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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund: Der Transkriptionsfaktor GATA-4 ist fiir die normale Entwicklung des
Endoderms essentiell. Mausmutanten mit einer homozygoten Deletion des gata-4 Gens
versterben zwischen den embryonalen Tagen 8.5 - 10.5 aufgrund einer Stérung der ventralen

Morphogenese und der Ausbildung des Herzschlauches.

Zielsetzung und experimentelle Strategie: Um die Bedeutung von GATA-4 auch nach der
embryonalen Entwicklung untersuchen zu konnen, wurden doppelt-transgene Maiuse
generiert. Diese Mausmutanten exprimieren einen Tetrazyklin-Repressor und eine gegen
GATA-4 gerichtete short hairpin RNA (shGATA-4). Die Expression der shGATA-4 steht
dabei unter der Kontrolle eines H1-Promotors, welcher durch ein Tetrazyklin-Operator

Element modifiziert wurde. Dadurch ist das System durch Doxyzyklin induzierbar.

Ergebnisse: Die Integration der Transgene in dem Genom der Maus wurde durch Southern-
Blot Analyse nachgewiesen. Die Expression der shGATA-4 wurde durch die Applikation von
Doxyzyklin iiber das Trinkwasser (20 mg/ml) induziert. Langzeitstudien am Herzen haben
dabei eine signifikante Suppression von GATA-4 nach 38 Tagen ergeben (80 %). Diese
Reduktion konnte durch Western-Blot Analyse bestitigt werden. Obwohl die Expression
verschiedener Zielgene von GATA-4 (ANF, BMP-4) ebenfalls herunterreguliert war, fiel bei
den transgenen Mausen kein kardialer Phénotyp auf. Jedoch wurde die GATA-4 Expression in
den Hoden und Ovarien transgener Méuse supprimiert, nachdem shGATA-4 durch die
Applikation von Doxyzyklin induziert wurde. Weiterfilhrende Untersuchungen an adulten
Mausen zeigten eine GATA-4 Reduktion von 20 % auch in nicht mit Doxyzyklin-induzierten
Mausmutanten. Diese Reduktion kodnnte durch einen sog. /eaky-Effekt des shGATA-4
Transgens hervorgerufen worden sein, wodurch die stark eingeschrinkte Fertilitit dieser
Mauslinie erkldrt werden konnte. Interessanterweise haben ca. 10 % der mit Doxyzyklin
behandelten transgenen Weibchen Ovarial-Teratome ausgebildet. Histologisch wiesen diese
Teratome iiberwiegend (neuro-) ektodermale, vereinzelt mesodermale und nahezu keine

endodermalen Strukturen auf.

Schlussfolgerung: In diesem Modell hat die Suppression von GATA-4 keinen Einfluss auf die
Funktion des Herzens der adulten Maus. Jedoch scheint GATA-4 fiir die Fertilitdt der Maus
von grofler Bedeutung zu sein. Weiterhin scheint die Suppression von GATA-4 mit der

Ausbildung von Ovarial-Teratomen assoziiert zu sein.

Vil



Einleitung

ABSTRACT

Background: The transcription factor GATA-4 is crucial for the normal endodermal
development. In mice, homozygous deficiency of GATA-4 causes defects in ventral
morphogenesis and heart tube formation, resulting in embryonic death between day 8.5 and

el0.5.

Aim and experimental strategy: To analyze the implication of GATA-4 beyond embryonic
development a double transgenic mouse expressing the tetracycline repressor (Tet®) and an
inducible small interfering RNA directed against GATA-4 was generated. This expression
construct contains a Hl promoter modified with a tetracycline operator upstream of the

coding region for the GATA-4 short hairpin RNA (shGATA-4).

Results: The integration of the transgenes in FvB mice (H1:G4/Tet®) was confirmed by
Southern blot. To induce the expression of the shGATA-4 construct, transgenic mice were
treated with doxycycline (20 mg/ml drinking water). In longitudinal analysis, most efficient
GATA-4 suppression was detected after 38 days. Quantitative PCR revealed a GATA-4
reduction of about 80 % in the heart, if normalized against the wildtype. Reduction of
GATA-4 was confirmed by Western Blot. Although GATA-4 target genes (ANP, BMP-4) were
down regulated, the animals showed no clinical phenotype. In opposite to wildtype mice,
GATA-4 expression was undetectable in the ovaries and testis of transgenic mice with induced
shGATA-4. Additional analysis in adult transgenic mice, which were not treated with
doxycycline, also showed a reduction of GATA-4 expression of about 20 %, probably caused
by a leaky-effect of the transgene. This may explain the significantly reduced fertility of the
colony. Importantly, 10 % of transgenic females treated with doxycycline developed ovarian
teratomas. Histological examination of teratomas showed predominantly (neuro-) ectodermal

and to a lower degree mesodermal, but almost no endodermal compounds.

