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1. Zusammenfassung

Das Wilmstumorgen WT1 wurde ursprunglich als Tumorsuppressorgen charakterisiert
und kodiert ein Zinkfingerprotein. Von den zahlreichen bekannten Proteinvarianten ist
es die sog. WT1(-KTS) Isoform, die als Transkriptionsfaktor wirkt. Wahrend der
Embryonalentwicklung wird WT1 hauptsachlich im Urogenitalsystem und Mesothel
exprimiert, fir deren Entwicklung es erforderlich ist.

Das GATA4 Gen gehort zu einer Familie von 6 Transkriptionsfaktoren mit dem
gemeinsamen Merkmal einer hochkonservierten DNA-Bindungsdomane, 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 fur die Epikardentwicklung sowie Gonadendifferenzierung erforderlich.
WT1 und GATA4 zeigen wahrend der Embryonalentwicklung unter anderem in den
Gonaden sowie im Epikard phasenweise ein Uberlappendes Expressionsmuster. Eine
Inaktivierung der Gene sowohl von Wt1 als auch von Gata4 fuhrt in transgenen Mausen
zu ahnlichen Phanotypen mit Storungen der Herz- und Gonadendifferenzierung.
Daruber hinaus regulieren beide Proteine gemeinsame gonadale Zielgene. Vor diesem
Hintergrund sollte in der vorliegenden Arbeit die Hypothese Uberpriuft 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)
gegenuber Wildtyp Wurfgeschwistern auf. Mithilfe von
Immundoppelfluoreszenzfarbungen wurden die WT1 und GATA4 Proteine in
epikardialen Zellen von murinen embryonalen Herzen (E12.5) sowie in den Gonaden
adulter Wildtyp Mause kolokalisiert. In M15-Zellen aus der Mesonephros/Gonaden-
Region fuhrte eine Hemmung der Wt1 Expression durch siRNA zu einer Reduktion der
Gata4 mRNA um ca. 50%. Diese Resultate zeigen, dass WT1 wahrend der
Mausembryogenese flr 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 zellular
kotransfiziert. Ein signifikanter Einfluss von WT1 auf die Aktivitat des Gata4 Promotors
konnte in diesen Kontransfektionsexperimenten jedoch nicht nachgewiesen werden.

Hingegen zeigte der distale Gata4 Enhancer, der fur die Ausbildung des lateralen



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
Chromatinimmunprazipitation ~ (ChIP)  nachgewiesen.  Schlielllich  konnte im
Elektrophoresemobilitatsshiftassay (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 fur

die Entwicklung des lateralen Mesoderms beschrieben.



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 (Wt17") 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 (ChlP). Finally,

binding of WT1(-KTS) to the WT1-sensitive 50 bp long Gata4 enhancer region was



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.



3. Einleitung

Embryogenese (gr. enppvov - ,ungeborene Leibesfrucht” und yéveoio — ,Entwicklung®)
beschreibt den Weg von der befruchteten Eizelle Uber die Stadien der Furchung,
Blastulation und Gastrulation bis einschlieBlich 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 Uber
den Geburtstermin hinausreicht (Moore und Persaud 2007).

Es ist bemerkenswert, dass zwar alle Zellen des Korpers dasselbe Erbgut besitzen,
aber trotzdem zu strukturell und funktionell unterschiedlichen Zelltypen differenzieren
konnen. Hierflr ist die zeitlich und raumlich koordinierte Expression bestimmter, fur die
Zellspezifizierung relevanter Gene entscheidend. Grundsatzlich kann die Regulation der
Genexpression auf verschiedenen Ebenen, z.B. der Transkription, dem mRNA Spleil3en
und der Proteintranslation erfolgen, oder durch post-translationale Vorgange reguliert
sein (Loffler, Petrides und Heinrich 2007).

FiUr 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-Einzelstrangmolekuls steuern (Loffler, Petrides und Heinrich
2007). Bei der Transkription kdnnen verschiedene Stadien unterschieden werden:
Wahrend der Initiation erfolgt die Rekrutierung der RNA-Polymerasen an den
Transkriptionsstartpunkt. Elongation bezeichnet die Verknupfung der einzelnen
Nukleotide zu einem wachsenden RNA-Strang durch den sog. Elongationskomplex.
Wahrend der Termination wird die Transkription beendet, und es erfolgt eine
Polyadenylierung am 3’-Ende der mRNA. Grundsatzlich kdnnen 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 aullerhalb des Promotors lassen sich
sog. Enhancern oder Silencern zuordnen (Loffler, Petrides und Heinrich 2007). Durch
Bindung von Transkriptionsfaktoren an Enhancer und Silencer wird die Transkription
des betreffenden Gens verstarkt bzw. abgeschwacht. Man vermutet, dass durch
Anlagerung von Transkriptionsfaktoren eine raumliche Nahe des Enhancers/ Silencers

zum Initiationskomplex an der Transkriptionsstartstelle hergestellt und dadurch die



Transkriptionseffizienz verandert wird (Abbildung 1). Die promotorfernen Enhancer/

Silencer vermitteln haufig eine Gewebespezifitat der Genexpression.

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

Mutationen von Transkriptionsfaktoren, die fur eine normale Embryogenese erforderlich
sind, kdnnen beim Menschen krankheitsrelevante Entwicklungsdefekte verursachen.
Beispiele hierfir sind die Transkriptionsfaktoren WT1 und GATA4 bzw. deren

kodierende Gene.

3.1 Wilms-Tumor-Protein (WT1)

Das humane Wilmstumor-Gen WTT ist auf dem kurzen Arm von Chromosom 11 (11p13)
lokalisiert und hat eine Gesamtlange von ca. 50 kb (Call et al. 1990, Gessler et al. 1990,
Haber et al. 1991). Es wurde ursprunglich 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 Haufigkeit von ca. 1:10.000



auftreten. Sie entstehen aus persistierenden Resten embryonalen Nierengewebes und
gelten als das Resultat einer gestorten Nierenentwicklung (Hastie 1994).

Die 10 Exons des WT1 Gens kodieren fur ein Protein mit vier C-terminalen Cys;His;
Zinkfingern, uber die eine Bindung an Nukleinsauren 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 Repressionsdomane (Abb. 2,
Scholz und Kirschner 2005, Wang et al. 1993, Hastie 1994, Roberts 2005, Scharnhorst
2001). Weitere funktionell wichtige Proteindomanen sind ein Autoassoziations- und
RNA-Erkennungsmotiv sowie ein nukleares 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 Spleilden,
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 SpleiRvarianten gehoért die Insertion von 17 Aminosauren durch den
Gebrauch von Exon 5, und die Insertion von drei Aminosauren (Lysin, Threonin, Serin
[+KTS]) zwischen den dritten und vierten Zinkfinger durch Verwendung einer
alternativen SpleiRdonorstelle 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
fur Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, Zelladhasionsmolekule, zellulare
Strukturproteine und Signalmolekile (Mayo et al. 1999, Wagner et al. 2005a,
Ubersichten in Scharnhorst 2001 und Roberts 2005). Die WT1(+KTS) Isoformen
besitzen eine hohere RNA-Bindungsaffinitat als die WT1(-KTS) Varianten und wurden
als Regulatoren von RNA-Spleil3prozessen postuliert (Kennedy et al. 1996, Englert et al.
1995, Larsson et al. 1995, Ubersicht in Scharnhorst 2001).
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Exons Spleilvariante 1 Spleivariante 2
RNA-Erkennungsmotiv nukleare Lokalisation
— 17AA — A~ KTS
1 71 180 250 \ L 449
— _ — _J
' T
Autoassoziationsdoméane Zinkfingerdomane

Abbildung 2: Organisation des WT1 Gens (A) und Domé&nenstruktur von WT1 Protein (B). R bezeichnet
die Repressionsdomane, A die Aktivierungsdomane. Zn, Zinkfinger. Griin markiert sind in Abb. B die
beiden wichtigsten Spleilvarianten: Spleildvariante 1 ist das flr 17 Aminosauren (17AA) kodierende Exon
5, Spleillvariante 2 in Exon 9 bezeichnet die Insertion dreier Aminosauren (Lysin-Threonin-Serin, KTS)
zwischen den dritten und vierten Zinkfinger. Die Zahlen in B entsprechen den Positionen der
Aminosauren (Abbildung A modifiziert nach Scholz und Kirschner 2005, B modifiziert nach Roberts 2005).

Wahrend der Embryonalentwicklung wird WT1 hauptsachlich 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 fur die normale Embryogenese erforderlich. Mausembryonen mit homozygotem
Wt1-Gendefekt (Wt1”) sind ab dem 13. Entwicklungstag letal. Ein phanotypisches
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
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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 kdénnen. Diese Vorgange, die WT1 erfordern, werden als mesenchymal-
epitheliale bzw. epithelial-mesenchymale Transition (MET bzw. EMT) bezeichnet. Ein
Beispiel fur MET ist die Epithelbildung in Nieren und Gonaden aus unreifen
mesenchymalen Vorlauferzellen wahrend 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 fur die Entwicklung kardiovaskularer
Progenitorzellen im embryonalen Epikard von zentraler Bedeutung. Das Epikard ist ein
Mesothel, das im Bereich des Sinus venosus aus dem Proepikard entsteht und die
aullere Herzoberflache bedeckt (Manner et al. 2001). Wahrend der Herzentwicklung
erlangen epikardiale Zellen durch EMT einen mesenchymalen Phanotyp, der ihnen die
Einwanderung in das benachbarte Herzmuskelgewebe ermdglicht (Wessels und Pérez-
Pomares 2004). Dort differenzieren die Mesenchymzellen zu Kardiomyozyten,
interstitiellen Fibroblasten und Gefal3zellen (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 BlutgefaRen im Infarktrandbereich beobachtet (Wagner et al. 2002b, Smart et al.
2011). Dies deutet darauf hin, dass WT1 mdglicherweise auch im vollstandig
entwickelten Herzmuskel EMT ermdglicht und dadurch die Ausbildung von Blutgefalien
fordert. Als transkriptionelle WT1-Zielgene im Rahmen des EMT/MET wurden Snai1
und Cdh1, die fur den Transkriptionsfaktor SNAIL bzw. das Zelladhasionsmolekil E-
Cadherin kodieren, identifiziert (Cano et al. 2000, Martinez-Estrada et al. 2010).