Conclusions: GATA-4 reduction in the adult murine heart is — at least to a certain degree —
clinically redundant. GATA-4 seems to be required for normal fertility. In our model GATA-4

deficiency seems to be associated with an increased risk for developing ovarian teratoma.
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1 Einleitung

Grundlage vieler biologischer Prozesse ist die transkriptionelle Regulation der Expression von
Genen. Die Kontrolle der Genexpression erfolgt dabei durch verschiedene Faktoren, welche
an den regulatorischen Elementen des Zielgens einen Komplex ausbilden und mit der
RNA-Polymerase Il zur Aktivierung der Transkription beitragen. Diese komplexbildenden
Proteine werden als Transkriptionsfaktoren bezeichnet. Entsprechend ihrer Funktion und ihrer
Interaktions-Domdne mit der DNA werden die Transkriptionsfaktoren benannt und

unterschieden.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Bedeutung und Funktion des Transkriptionsfaktors
GATA-4 in der Maus charakterisiert werden. Dazu wurde ein neuartiges Mausmodell

etabliert, welches auf einer induzierbaren RNA-Interferenz beruht.

11 GATA-Transkriptionsfaktoren und ihre Struktur

GATA-Transkriptionsfaktoren ~ sind bei  Vertebraten eine  Gruppe von  sechs
Zinkfingerproteinen, die eine bedeutende Rolle bei der Differenzierung und Proliferation von
Zellen spielen.! GATA Proteine sind ca. 50 kDa groB.> Sie besitzen zwei hochkonservierte®
Zinkfinger, welche durch 29 Aminosduren voneinander getrennt werden und die Struktur
[(Cys-X5.Cys)X7(CysX,Cys)]-Xa9-[CysXoCys)X17(CysXy,)] aufweisen (Abbildung 1). Die
Zinkfinger werden entsprechend ihrer Position zum Amino- oder Carboxylende als
N-terminaler und C-terminaler Finger bezeichnet.! Durch die Bindung des C-terminalen
Fingers und einer benachbarten basischen Region® an die Nukleotid-Sequenz
(A/T)GATA(A/G),>®  kénnen GATA-Transkriptionsfaktoren ~ mit  Ziel-Genen und
regulatorischen Faktoren interagieren.®” Der N-terminale Finger verleiht der Bindung eine
hohere  Spezifitit und  Stabilitit.® Beide Zinkfinger weisen transkriptionelle

.. . 9 . . . 10.11
Aktivierungsdomianen auf*’ und interagieren mit Kofaktoren.'*

e ezt ]
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Abbildung 1: Konsensus DNA-Bindungsdomiine der GATA-Transkriptionsfaktoren'> nach Lowry und
Atchley.! Dargestellt sind hoch-konservierte Aminosdurebereiche in der Zinkfinger-Region und die folgende
basische Region (BR, ca. 20 Aminosduren), welche fiir die DNA-Bindung wichtig sind. X: beliebige
Aminosdure; ¢: hydrophobe Aminosdure (A: Adenin; V: Valin; L: Leucin; I. Isoleucin); C: Cystein; E:
Glutaminséure; F: Phenylalanin; K: Lysin; N: Asparagin; Q: Glutamin; R: Arginin; S: Serin; T: Threonin.
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1.2 Die Familie der GATA-Transkriptionsfaktoren

Basierend auf Sequenzhomologien und Expressionsmustern wird die Familie der GATA-
Faktoren in zwei Untergruppen eingeteilt.' Die erste Gruppe, zu welcher GATA-1, -2 und -3
gehoren, haben wesentliche Funktionen wihrend der Entwicklung und Gen-Regulation der

. . 13
Héamatopoiese.