Kdrzlich konnte gezeigt werden, dass WT1 auch in adulten Organen von grol3er
Relevanz ist. Die induzierte Wt7-Deletion verursachte bei Mausen ein
Multiorganversagen (Chau et al. 2011). Neben einer Glomerulosklerose der Nieren und
weiteren Organschaden wurde bei den Versuchstieren u.a. eine ausgepragte

Osteoporose und Storung der Hamatopoiese festgestellt (Chau et al. 2011).
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Auch beim Menschen kdonnen WT7-Gendefekte Krankheiten verursachen. Beispiele
hierfur sind das WAGR Syndrom (Wilms-Tumor, Aniridie, urogenitale Fehlbildungen,
mentale Retardierung) (Morrison et al. 2008), das Beckwith-Wiedemann Syndrom
(asymmetrische Organomegalie, umbilikale Hernie, Hypoglykdmie, moderat erhdhtes
Karzinomrisiko) und das Denys-Drash Syndrom (Pseudohermaphroditismus, renale
mesangiale Sklerose, Pradisposition zu Wilms-Tumoren) (Morrison et al. 2008).
Mutationen im WT7 Gen wurden auch bei Patienten mit Meacham-Syndrom
(mannlicher Pseudohermaphroditismus, kongenitale Herzfehler, Diaphragmadefekte)
gefunden (Suri et al. 2007). Interessanterweise wird WT1 in einigen malignen Tumoren,
z.B. in Neuroblastomen, malignen Melanomen, Lungenkarzinomen und Leukamiezellen,
starker exprimiert als in den gesunden Geweben, von denen diese Tumoren
abstammen (Oji et al. 2002, Wagner et al. 2008, Wang et al. 2011, Ubersichten in Yang
et al. 2007 und Huff 2011). Es wird deshalb vermutet, dass WT1 das Wachstum
mancher Karzinome fordert. Eine Uberzeugende Erklarung fur die dualen Eigenschaften
von WT1 als Tumorsuppressor und Onkogen gibt es bislang nicht. Mdglicherweise
beruhen die gegensatzlichen Wirkungen von WT1 (proliferativ bzw. antiproliferativ-
apoptotisch) auf  zelltypspezifischen Interaktionen mit  unterschiedlichen
Proteinbindungspartnern und/ oder auf Veranderungen im relativen Mengenverhaltnis
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 GATAA4 Transkriptionsfaktor

GATA4 gehort zu einer Familie von 6 Transkriptionsfaktoren, die als gemeinsames
Merkmal eine hoch konservierte DNA Bindungsdomane 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 Uberwiegend in
hamatopoietischen Stammzellen vor und regulieren differenzierungsabhangig 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-X,-Cys-X47-Cys-X2-Cys
Zinkfinger und zwei angrenzende basische Regionen, wobei der C-terminale Zinkfinger
fur die DNA-Bindung erforderlich ist. AulRerdem enthalt das GATA4 Protein zwei N-
terminale Transaktivierungsdomanen und eine C-terminale nukleare
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). Wahrend 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 Mausen
kann GATA4 im Herzen, den Ovarien, den Testes und der Leber sowie in der Lunge
und im DUnndarm detektiert werden (Arceci et al. 1993, Molkentin 2000).

GATA4 ist fur die normale Embryogenese notwendig. Wahrend der frihen
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 Fusionsstérung
eine Spaltung der Herzanlage (Cardia bifida) auf (Kuo et al. 1997, Molkentin et al. 1997,
Narita et al. 1997).

Untersuchungen an konditionellen Knockout-Mausen zeigen, dass GATA4 wahrend der
frihen Stadien fur die Entwicklung von Proepikard und Epikard erforderlich ist (Watt et
al. 2004). AuRerdem beobachtete man bei Gata4 deletierten Mausembryonen eine
Storung der Zytoarchitektur der Kardiomyozyten sowie — ahnlich wie bei Wt7-Defizienz
— eine ausgepragte Hypotrophie des Myokards und einen Kkardialen
Vaskulogenesedefekt (Crispino et al. 2001, Pu et al. 2004, Watt et al. 2004, Zeisberg et
al. 2005). In der spaten Herzmorphogenese wird GATA4 fur die Septierung und
Valvula-Bildung bendtigt (Watt et al. 2004).

Die Bedeutung von GATA4 fur die Herzentwicklung zeigt sich auch in der Regulation
von Genen, die fur spezifische kardiale Proteine wie z.B. aMHC (Molkentin et al. 1994),
ANF (Thuerauf et al. 1994) und BNP (He et al. 2002) kodieren, sowie in der Interaktion
mit anderen, fur die Kardiogenese relevanten Transkriptionsfaktoren (Ubersicht in
McCulley und Black 2012). Fir die normale Funktion von GATA4 ist eine direkte
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Interaktion mit Friend-of-GATA-Protein 2 (FOG-2) durch Kontakt Gber den N-terminalen
Zinkfinger erforderlich (Crispino et al. 2001). Mutationen im GATA4 Genlocus sind beim
Menschen mit Herzanomalien, u.a. (Vorhof)septumdefekten, rechtsventrikularer
Hypoplasie und Endokardkissendefekten, assoziiert (Garg et al. 2003, Rajagopal et al.
2007, weiterfuhrend in McCulley und Black 2012). Weiterhin ist die GATA4 induzierte
transkriptionelle Aktivierung von bcl-2 ein wichtiger Mechanismus fir das Uberleben
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 frihen Zeitpunkt in den somatischen Zellen der indifferenten
Gonadenanlagen exprimiert. In spateren 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 fur die Differenzierung der
steroidhormonbildenden Zellen in den Gonaden erforderlich (Bielinska et al. 2007).
Konditionelle Deletion von Gata4 in den Gonaden verursachte bei Mausen beiderlei
Geschlechts eine Infertilitat (Kyronlahti 2011a, Kyronlahti 2011b). Beim Menschen sind
loss-of-function Mutationen im GATA4 Gen mit Stérungen der Gonadenentwicklung

assoziiert (Lourenco 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 (Ubersicht bei Zhou, He und Pu 2012).
Eine Phosphorylierung von Serin 105 im Bereich der N-terminalen Aktivierungsdomane
durch Erk und p38 MAPK Kinasen erhoht die DNA-Bindungsaffinitdt und
transkriptionelle Aktivitat von GATA4 (Charron et al. 2001, Liang et al. 2001). Weiterhin
wird die Aktivitat 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).

Uber die transkriptionellen Mechanismen, die die GATA4 Genexpression in
unterschiedlichen Geweben regulieren, ist bislang wenig bekannt. In jingerer Zeit
wurden verschiedene Enhancer im Gata4 Genlocus der Maus beschrieben, die fur eine
Expression im Endoderm sowie im Endokard und in Teilen des lateralen Mesoderms
eine Rolle spielen (Rojas et al. 2005, 2009, 2010, Schachterle 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).

1 TLS

-93kb -80kb - 40kb
S W/

27,4 kb— 3,5 kb 35,8 kb
E1b E1b’ Ela E2 E3 E4 E5 E6 E7

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.
Weily 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).

FUr 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 fur eine Reportergenexpression im lateralen
Mesoderm, einschliel3lich des Septum transversum, notwendig und ausreichend (Rojas
et al. 2005). Vom Mesenchym des Septum transversum stammen u.a. die GATA4 und
WT1 exprimierenden proepikardialen Vorlauferzellen ab, aus denen das Epikard
hervorgeht (Saito et al. 2012). Der mesodermale Gata4-Enhancer besitzt eine Lange
von 817 bp und enthalt Bindungsstellen fir den Forkhead-Transkriptionsfaktor FOXF1
sowie fur GATA4 (Rojas et al. 2005). Die normale Aktivitat des Enhancers im lateralen

Mesoderm erfordert bone morphogenetic protein, BMP4 (Rojas et al. 2005).
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3.4 Hinweise auf eine mogliche Interaktion von WT1 und GATA4

Experimentelle Arbeiten und klinische Studien haben Hinweise auf funktionelle
Synergismen von WT1 und GATA4 erbracht. Beide Proteine zeigen wahrend
unterschiedlicher Stadien der Embryogenese ein Uberlappendes 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 ahnliche
Phanotypen auf und sind bei vollstandigem 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 fur die Ausbildung des Proepikards. Das
Proepikard hat seinen Ursprung im Seitenplattenmesoderm (laterales Mesoderm) und
entwickelt sich zum Epikard (Manner et al. 2001). Im Zebrafischmodell wurde
nachgewiesen, dass WT1 fur die Ausbildung des Proepikards eine wesentliche Rolle
spielt (Serluca 2008). Weiterhin ist WT1 fur die Entwicklung des Epikards aus dem
Proepikard  erforderlich und  ermdglicht die  Ausbildung subepikardialer
Mesenchymzellen, die durch epithelial-mesenchymale Transition (EMT) aus dem
Epikard hervorgehen und als kardiovaskulare Stammzellen erachtet werden (Moore et
al. 1999, Munoz-Chapuli 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). Ahnliche Anomalien finden sich auch bei
homozygotem Wt1 Gendefekt (Kreidberg et al. 1993, Moore et al. 1999, Wagner et al.
2005a). Zudem sind beide Gene fur 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 fur 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). Fur 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 Ubergang 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 (Wt17) 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
GATAA4, kolokalisiert sind (Dame at al. 2006). Weiterhin stimuliert Hypoxie-induzierbarer
Faktor-1 (HIF-1) bei niedrigem Oj-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 erschliet sich unter anderem aus dem
Vorkommen beider Proteine in den Gonaden und im (Pro)Epikard. Weiterhin weisen
Mausembryonen mit Gata4- bzw. Wt1-Defizienz ahnliche Entwicklungsanomalien auf.
Ubereinstimmend wurden mehrere, durch WT1 und GATA4 gemeinsam regulierte
Zielgene identifiziert.