GATA-1 ist ein zentraler Regulator der erythroiden Genexpression.'* In vitro Untersuchungen
zeigten, dass GATA-1 defiziente (GATA-1"") embryonale Stammzellen (ES-Zellen) nicht zu
reifen Blutzellen differenzieren.'”> GATA-17" Mausmutanten erkranken an einer Animie.'
GATA-1 wird weiterhin in Mastzellen, Megakaryozyten und myeloiden Zelllinien
exprimiert.'"” AuBerhalb des himatopoietischen Systems wird GATA-1 in Sertoli Zellen des
Hodens exprimiert.”’ In der Himatopoiese weisen GATA-1 und GATA-2 shnliche
Expressionsprofile auf?'** Wihrend GATA-1 fiir die terminale Differenzierung von
erythroiden Vorlduferzellen verantwortlich ist,”> belegen Untersuchungen an GATA-2
knockout Méusen®™ (GATA-2"") dessen Bedeutung in der frithen Phase der Himatopoiese.*!
Die homozygote Deletion von GATA-2 ist aufgrund einer schweren Andmie um den
embryonalen Tag 10.5 (el0.5) letal” Weiterhin treten bei diesen Mausmutanten

25 und Urogenitaltrakt®® auf. Auf zelluldrer Ebene

Entwicklungsstérungen im Nervensystem
ist GATA-2 an der Regulation der Proliferation und Selbsterneuerung von frithen
himatopoietischen Zellen und Mast-Zellen von Bedeutung.** Da die Uberexpression von
GATA-2 ebenfalls zu Stérungen in der Proliferation himatopoietischer Vorlauferzellen fiihrt,”’
ist das Expressionslevel von GATA-2 fiir die normale Funktion des Transkriptionsfaktors
entscheidend. Weiterhin ist das Verhiltnis der intrazelluldren Expression von GATA-1 und
GATA-2 fiir die Differenzierung der erythrozytidren Vorldauferzellen von grofler Bedeutung;
GATA-2 aktiviert die Expression von GATA-1, wihrend GATA-1 ab einem bestimmten
Expressionslevel die Expression von GATA-2 reprimiert.”® Ein dhnliche Abhingigkeit besteht
zwischen GATA-2 und GATA-3. GATA-3 wird im sich entwickelnden Nervensystem der
Maus exprimiert, wobei die Expression von GATA-2 abhingig ist.> Weiterhin wird GATA-3
in lymphoiden Zellen exprimiert und ist fiir die Entwicklung von T-Zellen und die
Differenzierung von Th2-Helferzellen relevant.”’ Mausmutanten mit homozygoter gata-3
Deletion (GATA-3"") versterben aufgrund eines Noradrenalin-Mangels um den Tag el1.5.%°
Weiterhin wurden innere Blutungen, ein verzdgertes Wachstum, Fehlbildungen des
Nervensystems und das Ausbleiben der hepatischen Hédmatopoiese festgestellt sowie eine
Aplasie der Nebenschilddriise, eine Hypoplasie des Thymus und eine bilaterale

Nierenagenesie.”' Durch die Uberexpression von GATA-3 in himatopoietischen Stammzellen
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(HSC) wird die Differenzierung in erythrozytire und megakaryozytire Zellreihen begiinstigt,

wobei deren Proliferationskapazitit eingeschrénkt wird.”

Die zweite Gruppe der GATA-Faktoren, welche sich aus GATA-4, -5 und -6 zusammensetzt,
ist primdr an der Entwicklung und Differenzierung des Endoderms und des Mesoderms
beteiligt und somit fiir die Entwicklung und Funktion von Herz, Darm, Lunge und Gonaden

7,33
1.>

essentiel In der embryonalen und fetalen Maus werden GATA-4 Transkripte in Herz,

23 11 der

Darm, Lunge, Testis, Ovar, Leber, viszeralem und parietalem Endoderm exprimiert.
adulten Maus wird GATA-4 in Herz, Ovar, Testis, Lunge, Leber und Diinndarm exprimiert.2
Homozygote GATA-4 knockout Mausmutanten (GATA-4'/ 7) versterben zwischen den Tagen
e8.5 — el10.5. Ursache sind Storungen der Vaskulogenese im Dottersack, der ventralen
Morphogenese und der Ausbildung des Herzschlauches.”>*® GATA-4" ES-Zellen konnen sich
zwar zu Kardiomyozyten entwickeln,”’ jedoch bleibt die Differenzierung des viszeralen
Endoderms aus.”® Eine Uberexpression von GATA-4 in ES-Zellen induziert die
Differenzierung des extraembryonalen Endoderms,” wihrend eine GATA-4 Uberexpression

in embryonalen Karzinomzellen (P19-Zellen) die terminale Differenzierung zu sich

kontrahierenden Kardiomyozyten induziert.*’

GATA-5 wird wihrend der murinen Embryonalentwicklung in Allantois, Herz, Lunge,
Urogenitaltrakt, Blase und Darmepithel exprimiert.*' In der adulten Maus wird GATA-5 in
Diinndarm, Magen, Blase und Lunge exprimiert.*’ GATA-5 nimmt in der Familie der GATA-
Faktoren eine Sonderstellung ein, denn die homozygote Deletion von gata-5 (GATA-S'/ 7) ist
nicht wie bei den anderen fiinf GATA-Faktoren wihrend der Embryonalentwicklung letal.
Weibliche GATA-5" Mutanten zeigen allerdings Anomalien im Urogenitaltrakt.*

GATA-6 wird wéahrend der Ontogenese in Allantois, viszeralem Endoderm, Herz, Lunge,
Urogenitaltrakt, glatter GefaBmuskulatur, Magen, Diinndarm und Dickdarm exprimiert.***!**
* Im adulten Stadium wird GATA-6 in Herz, Aorta, Magen, Diinndarm, Blase, Leber und
Lunge exprimiert.’* GATA-6 defiziente Mausmutanten (GATA-6"") versterben zwischen den
Tagen e5.5 und ¢7.5.* Ursache ist eine mangelhafte Ausbildung des viszeralen Endoderms
und die daraus resultierenden Einschrinkungen der extraembryonalen Differenzierung.*®
Weiterhin weisen GATA-6"" Mutanten eine gestorte Entwicklung des Neuroektoderms auf.’
GATA-6" ES-Zellen differenzieren nicht mehr zu Epithelzellen der Lunge.** Eine

Uberexpression von GATA-6 in ES-Zellen induziert die Differenzierung des

extraembryonalen Endoderms.™
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1.3 Expression von GATA-4 im sich entwickelnden und adulten Organismus

GATA-4 ist fir die transkriptionelle Regulation fetaler und embryonaler

Entwicklungsprozesse essentiell. Bislang werden GATA-4 vor allem Funktionen wéhrend der

35,36 48-51

Entwicklung des Herzens und der Gonaden zugesprochen. Aber auch in anderen
Organen ist GATA-4 von Bedeutung. So kann GATA-4 bereits in frithen Stadien im Kortex
der fetalen Nebenniere des Menschen und der Maus nachgewiesen werden. Postnatal nimmt
die GATA-4 Expression in der Nebennierenrinde ab.>> Weiterhin wird GATA-4 in
Hepatoblasten der embryonalen und fetalen Leber exprimiert.”” Wihrend der weiteren
Entwicklung wird die GATA-4 Expression im Hepatozyten herunterreguliert und ist spéter auf
Endothelzellen der Gallenginge beschriinkt.”> GATA-4 wird ferner im sich entwickelnden
Magen, in exokrinen Zellen des Pankreas sowie im Epithel des sich entwickelnden
Gastrointestinaltrakts exprimiert.’* In der embryonalen Lunge wurde GATA-4 in
mesenchymalen Zellen nachgewiesen; in der spiteren Entwicklung in Pulmonalarterie und
Pulmonalvene.” Im Urogenitalsystem wurde eine GATA-4 Expression lediglich in den
Gonaden festgestellt.” Im Bereich des Neuralrohrs der embryonalen Maus (¢7.5) wurde
GATA-4 ebenfalls nachgewiesen.’® Aufgrund der essentiellen Bedeutung von GATA-4 fiir die
Entwicklung des Herzens und der Gonaden soll im Folgenden die Bedeutung von GATA-4 fiir

diese beiden Organssysteme detaillierter erlautert werden.

1.3.1 GATA-4 ist fiir die normale Herzentwicklung essentiell

GATA-4"" Mausmutanten versterben zwischen den Tagen e8.5 - e10.5 aufgrund einer
gestorten Ausbildung des Herzschlauchs. Es kommt zur Bildung einer Cardia Bifida.*>~
Dabei handelt sich um eine Anomalie, bei der die bilaterale Herzanlage des Embryos nicht
fusioniert.”” Ein solcher Phinotyp wird auch bei Hiihnerembryonen festgestellt, welche mit
gegen GATA-4 gerichteten Antisenseoligonukleotiden® oder small interfering RNAs
(siRNA)* behandelt wurden. Aus GATA-4" ES-Zellen entwickeln sich Embryonen mit einer
fehlerhaften Ausbildung des Herzschlauchs und einem diinnwandigen Myokard,60 wie
tetraploide Komplementationsversuche®®  zeigten. Dabei wurden GATA-4-defiziente
ES-Zellen in kiinstlich erzeugte tetraploide Wildtyp-Blastozysten eingebracht.”” Der Embryo
entwickelt sich nur aus den genetisch manipulierten GATA-4"" ES-Zellen, wihrend das
extraembryonale Gewebe von Wildtypzellen gebildet wird. Dadurch kdnnen Defekte, die sich