Vor diesem Hintergrund bestand die Zielsetzung meiner Arbeit darin, zu Uberprufen, ob
die Expression von GATA4 durch WT1 direkt reguliert wird. Insbesondere sollte die
Hypothese untersucht werden, dass der fur 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 Elektromobilitatsshiftassays
und Chromatinimmunoprazipitationen. Weiterhin wurde der Einfluss einer Hemmung
von WT1 mittels RNA-Interferenz auf die zellulare GATA4 Expression ermittelt. Zur
Uberprifung einer zelluldren Kolokalisation von WT1 und GATA4 wurden

Immundoppelfarbungen angefertigt.
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4. Material und Methoden

4.1 Kultivierung und Passagierung der Zelllinien

Fir die Transfektionsexperimente und Reportergen Assays wurden humane
embryonale Nierenzellen (HEK293) (Katalognummer: ACC 305, DSMZ, Braunschweig)
verwendet. Die Transfektion von siRNA und die ChlP-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, Colbe) kultiviert. Das
Medium enthielt als Zusatze Pyruvat, Glukose [4,5 g/l] und 10% fetales Kalberserum
(FBS) (Biochrom) sowie Penicillin und Streptomycin (Biochrom). Die Zellen wurden bei
37°C, 95% Luftfeuchtigkeit, 21% O, und 5% CO, inkubiert (CB210 Inkubator, Binder,
Tuttlingen). Die Aussaat der Zellen erfolgte in 20 cm Zellkulturschalen (TPP,
Trasadingen). Vor Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen in regelmafligen
Abstanden von 2 bis 3 Tagen passagiert, indem sie mit 1x Trypsin in PBS abgelost und
im Verhaltnis von 1:10 in frischem DMEM resuspendiert wurden. Die Zelldichte wurde
vorher in einer Neubauer-Zahlkammer unter dem Mikroskop (Axiovert100, Carl Zeiss)
bestimmt. Fur die Transfektionsexperimente wurden die Zellen in 12-Loch
Zellkulturplatten (TPP, Trasadingen) in einer Dichte von 0,8 x 10° Zellen/Loch in 800
DMEM ausgesat.

4.2. Transfektion von M15-Zellen mit siRNA

M15-Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von 60% in 6-Lochschalen (TPP,
Trasadingen) kultiviert und anschlieBend 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 Wt7-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.

Proteinpraparation durchgefuhrt.
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4.3 Transiente Transfektion von HEK293-Zellen

Die Zellen wurden 24 Stunden vor Versuchsbeginn ausgesat. Zwei Stunden vor der
Transfektion wurde das Medium nochmals erneuert. Die Transfektion erfolgte nach der
Calciumphosphat-Prazipitationsmethode (Kingston et al. 2003). Ein Transfektionsansatz
von insgesamt 80 ul Volumen bestand aus 33,2 pl DNAse freiem Wasser, 2,8 pl
Plasmid-DNA, 4 yl 2M CaCl, und 40 ul Hepes Buffered Saline (HEBS) 2x Puffer. Als
erstes wurde das Wasser in die Eppendorf-Réhrchen vorgelegt, in welchem
anschlie3end die Plasmid-DNA gelost wurde. Als nachstes wurde die CaCl,-Lésung auf
die Oberflache des Gemisches im Rohrchen pipettiert und der Inhalt vorsichtig
durchmischt. SchlieBlich wurde der HEBS 2x Puffer hinzugefugt 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 pl Transfektionsansatz jeweils in die
entsprechenden Locher der Zellkulturplatte pipettiert und 24 Stunden lang auf den
Zellen belassen. Die Transfektion erfolgte mindestens in Doppelansatzen. 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 fur die WT1(-KTS) Spleil3variante
beziehungsweise mit Leervektor (pCB6") kotransfiziert. Zur Normalisierung der
Transfektionseffizienzen wurde den Ansatzen ein Renilla-Luziferasekonstrukt zugefugt.
Insgesamt wurden pro Transfektionsansatz 804 ng DNA verwendet, davon 4 ng Renilla-
Plasmid [2 ng/ul] und jeweils 400 ng WT1-Plasmid [1 ug/pl] sowie Luziferase-
Reporterkonstrukt [1 pg/ul].

4.4 Luziferase-Assay

4.4.1 Zelllyse

24 h nach der Transfektion wurde das Nahrmedium von den Zellen entfernt und diese
mit Passive Lysis Buffer (PLB) (Promega, Mannheim) behandelt. Fir die Zelllyse
wurden die Kulturschalen fur 15 min bei Raumtemperatur (RT) auf eine Ruttelplatte
(Gyro-Rocker® STR9, Stuart Scientific) gestellt. Das Zelllysat wurde anschlieRend bei

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

Zunachst wurde 50 pl Luziferase Assay Reagent Il (LAR Il) (Promega, Mannheim) in
Glasrohrchen (Sarstedt, Numbrecht) vorgelegt und anschlieBend 10 pl des
entsprechenden Zelllysats zugegeben. Die Messung der Lichtemission erfolgte Uber
einen Zeitraum von 10 s im Luminometer (Lumat LB9501 Tube Luminometer, Berthold).
Anschlieend wurde die Reaktion durch Zugabe von Stop and Glow Buffer (Promega,
Mannheim) im Verhaltnis von 50:1 zu Renilla-Substrat (Promega, Mannheim) gestoppt.
Danach erfolgte die Messung der Renilla-Luziferaseaktivitat tber einen Zeitraum von 10

Sekunden.

4.4.3 Proteinbestimmung

Zur Angleichung der Luziferaseaktivitaten an die effektiven Proteinkonzentrationen
wurde die zellulare Gesamtproteinmenge pro Well bestimmt. Dazu wurde der
Uberstand des Zelllysats 1:500 mit ddH,O verdiinnt. Anschlieend wurden 200 pl Bio-
Rad Protein Assay Reagenz in Plastikklvetten pipettiert und 800 pl des verdinnten
Zelllysats hinzugegeben. Das Absorptionsmaximum und somit die relative

Proteinmenge im Zelllysat wurde bei einer Wellenlange von A=595 nm ermittelt.
4.5 Klonierung von Subfragmenten des Gata4-Enhancers

4.5.1 Polymerasekettenreaktion (PCR) und Aufreinigung der PCR-Produkte

Zunachst 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 Vorwarts- und Rickwartsprimern (siehe
Tabelle 5) wurden Teilsequenzen aus dem Enhancer vervielfaltigt. Fur die PCR wurden
40 Zyklen verwendet, die einzelnen Reaktionsschritte dauerten jeweils 30 Sekunden.
Die Temperaturen fur die DNA-Denaturierung, Anlagerung der Primer und Extension
des DNA-Strangs betrugen 94°C, 57°C bzw. 68°C. Die einzelnen Reaktionsansatze
hatten ein Gesamtvolumen von 50 pl, welches sich wie folgt zusammensetzte: 37,5 pl
Wasser, 2 ul DNA [100 ng] des Ausgangskonstrukts, 5 ul 10x Puffer, 1,75 pl dNTPs [10
mM], 1,5 pl Vorwartsprimer [10 pM], 1,5 pl Ruckwartsprimer [10 yM] und 0,5 yl Taq
Polymerase. In der anschlieBenden Gelelektrophorese wurden die PCR-Produkte

(iberpriift 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 pl der gereinigten PCR-Produkte wurden jeweils 1 pl Xhol/Nhel und 3 pl 10x
Ligationspuffer hinzugegeben. Der Vektor pGL3basic (5 ug) wurde mit denselben
Restriktionsenzymen verdaut (37°C fur 15 Minuten). Anschliefend 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. AnschlieRend 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 ul des gereinigten Vektors, 2 ul der einzufligenden Produkte, 5
Il 2x Puffer, 1,5 yl HO und 1 pl Ligase verwendet und fur 15 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert.

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

Jeweils 2 yl Ligationsansatz wurden zu den kompetenten E. coli gegeben und auf Eis
gestellt. Nach 20 Minuten erfolgte eine 30-sekundige Hitzebehandlung im Wasserbad
bei 42°C, gefolgt von zwei Minuten Inkubation auf Eis. Anschliel3end wurden 500 ul LB-
Medium ohne Ampicillin zu den Bakterienzellen (Invitrogen, Darmstadt) gegeben. Diese
wurden daraufhin fur eine Stunde in den Schuttelinkubator 3033 (GFL) gestellt, danach
konzentriert, auf Agarplatten mit Ampicillin ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C
kultiviert. Am Folgetag wurden von jeder Agarplatte sechs Kolonien jeweils in ein 15 ml
Falcon-Roéhrchen mit 2 ml LB-Medium und Ampicillin (100 pg/ml) Uberfuhrt. Die

Bakterienkulturen wurden Uber Nacht im Schuttelinkubator gezichtet.

4.5.6 Plasmidpraparation und spektrophotometrische DNA-Quantifizierung

Die Mini-Plasmidpréparation wurde mithilfe des NucleoSpin® Plasmid Kits (Macherey-
Nagel, Duren) nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Mittels Restriktionsverdau und

anschlieBender 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 pg/ml) angelegt. Nach Plasmidaufreinigung mit dem Nucleo Spin
Protokoll erfolgte die Bestimmung der DNA-Konzentration im Spektrophotometer (Bio-
Rad Laboratories) anhand der Verhaltnisse A 260 zu A 280.

4.6 Western Blot

Zellen und Gewebe wurden in PBS (PAA Laboratories, Colbe) zweimal gewaschen, mit
Laemmli Puffer lysiert (300 pl/Loch) und mithilfe des Labsonic U (B. Braun, Melsungen)
ultrasonographisch aufgeschlossen sowie fir 5 min bei 95°C denaturiert. Die
Proteinkonzentration wurde spektrophotometrisch anhand der ODy und ODagg
errechnet. Die Proteinproben wurden bei -20°C aufbewahrt. Die Auftrennung der
Proteingemische (20 upg je Spur) erfolgte in einem 10%igen denaturierenden
Polyacrylamidgel in 1x SDS-Laufpuffer (Mini Protean 2 Cell, Bio-Rad Laboratories,
Munchen). 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 fiir 45 min
bei 15 V. Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen wurde die Membran fur 60 min bei
Raumtemperatur in 5% Magermilch (Roth, Karlsruhe) in TBST-Puffer blockiert. Die
Inkubation der Primarantikdrper geschah Uber Nacht bei 4°C in 2,5% Magermilch. Es
wurden folgende Antikorper 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 Verdunnungen. Danach wurde die Membran
3x 15 min mit TBST-Puffer gewaschen und die sekundaren, an Peroxidase gebundenen
Antikorper in 2,5% Magermilch (1:20.000 verdunnt) fir 1 h hinzugegeben. Nach
erneutem dreimaligen Waschvorgang erfolgte die Detektion der Sekundarantikdrper
uber das Western Lightning Plus ECL Reagenz (PerkinElmer Life Sciences, Rodgau)
gemal den Herstellerangaben. Zur Belichtung wurde der Hyperfim™ MP (Amersham
Biosciences, Miunchen) verwendet. Die gleichmallige Proteinbeladung wurde mithilfe
eines Antikérpers gegen Pan-Aktin nachgewiesen, nachdem die gebundenen
Antikorper durch 10-minadtige 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) geman

den Angaben des Herstellers extrahiert.