aufgrund einer reduzierten bzw. inhibierten GATA-4 Expression wihrend der Entwicklung

des extraembryonalen Endoderms ergeben, umgangen werden.”> Konditionelle GATA-4
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knockout Méuse, bei denen gata-4 in frithen Entwicklungsstadien (€9.5) spezifisch im Herzen
deletiert wurde, weisen ebenfalls ein diinnwandiges Myokard und eine gestorte
Herzmuskelentwicklung auf.”> Weiterhin liegt bei diesen Mutanten eine Hypoplasie des
rechten Ventrikels vor.”® In spiteren Stadien fithrt die Deletion zu einer reduzierten
Herzfunktion sowie dem Ausbleiben einer myokardialen Hypertrophie nach
Druckbelastung.”* Mausmutanten mit heterozygoter gata-4 Deletion, bei denen das erste
kodierende Exon (Exon II) deletiert wurde, zeigen keine phinotypischen Auffilligkeiten.>*
Auch bei Mausmutanten mit einer hypomorphen gata-4 Mutation, welche in einer 50%igen
GATA-4-Reduktion resultiert, wird keine Beeintrichtigung des Herzens festgestellt.
Hingegen wurde kiirzlich von einer GATA-4"" Mausmutante berichtet (ebenfalls Deletion des
Exon II), welche bei einer 49%igen GATA-4 Reduktion direkt nach der Geburt verstirbt. Als
Ursache werden neben Funktionsstorungen des Herzens Entwicklungsstorungen des
Zwerchfells und der Lungen beschrieben. Der abweichende Phénotyp wird mit der
Verwendung eines reinen C57BL/6-Stammes begriindet;*® andere Untersuchungen basieren

35,36,65

auf mixed background Maiusen (Tabelle 1). Der genetische Hintergrund der

67,68 .
768 Bei einer

Versuchsmduse kann einen erheblichen Einfluss auf den Phinotyp haben.
weiteren Mausmutante wurde nach heterozygoter Deletion des zweiten gata-4 Exons eine
58%ige Reduktion der GATA-4 Expression festgestellt. Diese Mutanten weisen eine gestorte
Kontraktilitit des Myokards auf.®” Mausmutanten mit einer 70%igen GATA-4 Reduktion
versterben zwischen den Tagen e13.5 und e16.5 aufgrund verschiedener Defekte am Herzen.*
Somit scheint das GATA-4 Expressionslevel, welches fiir die Entwicklung und Funktion des
Herzens essentiell ist, zwischen 50 % und 70 % zu liegen. Tabelle 1 fasst alle derzeit

beschriebenen GATA-4 Mausmutanten mit ithrem kardialen Phanotypen zusammen.

Auch beim Menschen ist eine GATA-4 Haploinsuffizienz aufgrund von Mutationen im gata-4
Lokus mit angeborenen Herzfehlern assoziiert, die sich unter anderem als Cardia Bifida

manifestieren.’* "

Die Relevanz von GATA-4 fiir die Herzentwicklung zeigt sich weiterhin durch in vitro
Studien. GATA-4 ist essentiell fiir die Differenzierung der embryonalen Karzinomzellen P19,
welche sich durch Behandlung mit Dimethylsulfoxid (DMSO) in sich kontrahierende
Kardiomyozyten differenzieren lassen.””’* GATA-4 defiziente P19-Zellen sind nicht mehr
durch DMSO differenzierbar und werden apoptotisch.”’ Diese Defekte scheinen
zellunabhingig zu sein, da eine kardiale Differenzierung in GATA-4"~ ES-Zellen ebenfalls
nicht mehr erfolgen kann.”” Im Gegensatz dazu zeigt eine andere Studie, dass GATA-4 fiir die

terminale Differenzierung von Kardiomyozyten nicht von Bedeutung ist.”*
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Tabelle 1: Ubersicht derzeit publizierter GATA-4 Mausmutanten. k.A: keine Angabe, m: mRNA,
Phosphoglyceratkinase, Neo: Neomycin, G4-Exp.: GATA-4 Expression, FOG-2: Friend of GATA, dpc: day post coitum.

Protein, PGK:

Maus Maus genetische Modifikation G4- kardialer Phéinotyp Referenz

Mutante Background Exp.

GATA4™" C57BL/6/CD1 heterozygoter Austausch des Exons normale Entwicklung Kuo et al.,

II durch PGK-Neo-Kassette k.A. 1997%

GATA4™" C57BL/6/CD1 homozygoter Austausch des Exons gestorte Ausbildung des Kuo et al.,

II durch PGK-Neo-Kassette 0 %™ Herzschlauchs 1997%
embryonal letal: 8.5 — 10.5 dpc

GATA4™" CS57BL/6/Sv129 homozygoter ~ Austausch  aller gestorte Ausbildung des Molkentin et al.,
kodierenden Exons durch Neo- 0 %™ Herzschlauchs 1997%
Kassette embryonal letal: 9.5 dpc

GATA-4" C57BL/6 heterozygote V217G Mutation im normale Entwicklung Crispino et al.,
N-terminalen Finger, welche die 100 %" 20017
Interaktion mit FOG-2 stort

GATA-4"M C57BL/6 homozygote V217G Mutation im gestorte Herzfunktion Crispino et al.,
N-terminalen Finger, welche die 100 %" embryonal letal: 12.5 dpc 20017
Interaktion mit FOG-2 stort

GATA4™" CS57BL/6/SILF, homozygote Deletion von Exon III, gestorte Ausbildung des Watt et al.,
IY und V (enthalten  beide 0 %™ Herzschlauchs unq 2004%
Zinkfinger-Bindungsdoménen und Myokardhypoplasie
Kern-Lokalisations Signal) embryonal letal: 9.5 dpc

GATA4%2 129/C57BL/6 homozygote Deletion des Exons 11 gestorte ventrale Herzfaltung Puetal,

k.A. embryonal letal: 10.5 dpc 2004%

GATA4MVlox 129/C57BL/6 hypomorphe Mutation: homozygote normale Entwicklung Puetal.,,
loxP-Integration  in  der 5~ 100 %™ 2004%
untranslationierten ~ Region  des 50 %

Exons 11

GATA4"™ 129/C57BL/6 hypomorphe Mutation: homozygote gestorte Herzfunktion Puetal.,
loxP-Integration in  der 5’- o,m embryonal letal: 13.5-16.5dpc 2004
untranslationierten ~ Region  des gg ,,//0 P
Exons II und Neo-Kassette im ¢
Intron II

G4 129/C57BL/6 Herz-spezifische ~ Deletion  des gestorte Herzentwicklung, Zeisberg et al.,
Exons I in frilhen Entwicklungs- Myokardhypoplasie und insb. 2005%
stadien (konditionelle homozygote 10 %" des rechten Ventrikels
Deletion durch Nkx-2.5 Promotor embryonal letal: 11.5 dpc
induzierte Cre-Rekombinase)

G4M¢ 129/C57BL/6 Herz-spezifische  Deletion  des gestorte Herzfunktion und Zeisberg et al.,
Exons II in frilhen Entwicklungs- Myokardhypoplasie 2005%
stadien (konditionelle homozygote k.A. embryonal letal: 14.5 dpc
Deletion durch MHC-Promotor
induzierte Cre-Rekombinase)

GATA4"" SV129/CD1 homozygote loxP-Integration vor p normale Entwicklung Oka et al.,
dem Exon 111 und nach dem Exon v 100 % 2006%

GATA4VIeMHCCre - Qyv129/CD1 Herz-spezifische  Deletion  der reduzierte Herzfunktion und Oka et al.,
Exons III bis V in spiten 30 % keine Hypertrophie nach 2006%
Entwicklungsstadien (12. bis 24. Druckbelastung
Wochen)

GATA4VBMHC-Cre Qv 129/CD1 Herz-spezifische ~ Deletion  der reduzierte Herzfunktion und Oka et al.,
Exons III bis V in spéten 50,7 keine Hypertrophie nach 2006%
Entwicklungsstadien (12. bis 24. Druckbelastung, Dilatation der
Wochen) Ventrikel

GATA4Ve F,C6/BL/6/JEVB/N  heterozygote Deletion des Exons II m leichte systolische und Bisping et al.,

48 % . . . 69
42 %" dlasFollljche ]?ys.fugkn;nen 2006
sowie Hypoplasie des Herzens

GATA4 A2 C57BL/6 heterozygote Deletion des Exons 11 Entwicklungsstorung des Jay et al.,

51 %™ Herzens, letal unmittelbar nach ~ 2006”

Geburt

Die Relevanz von GATA-4 fiir die kardiale Entwicklung wird weiterhin durch Studien

bestitigt, bei denen die Uberexpression von GATA-4 in vitro und in vivo in einer

Hypertrophie von Kardiomyozyten bzw. des Myokards resultiert.”
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1.3.2 Keine Fortpflanzung ohne GATA-4?