4.8 Reverse Transkription

Die cDNA-Synthese wurde mit einer Gesamt-RNA Menge von 2 ug unter Verwendung
von Oligo(dT)12-1¢ Primern (Invitrogen, Darmstadt) und Superscript™ Il - reverser

Transkriptase (Invitrogen, Karlsruhe) nach Herstellerangaben durchgefuhrt.

4.9 Quantitative real-time PCR

Die quantitative real-time PCR (qRT-PCR) erfolgte in 20 yl Doppelansatzen mit 2 ul
cDNA (1:5 verdunnt), 50 nM Primer und 2 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 durchgefihrt (45 Zyklen): DNA
Denaturierung (15 s) bei 94°C, Primer Annealing (15 s) und Extension der
doppelstrangigen 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
Uberprifung der Produktidentitdit wurden bei jeder PCR die Schmelzkurven der
Amplikons beurteilt. Zusatzlich wurden einmalig fur jedes Primerpaar die PCR-Produkte
mittels Gelelektrophorese analysiert. Die Auswertung der PCR erfolgte nach der d8Ct-
Methode (Livak und Schmittgen 2001). Relative mRNA Expressionsniveaus wurden
berechnet, indem der Ct-Wert eines Haushaltsgens (Gapdh bzw. B-Aktin) jeweils vom
Ct-Wert des zu untersuchenden Gens (z.B. Gata4) subtrahiert wurde. Unterschiede in
den mRNA-Niveaus wurden anschlieRend iiber die Formel 2% bestimmt (Livak und
Schmittgen 2001).
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4.10 Elektrophorese Mobilitatsshift Assay (EMSA)

4.10.1 Oligonukleotid-Markierung mit Digoxigenin

Zum Markieren des Einzelstrang-Oligonukleotids mit Digoxigenin wurde dieses in einer
Konzentration von 100 pmol/ul eingesetzt. 1 pl Oligonukleotid wurde mit H,O auf ein
Volumen von 10 pl aufgeftillt. Anschlielend wurden 4 pl 5x Puffer, 4 yl CoCl, (25 mM), 1
Ml DIG-ddUTP (1 mM) und 1 pl terminale Transferase [400 U/ul] hinzugegeben, so dass
ein Gesamtvolumen von 20 pl resultierte. Der Ansatz wurde 15 min lang bei 37°C
inkubiert. Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von 2 yl EDTA (0,2 M) auf Eis
gestoppt.

4.10.2 Annealing der einzelstrangigen zu doppelstrangiger DNA

Zu dem markierten Oligonukleotid wurde die komplementare DNA-Sequenz in ca. 22-
fachem Uberschuss pipettiert. Das Annealing erfolgte durch 5-miniitiges Kochen im

Wasserbad und anschliellendes langsames Abkuhlen auf Raumtemperatur.

4.10.3 Reaktionsansatze

FUr den Bindungsansatz wurden 4 ul 5x Bindungspuffer, 1 pl poly[d(I-C)] [1 pg/ul], 1 ul
rekombinantes WT1-Protein [0,2 pg/pl]l, 1 pmol (0,22 ul) Digoxigenin-markiertes
Doppelstrang-Oligonukleotid gemischt und mit ddH,O auf insgesamt 20 pl aufgefillt.

Anschlieend wurde der Ansatz 1 h lang bei Raumtemperatur inkubiert.

4.10.4 Gelelektrophorese, Transfer und Detektion

Fir den EMSA wurde ein 6%iges, nicht-denaturierendes Polyacrylamidgel vorbereitet.
Vor Beginn wurden die Taschen mit Laufpuffer (0,5x TBE) gespult, und es erfolgte ein
15-minutiger Vorlauf bei 80 V. Vor Auftragen auf das Gel wurde den Proben 30%iges
Glycerin zugegeben. Der Gellauf wurde bei 100 V fur 45 min in einer Mini-PROTEAN® ||
Electrophoresis Cell (Bio-Rad Laboratories) durchgefuhrt. Die Protein-DNA-Komplexe
wurden aus dem Gel mittels Semidry-Blotting (Trans-Blot® SD) bei 0,1 A tber 1 h auf
eine Nylonmembran (Roche) uberfuhrt. Zur Fixierung wurde ein UV-Crosslinking
(Stratalinker® UV crosslinker, Stratagene, Waldbronn) beider Seiten der Nylonmembran
mit 12.000 J durchgefuhrt. Die Membranen wurden in EMSA Waschpuffer MABT
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abgespult und anschlieBend mit 10 ml 1%igem Blockierungsreagenz (Roche) in
Maleinsaurepuffer fir 30 min bei Raumtemperatur behandelt. Danach wurde der
Digoxigenin-Antikorper (1:10.000 in 1%igem Blockierungsreagenz in Maleinsaurepuffer)
der Membran zugesetzt und fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der
Uberschussige Antikorper wurde entfernt, indem die Membran zweimal mit MABT-Puffer
fur 15 min gewaschen wurde. AnschlieBend wurde die Membran im NBT/BCIP
Entwicklungspuffer fir 5 min aquilibriert und danach mit 1:50 NBT/BCIP Stammldsung
(Roche, Mannheim) in Entwicklungspuffer tber 30 min in einem lichtgeschutzten Gefaly
entwickelt. Die Reaktion wurde durch Hinzufugen von TE-Puffer gestoppt, und die

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

4.11 Chromatin-Immunprazipitation (ChiP)

M15-Zellen wurden {ber einen Zeitraum von 72 h bis zu einer Zahl von ca. 1 x 10°
Zellen kultiviert und fur die Chromatin-Immunoprazipitation 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 fur 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. AnschlieBend wurde die DNA durch
Ultraschallbehandlung (Labsonic U, B. Braun) geschert. Nach Zentrifugation wurden die
Uberstande in Immunprazipitationspuffer/Complete™ 1:10 verdiinnt und fir 1 h bei 4°C
mit Protein G Agarose/Heringsperma-DNA (Millipore, Darmstadt) inkubiert, um
unspezifisch an Agarose bindende Proteine zu entfernen. Die Immunprazipitation
erfolgte Uber Nacht bei 4°C mit 0,6 ug polyklonalem anti-WT1 Antikdrper (AK), anti-
Histon H3 AK und — als Negativkontrolle — normalem Kaninchen IgG. Daraufhin wurde
Protein G Agarose/Heringsperma-DNA hinzugefligt und eine Stunde lang bei 4°C unter
Rotation inkubiert. Die Komplexe bestehend aus Agaroseperlen, Antikérper und
Chromatin wurden in mehreren Schritten gewaschen. Hierzu wurden nacheinander low
salt Puffer, high salt Puffer, LiCl Puffer und zweimal TE-Puffer verwendet. Anschlieend
wurde die DNA in Elutionspuffer eluiert, in Phenol/ Chloroform/ Isoamylalkohol (25:24:1)
(Invitrogen, Darmstadt) extrahiert und in 100%igem Athanol prazipitiert. 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-Muller-Hormon-Rezeptor 2 Gens, ein
bekanntes Zielgen von WT1 (Klattig et al. 2007a). Um unspezifische Bindungen zu
erkennen, wurde das murine [-Aktin-Gen verwendet, welches keine WT1-
Bindungsstelle aufweist. Die zur Amplifizierung verwendeten Primer sind in Tabelle 5

gelistet.

4.12 Immunfluoreszenzfarbungen

Terminiert verpaarten Mausen wurden zu den bezeichneten Untersuchungszeitpunkten
die Embryonen entnommen und deren Herzen unter dem Praparationsmikroskop
exzidiert. Die Praparate wurden 20 min lang in 10 % (v/v) Formalin (J.T. Baker,
Muanchen) auf Eis fixiert. Danach wurde das Gewebe 30 min lang in Léschungslosung
(1x PBS/ 50 mM NH4Cl) inkubiert und Uber Nacht in 1x PBS, 0,2% Rinderserum-
Albumin, 0,05% Triton X-100 bei 4°C geblockt. Die Praparate wurden 16 h lang bei 4°C
mit Primarantikorpern (jeweils 1:100 Verdunnung in Blockierungsldsung) gegen WT1
(Kaninchen anti-Wt1, N-180, Santa Cruz Biotechnology) und GATA4 (Ziegen anti-Gata4,
C-20, Katalognummer sc-1237) behandelt. Zur Detektion der Primarantikbrper wurde
Cy3-AffiniPure anti-Ziege 1gG (Katalognummer 705-225-147, 1:100 Verdunnung,
Jackson ImmunoResearch, Hamburg; rot fluoreszierend) und Cy2-AffiniPure anti-
Kaninchen IgG (Katalognummer 711-165-152, 1:200 Verdinnung, Jackson
ImmunoResearch; grun fluoreszierend) verwendet. Die Zellkerne wurden mit DAPI
(4’,6-Diamino-2-Phenylindol, Roche) gegengefarbt.

Ubersichtsbilder wurden mit einem Epifluoreszenzmikroskop (Axiovert100 Carl Zeiss),
an das eine Digitalkamera (Spot RT Slider, Diagnostic Instruments, Sterling Heights, MlI)
angeschlossen war, aufgenommen. Die Bildnachbearbeitung wurde Uber Adobe

Photoshop und ImagedJ (Rasband, WS) vorgenommen.