GATA-4 ist ebenfalls fiir die Regulation von Genen, welche bei Fortpflanzung und
Entwicklung eine Rolle spielen, essentiell. GATA-4 Transkripte und Proteine werden in den
sich entwickelnden Gonaden der Maus exprimiert.”””>** Postnatal wird GATA-4 hingegen nur
noch in Sertoli- und Leydig-Zellen des Hodens der Maus exprimiert.”™” In vivo
Untersuchungen zur Funktion von GATA-4 in den Gonaden sind aufgrund der embryonalen
Letalitit (¢9.0) der GATA-4" Mausmutanten nicht moglich.® Zwei unterschiedliche
Mausmodelle erlauben es jedoch, die Funktion von GATA-4 auch zu spéteren Zeitpunkten zu
untersuchen: Die GATA-4"" und die Fog2'/ " Mausmutante.?’ Die GATA-4""" Mausmutante
weist ein GATA-4 knock-in Allel auf, welches nicht mit dem Kofaktor FOG-2 interagieren
kann. In beiden ménnlichen Mausmutanten ist der Samenstrang nicht entwickelt und die
Synthese von Testosteron bleibt aus. Bei den entsprechenden weiblichen Mausmutanten
wurden bislang keine Auffalligkeiten der Gonaden beschrieben, was vermuten ldsst, dass die
Interaktion von FOG-2 und GATA-4 nur fiir die Entwicklung der ménnlichen Gonaden
essentiell ist.*' Da beide Mausmutanten um den Tag e13.5 aufgrund von Fehlbildungen des

76,81

Herzens versterben, ist die Funktion von GATA-4 im ausgereiften Ovar nicht zu

beurteilen.

Weiterhin weisen Untersuchungen darauf hin, dass GATA-4 an der Aktivierung und
Regulation von geschlechtsspezifischen Genen beteiligt ist. ** So wurde in Leydig- und
Granulosa-Zellen die Aktivierung des Inhibin-a Promotors durch GATA-4 gezeigt.***
Inhibin-« ist fiir die Funktion des Ovars bei Sdugern von groBer Bedeutung. Reportergen-
Experimente zeigen, dass GATA-4 zudem die Promotoren von steroidogenic acute regulatory
protein (StAR),”" aromatase (cyp19),* Cytochrome P450 (CYP11A1),*° Miillerian inhibiting
substance (MIS) und steroidogenic factor-1 (SF-1) aktiviert. Diese Gene werden ebenfalls in

den Gonaden exprimiert und sind fiir die Entwicklung und Funktion der ménnlichen und

weiblichen Keimdriisen von Bedeutung.®’

Ferner wird GATA-4 als Aktivator des Gonadotropin-releasing hormone (GnRH)
beschrieben,*® wodurch GATA-4 auch indirekt fiir die Fortpflanzung von Bedeutung ist.
GnRH wird im Hypothalamus synthetisiert und ins Blut sezerniert. AnschlieBend induziert
GnRH die Freisetzung von luteinisierendem Hormon (LH) und Follikel-stimulierendem
Hormon (FSH),*” wodurch in den Gonaden Sexualhormone wie beispielsweise Testosteron
und Ostrogen ausgeschiittet werden. Bemerkenswert ist, dass wihrend der Steroidsynthese im
Ovar der StAR-Promotor nicht nur durch GATA-4"°, sondern auch durch FSH direkt aktiviert

wird.”!



http://de.wikipedia.org/wiki/Hypothalamus�
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1.3.3 GATA-4 und Tumorgenese

GATA-4 kann als kritischer Faktor fiir die Tumorgenese angesehen werden, da sowohl eine
verstiarkte als auch eine reduzierte GATA-4 Expression an der Ausbildung von diversen
Tumoren beteiligt sein kann. So zeigen beispielsweise Magen- und Lungentumore eine
reduzierte GATA-4 Expression im Vergleich zu gesundem Gewebe.”'”> Ebenso wird eine
verminderte oder ausbleibende GATA-4 Expression mit der Ausbildung von

%9 Verschiedene humane Ovarialkarzinom-

Ovarialkarzinomen in Verbindung gebracht.
Zelllinien zeigen nur eine geringe oder keine GATA-4 Expression.”” Zudem weisen einige an
Eierstockkrebs erkrankte Patientinnen eine Mutation im kurzen Arm des Chromosoms 8 auf.
Da GATA-4 in der Region 8p23.1 lokalisiert ist, konnte diese Mutation mit dem Verlust der

GATA-4 Expression einhergehen.”