4.13 Versuchstiere

Wt1*" heterozygote Mause (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 fur verbundene Stichproben
sowie ANOVA durchgefuhrt. P-Werte kleiner 0,05 wurden als statistisch signifikant
gewertet.

Bezuglich der quantitativen real-time PCR wurde nach der 88Ct-Methode vorgegangen
(Livak und  Schmittgen 2001). Zunachst wurden die Mittelwerte und
Standardabweichungen der jeweiligen 6Ct-Werte berechnet. Anschlielend wurde der
Mittelwert der 08Ct-Werte berechnet und deren Standardabweichung mithilfe der
GauR’schen Fehlerpropagation. SchlieRlich wurde mittels der Formel 2°°° (Livak und
Schmittgen 2001) der x-fache Unterschied des mRNA-Expressionsniveaus normalisiert
auf das Haushaltsgen und relativ zur Negativkontrolle berechnet. Fur die graphische

Darstellung wurde die Streuung mit aufgetragen.
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Tabelle 1: Gerate

Gerate

Hersteller

6- und 12-Well-Platten

TPP, Trasadingen

COs-Inkubator CB210

Binder, Tuttlingen

Digitalkamera Spot RT Slider

Diagnostic Instruments, Sterling Heights,
Mi

Elektrophoresekammern Mini-Sub Cell
GT

Bio-Rad, Minchen

Epifluoreszenzmikroskop Axiovert100

Carl Zeiss

Gel Casting System 20 x 20 cm

Fisher Scientific

GeneAmp PCR System 2400

Applied Biosystems, Mannheim

Glasréhrchen 5 ml (75 x 12 mm)

Sarstedt, NUmbrecht

Gyro-Rocker® STR9

Stuart Scientific

Konfokalmikroskop Leica DM 2500

Leica Microsystems, Wetzlar

Labsonic U

B. Braun, Melsungen

Lumat LB9501 Tube Luminometer

Berthold

Mini-PROTEAN® Il Electrophoresis Cell

Bio-Rad Laboratories

Neubauer-Zahlkammer improved

Paul Marienfeld GmbH&Co.KG, Lauda-

Kdnigshofen

Plastikklvetten

Sarstedt, NUmbrecht

Power Pac 3000

Bio-Rad, Minchen

Schiuttelinkubator 3033

GFL

SmartSpec™ 3000 Spectrophotometer

Bio-Rad Laboratories

StepOnePlus™ system

Invitrogen, Karlsruhe

Stratalinker® UV crosslinker

Stratagene, Waldbronn

Thermal cycler UNO-II

Biometra, Goéttingen
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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

AmpliTagPolymerase, 10x PCR-Puffer

Applied Biosystems, Mannheim

Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments

REF 11 093 274 910, Roche

APS (Ammoniumpersulfat)

Sigma-Aldrich

Athanol

Roth, Karlsruhe

Block-Reagenz

REF 11 096 176 001, Roche

BSA (10mg/ml) New England Biolabs
CaCl, Merck, Darmstadt
Chloroform Roth, Karlsruhe
CoCl; 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, Colbe
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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, Minchen

GeneRuler™ 1 kb DNA Marker

Fermentas, St. Leon-Rot

Glycerin

Roth, Karlsruhe

GoTaq™ DNA Polymerase (5 U/pl)

Promega, Mannheim

Heringsperma DNA (10 mg/ml)

Promega, Mannheim

Hyperfilm™ MP

Amersham Biosciences, Miinchen

Immobilon P Transfer Membrane

GE Healthcare, Freiburg

Isopropanolol

Merck, Darmstadt

Laemmli Puffer

Roth, Karlsruhe

LAR Il (Luziferase Assay Reagenz Il)

Promega, Mannheim

Magermilch

Roth, Karlsruhe

NaHCO3

Sigma

NBT/BCIP stock solution

REF 11 681 451 001, Roche

Oligo(dT)15 Primer (0,5 pg/ul)

Promega, Mannheim

One Shot®

competent E.coli

TOP10  chemically

Invitrogen, Darmstadt

P*yATP

MP Biomedicals

Passive Lysis Buffer (PLB)

Promega, Mannheim

PBS

PAA Laboratories, Colbe
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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 um | Whatman
Renilla-Substrat Promega
Reporter Lyse Puffer Promega

Restriktionsenzyme Nhel, Xhol

Fermentas, St. Leon-Rot

RNA Polymerase |l

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

Superscript’™ Il reverse Transkriptase,
5x Erststrangpuffer, 0,1 M DTT

Invitrogen, Karlsruhe

SYBR Green Master Mix

Roche Diagnostics, Mannheim

T4 DNA Ligase (1 U/pl)

New England Biolabs

T4 Polynucleotide Kinase (10 U/ul)

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 | Promega
System

Expand Long template PCR System Roche
MinElute™ Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
MinElute™ PCR Purification Kit Qiagen, Hilden

NucleoSpin® Plasmid Kit

Macherey-Nagel, Diren

QIAprep® Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden
QIAquick® Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
QIAquick® PCR Purification Kit Qiagen, Hilden
RNeasyMicroKIT Qiagen, Hilden
Tabelle 4: Pufferzusammensetzungen

Losungen und Puffer Zusammensetzung

Ampicillin-Agarplatten

LB-Medium ; 15g/l Agarose ; 100 pg/ml

Ampicillin

5x Bindungspuffer

50 mM Tris-HCI pH 7,5; 250 mM KCI; 250
mM NaCl, 5 mM MgCl,; 5 mM EDTA

1x Blottingpuffer

10 mM 6-Aminohexansaure; 10% (v/v)
Methanol

5x DNA-Ladepuffer

425% (VIV) 0,25%

Bromphenolblau

Glyzerin ; (Wiv)
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Elutionspuffer

1% SDS; 0,1 M NaHCO3

EMSA Reaktionspuffer

10 mM Tris-HCI, pH 7,5 ; 50 mM KCI ; 50
mM NaCl ; 1 mM MgCI2 ; 1 mM EDTA;
5 mM DTT ; 5mM
Phenylmethylsulfonylfluorid

EMSA Waschpuffer MABT

0,1 M Maleinsaure; 0,15 M NacCl; 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 Na;HPO,4
(1,5 M final); pH 7,05

High Salt Waschpuffer

0,17% SDS; 1% Triton X-100; 2 mM
EDTA; 20 mM Tris-HCI, pH 8,1; 500 mM
NaCl

Immunoprazipitationspuffer

0,01% SDS; 1,1% Triton X-100; 1,2 mM
EDTA; 16,7 mM Tris-HCI, pH 8,1

LB-Medium

Far 1 Liter. 10 g Trypton; 5 g
Hefeextrakt; 5 g NaCl

LiCl Waschpuffer

025 M LiCl; 1% NP-40; 1%
Natriumdesoxycholat; 1 mM EDTA; 10
mM Tris-HCI, pH 8,1

Ldschungsldosung

1x PBS; 50mM NH4CI

Low Salt Waschpuffer

0,1% SDS; 1% Triton X-100; 2 mM
EDTA; 20 mM Tris-HCI, pH 8,1; 150 mM
NaCl

Maleinsaurepuffer

0,1 M Maleinsaure; 0,15 M NaCl; pH 7,5

NBT/BCIP Entwicklungspuffer

0,1 M Tris-HCI; 0,1 M NaCl; pH 9,5

PBS

137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 4,3 mM
NazHPO4; 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

5x TBE

54 g/l Tris-HCI; 27,5 g/l Borsaure; 10 mM
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EDTA

1x TBS 30 mM Tris-HCI, 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_ChlIP-fwd | AATGCTAGCGGTCCTTAGGAGCTGAGCTT

Gata4_ChlIP-rev | GCTTCCCACCCTCCTCTG

Amhr2_ChIP-fwd | CAGCTGGACAGCCAAGGTC

Amhr2_ChlIP-rev | CAGCCAAGCTTCCTACAAA

B-actin_ChIP-fwd | ATAGGACTCCCTTCTATGAGC

B-actin_ChlP-rev | 5-TCCACTTAGACCTACTGTGCA-3’

Gata4_PCR-fwd | GATGGGACGGGACACTACCTG

Gata4_PCR-rev | ACCTGCTGGCGTCTTAGATTT

Gapdh_PCR-fwd | ACGACCCCTTCATTGACCTCA

Gapd_PCR-rev | TTTGGCTCCACCCTTCAAGTG

Rojas-FW AATGCTAGCGTGGTCATCCACAGGCCTTT Nhel

Rojas-RW AATCTCGAGCCTCTCTATCCCCATCCTCA Xhol

Rojas2-FW CATGCTAGCAGCTCTCTAAAGACAAGGGC Nhel

Rojas2-RW AATCTCGAGGGCCCTTGTCTTTAGAGAGC Xhol

Rojas3-FW AATGCTAGCGGTCCTTAGGAGCTGAGCTT Nhel

Rojas3-RW GGTCTCGAGTGCAGGGATTGCTTCTGGA Xhol
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Rojas4-FW GGTGCTAGCTCCAGAAGCAATCCCTGCA Nhel
Rojas5-FW GCGGCTAGCTGCAACACAAAAAGCACAGA Nhel
Rojas6-FW GTAGCTAGCCTGCAAGCGTGTATAGGAAG Nhel
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: Antikorper

Antikorper

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 1gG

711-165-152, Jackson

ImmunoResearch

Cy3-AffiniPure Esel anti-Ziegen I1gG

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 fir WT1

p265 pGL3basic Leervektor far Gata4-

Expressionsplasmide

p291 pGL3prom Leervektor far Gata4-

Expressionsplasmide

p292 p-RL-TK Renilla-Luziferase Plasmid

p620 pGl3basicGatadpromF2/R1 | Verklrztes Gata4-Promotor Konstrukt

p621 pGL3promGata4F2/R16Sacl | Verkirztes Gata4-Promotor Konstrukt

p633 p-mRojas-FW1/RW1 Komplettes Gata4-Enhancer Konstrukt
(904 bp)

p634 pGl3promGatadenhancer Komplettes Gata4-Promotor Konstrukt

p722 p-mRojas-FW2/RW1 Verkurztes Gata4-Enhancer Konstrukt
(450 bp)

p723 p-mRojas-FW1/RW2 Verkurztes Gata4-Enhancer Konstrukt
(475 bp)
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p731

p-mRojas-FW3/RW1

Verklrztes Gata4-Enhancer Konstrukt
(222 bp)

p766 p-mRojas-FW4/RW1 Verkurztes Gata4-Enhancer Konstrukt (89
bp)
p788 p-mRojas-FW5/RW1 Verkurztes Gata4-Enhancer Konstrukt

(168 bp)
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5. Ergebnisse

51 WT1 ist fir 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 ausuben (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 Uberprufen, ob WT1 flr eine normale Gata4 Expression wahrend der
Mausembryogenese erforderlich ist, wurde der Gata4 mRNA Gehalt in verschiedenen
Geweben von normalen und Wt1-defizienten Mausembryonen mittels gRT-PCR nach
der SYBR-Green Methode vergleichend bestimmt. Es wurden jeweils 5 Wildtyp-
Embryonen (Wt1**) und ihre Wurfgeschwister mit homozygotem Wt71-Gendefekt (Wt17)
zum Zeitpunkt E12,5 untersucht. Die gemessenen Gata4 mRNA Werte wurden gegen
die Transkripte des Haushaltsgens B-Aktin abgeglichen und nach der Gleichung 27%0¢t
quantifiziert (Schmittgen und Livak 2001). Die in den Organen von Wildtyp-Mausen
ermittelten normalisierten Werte der Gata4 mRNA Expression liegen entsprechend der
00Ct-Methode (Schmittgen und Livak 2001) bei ,1° Im Vergleich zu den
Gonadenanlagen von Wildtyp Embryonen war der Gata4 mRNA Gehalt in Wt1-
defizienten Mausen der jeweiligen Wurfgeschwister um Uber 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 fur 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. homoz¥§;ot
deletierten (Wt1'/') Wt1-Allelen. Die mRNA-Quantifizierung erfolgte durch qRT-PCR nach der 2 ot
Methode unter Bezug auf das Haushaltsgen B-Aktin. Die bei Mausembryonen vom Wildtyp gemessenen
Werte liegen definitionsgemaly 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

uberlappend exprimiert

Um das Verteilungsmuster der WT1 und GATA4 Proteine zu untersuchen, wurden
Doppelimmunfluoreszenzfarbungen von Mausembryonen (E12,5) und von den
Gonaden adulter Wildtyp Mause durchgefuhrt. Die Darstellung von GATA4 Protein
erfolgte unter Verwendung eines rot fluoreszierenden Cy3-konjugierten
Sekundarantikorpers, wahrend WT1 mit einem grin fluoreszierenden Cy2-Konjugat
nachgewiesen wurde. Im Falle einer Kolokalisation beider Proteine resultiert nach
Uberlagerung ein gelbes Fluoreszenzsignal. Im embryonalen Mausherzen wird GATA4
sowohl im Epikard als auch in den Kardiomyozyten exprimiert (Abb. 5B, D). Hingegen
ist WT1 ausschlieBlich in epikardialen Zellen nachweisbar (Abb. 5C, D). Bei
Verwendung von Normalseren anstelle spezifischer Antikorper wurde Kkein

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 follikularen

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

Herz (E12,5)

Testis (adult)

Ovar (adult)

Abbildung 5: Doppelimmunfluoreszenzfarbungen von GATA4 und WT1. Beide Proteine werden im
embryonalen Epikard (—) exprimiert, GATA4 zusatzlich in den Kardiomyozyten (B-D). In den Gonaden
adulter Mause sind beide Proteine in den Sertolizellen des Testis (F-H) bzw. in den Granulosazellen des
Ovars (J-L) nukleér kolokalisiert (>). M, Myokard. DAPI-Kernfarbungen (A, E, ).

5.3 WT1 stimuliert die Expression von GATA4

Die Gata4 mRNA Expression ist in den Herzen und Gonadenanlagen von Mausen mit
Wt1-Gendefekt signifikant verringert (Abb. 4), und beide Proteine zeigen in den
Wildtypen ein Uberlappendes zellulares Verteilungsmuster (Abb. 5). Somit stellt sich die
Frage, ob WT1 die Gata4d Expression unmittelbar oder indirekt reguliert. Um den
Zusammenhang von WT1 und GATA4 naher zu untersuchen, wurden M15-Zellen
verwendet, die ursprunglich aus der Mesonephros/Gonaden-Region von transgenen
Mausen 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 sSiRNAs ohne
Zielsequenz im Mausgenom (non-targeting siRNA). Es wurden 5 unabhangige
Transfektionsexperimente jeweils in Doppelansatzen durchgefuhrt. 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
Ruckgang von GATA4 Protein (Abb. 6B). Diese Ergebnisse zeigen, dass WT1 fur eine

normale Expression von GATA4 in M15 Zellen erforderlich ist.
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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 gRT-
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)
Uiberexprimiert (C, D). Zur Kontrolle erfolgte die Transfektion mit Leervektor (pbCB6"). Die Proteine wurden
mittels Western Blot nachgewiesen (D), die Quantifizierung der Gata4 mRNA geschah durch gRT-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 Uberexpression von WT1 die Expression von
GATA4 in einer humanen embryonalen Nierenzelllinie (HEK293) stimuliert. Fur 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, wahrend 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 Veranderungen von GATA4 Protein in HEK293-Zellen mit und ohne
WT1 Uberexpression 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 zunachst Uberprift, 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 Doppelansatze durchgefuhrt, aus denen die
Durchschnittswerte errechnet wurden. Abbildung 7 zeigt die Resultate aus funf
voneinander unabhangig vorgenommenen Transfektionen. Hierbei wurde die
Grundaktivitat des jeweiligen Reporterkonstruktes in Gegenwart des Leervektors
(pCB6") auf 1 normiert. Es zeigt sich, dass die Aktivititen der beiden Gata4
Promotorkonstrukte durch Kotransfektion von WT1(-KTS) nicht signifikant beeinflusst
wurden (Abb. 7).

-2351 bp
| Luc n.s.

-464 bp
Luc n.s.
Luc n.s.
0 1 2 3 4 5 6 7

Firefly/Renilla Luziferase Aktivitat
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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
zusatzlich ein Renilla Luziferase Plasmid transfiziert. Angegeben ist das Verhaltnis aus Firefly zu Renilla
Luziferaseaktivitit, wobei die Aktivititen mit dem pCB6" Leervektor auf 1 gesetzt wurden. Die Mittelwerte
und Standardabweichungen sind das Ergebnis aus 5 unabhangigen Transfektionsexperimenten in
Doppelansatzen. 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 fur eine gewebespezifische Expression von GATA4
wahrend 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 Mausen ergaben, dass der 4368 Basenpaare
umfassende Bereich G2 fur 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 fur 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 finf 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 flr 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 fur die
Expression im lateralen Mesoderm ausreichend (nach Rojas et al. 2005).

CGTGGTCATCCACAGGCCTTTAGAACACACACACACACACACACACACACTTGAGCATACACA
CGTGAGCGCTCTCTCGCACGTGCACACACATATAGGCACATACGCATGCACACAGGCACACA
CGCATGCACACAGGCACATACGCACATACGCATGCAAGACAGTGTGGTCACACCTAAGTTGC
AGATAAAGCTGAAGGAAGCCTGTGAATGAATCTGTAGATAAAAACTCCAGTATCTGGGCAGGT
AACACCCAATGACAACAGAGCTGTGTTGACTTACGCTTTTCCTTATCGGAGGGAATCAGGTAT
TCGTGTAAATCAGAAAAGGATTTGATGGATGCCAGCTCATTGGTGTCTCTAGCCAATAGACAG

Fox3 Gata3

GTTTGGTTHEEEEEEATATATATTC TCCIRIAIGICCAGTGGCGACTATCACTACAACTCCCCCC
Gata2
TCCCCTCTCCTCCAAGCTCTCTAAAGACAAGGGCCIIIMIBIIGGAGCTTGTAAGAGTTTCATGG

CTTGCAGGCTCTGCTGAAATCACTCTGACAATGTGCAACCCAGGCCCAGCCCGAGTCATTGT
Smad2 Gata1 Smad1 Fox2
GGCAGACAGATGAGCCCTGCIIBIEGHICTACTGTCTTGGEEIEEECCCCCTTTTCTGAAGATG
Fox1
IS A GACTACCCCAGGGGAAGGCCAGGTACCAGCTCCCTCAGTGGGAGGGGTCCTTAG
GAGCTGAGCTTCTACAGATGTCTGCTGAGCTGTTCAGTTTGGGAGGTGCAACACAAAAAGCA
CAGATCCTCAGGGGAAGCTGGCTCCCTGTGACATAGACTGCAAGCGTGTATAGGAAGGAAAA
TTCCAGAAGCAATCCCTGCAGGCAGGGGGCCTGGGGGAAAGTAGGAAGTATTGGTCAGGGA

ATAAGGAAATGAGGATGGGGATAGAGAGG

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 grofRen Plasmids p633 (zusatzlich rot markierte Nukleotide) nach Rojas et al. 2005.
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Um zu Uberprifen, ob der mesodermale Gata4 Enhancer durch WT1 reguliert ist, wurde
zunachst 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  amplifiziet und in pGL3basic ligiet (Abb. 10). In
Kotransfektionsexperimenten wurde untersucht, ob die verschiedenen

Reporterkonstrukte durch WT1 induzierbar sind.

904 b
(p633) —p
475 bp
(p723) ]
450 bp
(p722) I
(731) 222 bp
(p788) 168 bp
766 89 bp
(p766) I

Abbildung 10: Darstellung der in den Reporterassays verwendeten Gata4 Enhancerbereiche. Alle Gata4
Sequenzen wurden in den pGL3basic Reportervektor ligiert. Das Plasmid p633 enthalt den vollstandigen
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 Doppelansatze unter
Verwendung der beiden Leervektoren pGL3basic und pCB6" als Negativkontrollen. Zur
Normalisierung der Transfektionseffizienzen wurden die Zellen zusatzlich mit einem
Renilla-Reporterplasmid kotransfiziert. Die Kotransfektion von WT1(-KTS) bewirkte eine
ca. 4-fache Aktivitatszunahme 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 lasst sich der WT1-senstive Bereich im untersuchten Gata4 Enhancer

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

p|633 /. Luc | [N : -
p723
|—p/722/u\\/’/|% ___I—| n.s.
| —— n.s.
731 Luc __‘_| .
P Luc __I—| n.s.
Prer Luc | - n.s.

Luc _—|_| ns. | | | |
0 1

2 3 4 5 6 7
Firefly / Renilla Luziferase Aktivitat

Abbildung 11: Regulation des murinen Gata4 Enhancers durch die WT1(-KTS) Isoform. HEK293-Zellen
wurden mit unterschiedlich langen Reporterkonstrukten und einem Expressionsplasmid fur 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 Verhaltnis von Firefly zu Renilla Luziferaseaktivitat,
wobei die mit dem pCB6" Leervektor erzielten Aktivititen jeweils auf 1 gesetzt sind. Mittelwerte und
Standardabweichungen aus n=5 Experimenten in Doppelansatzen. *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-Immunprazipitation (ChlIP) untersucht. Mit Hilfe dieser Technik kdnnen
Protein-DNA Interaktionen in Zellen bzw. Geweben nachgewiesen werden. Fur die
Experimente wurden M15 Zellen aus dem Mesonephros der Maus verwendet, die als
eine der wenigen verfugbaren Zelllinien ein robustes WT1 Expressionsniveau
aufweisen (Abb. 6). Die Immunprazipitation wurde mit einem spezifischen Antikdrper
gegen WT1 durchgefihrt. Als Negativkontrolle wurde Immunglobulin G von Kaninchen
verwendet, als Positivkontrolle diente die Prazipitation mit einem gegen Histon
gerichteten Antikorper. Die PCR der prazipitierten DNA wurde mit Primern durchgefihrt,
welche die vermuteten WT1-Bindungsstellen im mesodermalen Enhancer flankieren.

Um den Erfolg der Immunprazipitation zu Uberprufen, wurde zur Kontrolle eine Sequenz
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aus dem Promoter des anti-Muller Hormon 2 Rezeptor Gens (Amhr2), einem bekannten
WT1 Zielgen, amplifiziert (Klattig et al. 2007a).

Abbildung 13 zeigt die Anreicherung von amplifizierter DNA in den Immunprazipitaten
im Vergleich zur Verwendung von Normalseren. Prazipitation mit dem WT1-Antikdper
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 Prazipitation mit einem anti-Histon Antikorper
eine ca. 80-fache Zunahme der prazipitierten DNAs.

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

den mesodermalen Gata4 Enhancer bindet.

ChIP
Primer
Ly
i
- — [ | |
GS2 GS3GS4
ChIP
Primer

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 weille
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
Immunpréazipitationen wurden mit Antikdrpern (AK) gegen WT1 und Histon durchgefihrt. Als Kontrolle
wurden anstelle spezifischer Antikérper die entsprechenden Normalseren verwendet. Die Darstellung
zeigt die x-fache Anreicherung amplifizierter DNA in den Immunprazipitaten im Vergleich zu den
Serumkontrollen, die auf ,1“ gesetzt wurden. Als Positivkontrolle diente der Promotor des Anti-Muller-

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 Elektrophoresemobilitdtsshiftassay (EMSA)
wurde untersucht, ob WT1 Protein diese Sequenz bindet. Hierzu wurde das 30 bp lange,
doppelstrangige 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 Uberpriifung des EMSA
wurde ein Oligonukleotid aus dem proximalen Promotor des Erythropoietinrezeptorgens
(Epo-R) verwendet. Dieses Oligonukleotid enthalt 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 fur 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.

— WT1( K TS )

K
& | Ontroge

2

Abbildung 14: Elektrophoresemobilitatsshiftassay (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 anschlieend 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-
L Tee— gebundenen Sonden.
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6. Diskussion

Die beiden Zinkfingertranskriptionsfaktoren GATA4 und WT1 sind fur die normale
Embryogenese, insbesondere fur 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 Wit1 Gens zeigen ahnliche Phanotypanomalien
(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 kurzlich 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 Uberpriufen, wurden
Immundoppelfluoreszenzfarbungen durchgefihrt. 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 Ubereinstimmung
mit der in verschiedenen Arbeiten nachgewiesenen Bedeutung von WT1 und GATA4
als Transkriptionsfaktoren fur 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 beschrankt ist, konnte GATA4 zusatzlich auch in Kardiomyozyten
nachgewiesen werden, in denen es u.a. die Gene aMHC (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 Mause beobachtet. Die Farbungen der gonadalen

Gewebeschnitte zeigen eine nukleare 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 Griunde fur diese Diskrepanz sind
ungeklart. Es Iasst sich spekulieren, dass der GATA4 Proteingehalt in den Leydigzellen
des verwendeten Mausstamms zu gering war, um durch die Fluoreszenzantikdrper
detektiert zu werden. Eine Kreuzreaktivitat der sekundaren Antikérper mit anderen
Proteinen konnte in der Negativkontrolle durch Weglassen des Primarantikdrpers
ausgeschlossen werden. Insgesamt deuten die Ergebnisse der Immundoppelfarbungen
auf einen Zusammenhang von GATA4 und WT1 in der Entwicklung des Epikards und
bei der Differenzierung von Sertoli- bzw. Granulosazellen der mannlichen und

weiblichen Gonaden hin.

6.2 Bedeutung von WTH1 fir 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 Mause 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 durchgefuhrt. 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 grof3er
Standardabweichung eine grenzwertige Signifikanz mit p<0,05. Jedoch sind diese
Ergebnisse kongruent zu denen von Kilattig et al. (Klattig et al. 2007b). Eine signifikante
Abnahme der Gata4 mRNA um ca. 50% wurde auch in den Herzen der Wit1™”
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 lasst sich am ehesten damit erklaren, 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). Wahrend die epikardiale Gata4 Expression bei homozygoter
Wt1-Inaktivierung  signifikant reduziert ist, bleibt das Expressionsniveau in

Kardiomyozyten vermutlich unverandert. Keine signifikanten Unterschiede der Gata4
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MRNA wurden in den WT1-negativen Lebern von Wildtypen und Wit1” Embryonen
festgestellt, die als Kontrollen dienten (Abb. 5).

Fir den geringeren Gata4 mRNA Gehalt in den Gonadenanlagen und Herzen der Wt1”
Embryonen im Vergleich zu Wildtypen gibt es mehrere Erklarungsmdglichkeiten. Zum
einen kdonnen 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 Storung der Gonadenentwicklung sowie Epikarddefekte
aufweisen (Kreidberg et al. 1993, Moore et al. 1999), kdnnte ein reduziertes Gata4
Niveau in WT1-negativen Mausen auch Folge der geschadigten 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 naher zu untersuchen,
bediente ich mich der Zellinie M15. M15-Zellen wurden ursprunglich aus dem
Mesonephros von Mausen mit transgener Expression des T-Antigens etabliert (Larsson
et al. 1995). Zusatzlich 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 fur 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 fur 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 mdgliche Regulation des Gata4 Gens durch WT1 zu untersuchen, wurden
zunachst Kotransfektionsexperimente mit Gata4 Promotor-Reporterkonstrukten und
WT1 Expressionsplasmiden durchgefuhrt. 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 Ubereinstimmung mit den
kUrzlich publizierten Ergebnissen einer anderen Arbeitsgruppe (Mazaud-Guittot et al.
2014) wurden die Aktivitdten der unterschiedlich langen Gata4 Promotorkonstrukte
durch WT1 jedoch nicht signifikant beeinflusst (Abb. 7). Mdglicherweise befinden sich in
den untersuchten Promotorabschnitten hemmende Elemente, die eine durch WT1
vermittelte Aktivierung neutralisieren. Ebenso ist denkbar, dass WT1 die Gata4
Expression Uber 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 serdosen Auskleidungen der grof3en Kdrperhohlen,
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 enthalt, lasst sich schlussfolgern, dass der untersuchte
Enhancerbereich zur Rekrutierung von RNA-Polymerase Il befahigt ist. Durch
sukzessive Verkurzung 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
Aktivierungsausmal® wie der vollstandige Enhancer, sondern lediglich eine 2-fache
signifikante Aktivitatssteigerung 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. Aulerdem kann auch GATA4 selbst seinen eigenen
Enhancer aktivieren (Rojas et al. 2005). Fur 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-Prazipitation 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. Fur
weiterfuhrende 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 WTH1 in vitro den Gata4 Enhancer stimulierte, habe ich als nachstes mittels EMSA
uberpruft, ob das WT1 Protein direkt an eine Stelle im Enhancer bindet. Die Wahl der
fur 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 naturlichen
Chromatinstruktur fehlt. Aus diesem Grund wurde zusatzlich die Bindung von WT1
Protein an den mesodermalen Gata4 Enhancer mithilfe der
Chromatinimmunprazipitation (ChIP) untersucht. Diese Methode ermdglicht 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 Antikérpern gegen WT1 2,5-fach
anreichern lasst (Abb. 12). Als Negativkontrolle wurde normales Kaninchenserum
verwendet, als Positivkontrolle diente die Promotorsequenz des bekannten WT1-
Zielgens Amhr2 (Klattig et al. 2007a). Die Prazipitation mit einem gegen WT1
gerichteten Antikdrper 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 Enhanceraktivitat
stimuliert. Dies ist mechanistisch mdglich, indem WT1 z.B. weitere Kofaktoren rekrutiert
und/ oder die Chromatinstruktur so verandert, dass eine Steigerung der Gata4
Genexpression erfolgt. Beispielsweise konnte 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). Einschrankend ist anzumerken, dass die ChlP-
Assays mit Chromatin von M15-Zellen aus dem Mesonephros der Maus durchgefuhrt
wurden. M15-Zellen wurden verwendet, da sie sowohl immunprazipitierbare Mengen an
WT1 Protein enthalten, als auch das Gata4 Gen exprimieren. Zur Validierung der
erzielten Resultate ist es wichtig, fur 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 wahrend der Embryonalentwicklung vor allem
mesotheliale Gewebe wie das Epikard, die Pleura und das Peritoneum hervor (Abb. 15).
Im Mesoderm und spater auch im Epikard werden wie bereits beschrieben WT1 und
GATA4 koexprimiert. Bei homozygoter Deletion beider Gene resultieren ahnliche
Phanotypen mit Fehlbildungen des Epikards (Moore et al. 1999, Kreidberg et al. 1993,
Tevosian et al. 2002, Watt et al. 2004). Fur 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 (Manner 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 Signalverstarkung des Gata4 Enhancers konnte zusatzlich durch eine WT1
vermittelte Aktivierung von Bmp4 erfolgen (Gao et al. 2014). Des Weiteren spielt auch
ein Autoregulationsmechanismus Uber GATA4 eine Rolle fur die Aktivierung des
Enhancers (Rojas et al. 2005). Durch WT1 wird hier wahrscheinlich noch eine
zusatzliche Verstarkung 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
Herzmuskelgefale spielen WT1 und GATA4 eine zentrale Rolle. So ist die Interaktion
von GATA4 mit seinem Co-Faktor Fog2 wichtig fur die Entwicklung der Koronargefalie
(Crispino et al. 2001, Zhou et al. 2009). Ferner ist epikardiales GATA4 zur Rekrutierung
subepikardialer Endothelzellen erforderlich, aus welchen der koronare vaskulare Plexus
differenziert (Kolander et al. 2014). Des Weiteren differenzieren aus WT1-positiven
epikardialen Zellen Uber epithelial-mesenchymale Transition (EMT) u.a. vaskulare glatte
Muskelzellen und Endothelzellen (Rudat und Kispert 2012). Hierbei werden beide
Transkriptionsfaktoren im Epikard exprimiert und haben synergistische Effekte in der
Ausbildung des koronaren vaskularen Plexus. Einerseits koordiniert WT1 die
Differenzierung von GefalRzellen aus dem Epikard, andererseits fuhren GATA4-
abhangige epikardiale Signale zu einer Rekrutierung endothelialer Zellen aus dem
Proepikard in das Sub-Epikard (Kolander et al. 2014). WT1 ist fur die Stabilisierung
dieser neu entstandenen Gefalle notwendig (Scholz et al. 2009, Wagner et al. 2005a).
Somit zeigt sich, dass auch in der Koronarvaskulogenese eine Interaktion der beiden
Transkriptionsfaktoren Uber den mesodermalen Gata4 Enhancer mdglicherweise eine
entscheidende Rolle spielt.

Interessant ist weiterhin, dass homozygot negative Mause fur Wt1 und Gata4 auller den
mesothelialen Defekten auch eine ausgepragte 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 ausschlieBlich epikardial vorkommt (Arceci et al. 1993, Heikinheimo et al. 1994,

Zeng et al. 2011). Dies deutet auf eine differenzierte Beeinflussung des Myokards durch

56



das Epikard hin. Ebenso wie die glatten Muskelzellen der Koronararterien kdbnnen auch
Kardiomyozyten aus WT1-positiven Epikardzellen Uber 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 Retinsaure 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 Retinsaure, sondern auch deren Rezeptoren WT1-abhangig 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 beitragt. So kann man festhalten, dass WT1 und GATA4
fur die Entwicklung der vom Mesoderm abstammenden Gewebe von zentraler
Bedeutung sind. Die ahnlichen kardialen Mausphanotypen, die aus einer Deletion der
Wt1 bzw. Gata4 Gene resultieren, lassen sich mit einer unzureichenden Aktivierung des
mesodermalen Gata4 Enhancers durch WT1 erklaren. Daher sollte als nachster Schritt
die gemeinsame Regulation Uber den mesodermalen Gata4 Enhancer im Tiermodell in

vivo Uberpruft 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 moglicherweise auch im adulten Organismus
medizinisch relevant. Besondere Beachtung verdienen hier hypoxische bzw.
ischamische Zustande 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 Wt17 in
myokardialen Blutgefalen (Wagner et al. 2003). Dieser Mechanismus kdnnte fur die
beobachtete vaskulare de novo Expression von WT1 im Infarktrandbereich
verantwortlich sein (Wagner et al. 2002b).

Desweiteren konnen aus dem Epikard stammende, WT1-positive Mesenchymzellen
(EPDCs) zu Fibroblasten und neuen Kardiomyozyten differenzieren (Wessels und
Pérez-Pomares et al. 2004, Martinez-Estrada et al. 2009, Scholz und Kirschner 2011)
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und dadurch moglicherweise die myokardiale Narbenbildung nach Infarkt reduzieren.
Infolge einer Myokardischamie kommt es zu einem absoluten Anstieg von EPDCs.
Diese sind aufgrund ihrer Expression der Oberflachenantigene CD34 und c-kit als
kardiale Stammzellen anzusehen (Limana et al. 2007). Ferner wird nach ischamischer
Schadigung 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 prasentieren (Limana et al. 2007).

Die Expression von Gata4 wird ebenfalls Uber sauerstoffabhdngige Mechanismen
reguliert. Beispielsweise wurde eine Aktivierung der Gata4 Genexpression durch
hypoxische Prakonditionierung (Suzuki et al. 2004) sowie durch akute intermittierende
Hypoxie (Park et al. 2007) beschrieben. In Reportergenexperimenten konnte eine
Gata4 Aktivierung durch Hif1a nachgewiesen werden (Nagao et al. 2008). Folglich Iasst
sich postulieren, dass sowohl Wt1 als auch Gata4 Uber hypoxische Signalkaskaden
reguliert werden. Wahrend des Myokardinfarktes erfolgt eine Reaktivierung
embryonaler Gene. Es ist denkbar, dass hierbei auch die Aktivierung der Gata4
Expression Uber den mesodermalen Enhancer von Bedeutung ist. Somit wirde
zusatzlich zur hypoxieinduzierten Expression von Wt7 und Gata4 eine Transaktivierung
des Gata4 Gens durch WT1 den autoregenerativen Effekt nach Ischamie verstarken.
Moglicherweise gibt es aulder den bereits entdeckten Gata4 Enhancern noch weitere,
bislang unbekannte Elemente, die eine Aktivitat in Epikardzellen aufweisen und in
adulten Organismen reaktiviert werden kdnnen.

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 4 (Tb4) (Qian et al. 2012) oder VEGF (Mathison et al.
2012) noch weiter gesteigert werden. Auch die WT1-positiven epikardialen
Progenitorzellen kénnen durch Aktivierung mit Thymosin 4 zu de novo funktionellen
Kardiomyozyten im Infarktrandbereich differenzieren (Smart et al. 2011).
Erwahnenswert 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 ausgelosten 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-abhangige 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 Aktivitat von GATA4 ausgeldst (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 kdnnen die kardialen
Nebenwirkungen der Anthrazykline uber eine Erhdhung der Gata4 und Bcl-2
Expression abgeschwacht 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 mdglicherweise uUber eine
gesteigerte Gata4 Expression vermittelt (Dame 2013). Des Weiteren kann auch WT1
das Protoonkogen Bcl-2 direkt aktivieren und dadurch eine Resistenz gegenlber
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
moglicherweise wichtige kardioprotektive Wirkungen besitzt.

Die koronare Herzerkrankung und der akute Myokardinfarkt sind Erkrankungen mit
einer hohen Mortalitatsrate. Aktuelle Therapien wirken entweder prophylaktisch oder
symptomatisch, einen bereits eingetretenen Schaden des Herzmuskels kann man
jedoch nicht mehr rlckgangig 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 klaren, ob der mesodermale Gata4 Enhancer auch in dieser
Situation im Tiermodell aktiviert wird. Dartber hinaus ist in zuklUnftigen Studien zu
untersuchen, inwieweit die Ergebnisse aus Tiermodellen auch auf den Menschen
ubertragbar sind und gegebenenfalls der Weiterentwicklung von neuen innovativen

Therapien dienen kénnen.
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8. Abkiurzungsverzeichnis

AK Antikorper

AMH Anti-Mdller Hormon

a-MHC a-myosin heavy chain

AMHR2 Anti-Muller 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 Chromatinimmunoprazipitation
c-ret Rezeptor-Tyrosinkinase

Ci 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 Mobilitatsshift Assay
EMT epithelial/(epikardial)-mesenchymale Transition
EPO Erythropoietin

Epo-R Erythropoietinrezeptor
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Erk
FBS
Fog-2
Foxf1
Gapdh
GFP
GMT
HEBS
HEK293
HIF-1
His
HRE

J

kb

kbp
kDa
KTS
LAR
LB-Medium
Lim1
M15
mA
MABT
MAPK
MCS
Mef2c
MET
mRNA
NBT
NF-Y
OD
PAX2
PBS
PCR

extracellular-signal-regulated kinase
fetales bovines Serum
friend-of-GATA-Protein 2

Forkhead box protein F1
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
green fluorescent protein

GATA4, Mef2c, Tbx5

Hepes buffered saline

humane embryonale Nierenzellen
hypoxia-inducible factor

Histidin

Hypoxie responsives Element
Joule

Kilobase

Kilobasenpaare

Kilo Dalton

Lysin, Threonin, Serin

Luziferase Assay Reagent
Lysogeny Broth-Medium

LIM homeobox 1

Mesonephros

Milliampere

maleic acid buffer containing Tween
mitogen-activated protein kinase
Multiple Cloning Site
myocyte-specific enhancer factor 2C
mesenchymal-epitheliale Transition
messenger RNA
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid
nuclear factor Y

optische Dichte

paired box gene 2

phosphate buffered saline

Polymerasekettenreaktion
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PLB
gRT-PCR
RT

SDS

SGB
siRNA
Snai1
Sox9

SRY
Tb4
TBE
TBST
Tbhx5
TE
TEMED
Tris
5-UTR

VEGF
WAGR
WNT4
WTH1

Passive Lysis Buffer

quantitative real-time PCR
Raumtemperatur
Natriumdodecylsulfat

Stop and Glow Buffer

small interference RNA

Snail

Sex determining region Y — box 9
specificity protein 1

Sex determining Region of Y
Thymosin (34

Tris, Borsaure, EDTA

Tris buffered saline with Tween
T-box 5

Tris, EDTA
Tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
5’ untranslatierte Region

Volt

vascular endothelial growth factor
Wilms tumor, aniridia, growth retardation
wingless-typ MMTYV integration site 4

Wilmstumor-Transkriptionsfaktor 1
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