Neben Mutationen wird auch die Hypermethylierung der gata-4 Promotorregion als Ursache
einer verminderten GATA-4 Expression widhrend der Tumorgenese diskutiert. In priméren
Magenkarzinomen91 sowie Tumorzelllinien aus Dickdarm,”’ Speiseréhre96 und Lunge’’
wurden Hypermethylierungen des gata-4 Promotors identifiziert. Auch in humanen
Eierstockskrebslinien wurde eine verstirkte Methylierung der gata-4 Promotorregion

. 95
beschrieben.

Im Gegensatz zu diesen Studien gehen andere Untersuchungen von einer verstarkten GATA-4
Expression in der Tumorgenese aus. Besonders gegensitzlich ist, dass bei Granulosazell- und

98,99 .ol
> Ferner wird in

Thekazell-Tumoren des Ovars die GATA-4 Expression deutlich zunimmt.
Tumoren der Nebennierenrinde'® oder der Speiserdhre'®' von einer verstirkten GATA-4
Expression berichtet.'’’ Weiterhin wurde eine verstirkte GATA-4 Expression in Sertoli- und
Leydig-Zelltumoren des Hodens festgestellt; von Keimzellen ausgehende Hodentumore

102

zeigen hingegen keine GATA-4 Expression. -~ Eine verstirkte GATA-4 Expression ist

ebenfalls in Dottersacktumoren und sich daraus entwickelnden Teratomen festzustellen,

wihrend in ausdifferenzierten Teratomen keine GATA-4 Expression nachweisbar ist.'"®

Obwohl gegenwirtig die molekularen Zusammenhinge zwischen verdnderter GATA-4
Expression und Tumorgenese nicht charakterisiert sind, wird GATA-4 als
Tumorsuppressorgen diskutiert.”’ Dafiir spricht, dass GATA-4 die Expression von MIS*® und
Inhibin-o* direkt reguliert (vgl. 1.3.2), welche ebenfalls als Tumorsuppressorgene der

TGF-B Superfamilie identifiziert sind.




Einleitung

1.4 Die Regulation von GATA-4

Die vielseitigen Funktionen von GATA-4 (siehe 1.3) erfordern ein komplexes Netzwerk von
Regulationsmechanismen. Hierbei kann sowohl die Expression von GATA-4 selbst als auch
seine Aktivierung durch posttranslationale Modifikation reguliert werden. So fiihrt
beispielsweise ein Mangel an Vitamin A in Wachtel- und Hiihner-Embryonen zu einer
reduzierten Expression von GATA-4. Die Embryonen weisen eine gestorte Entwicklung des

Herzens und des Darmrohrs auf.'®*

Durch die Applikation von retinoic acid (RA) steigt das
Expressionslevel von GATA-4 wieder an, wodurch die Entwicklungsstérungen behoben
werden konnen. Eine Behandlung von P19-Zellen'® und F9-Zellen® (embryonale
Karzinomzellen) mit RA resultiert ebenfalls in einem Anstieg der GATA-4 Expression.
Mausmutanten, welche flir den retinoic acid receptor (RXRa) defizient (RXRa™") sind,
zeigen eine verminderte GATA-4 Expression im Vergleich zum Wildtyp.'"® Electrophoretic
mobility shift assays (EMSA) zeigen, dass sich die GATA-4/DNA-Bindung in
Kardiomyozyten durch RA verstirken ldsst.'”’ Diese Daten deuten auf eine positive
Regulation von GATA-4 durch RA hin. Ein weiterer positiver Regulator von GATA-4 ist
GATA-6. In GATA-6 defizienten Mausmutanten ist die Expression von GATA-4
herunterreguliert.** Auf der anderen Seite nimmt die GATA-6 Expression in GATA-4
defizienten Mausmutanten zu, was flir eine wechselseitige Regulation dieser beiden Faktoren

. 1. 353646
spricht. °>™

Weiterhin ldsst sich die Aktivitdt von GATA-4 durch posttranslationale Modifikationen, wie
Phosphorylierung, Acetylierung und Sumoylierung, verstirken. Die Phosphorylierung von

108-111
und der

GATA-4 erfolgt iiber die Signalwege der extrazelluldr regulierten Kinase (ERK)
Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK).""’ Dabei wird GATA-4 in Position Serin 105
phosphoryliert, was zu einer verstirkten GATA-4/DNA-Bindung fiihrt.'”""’ Weiterhin kann
die Phosphorylierung von GATA-4 durch Druckbelastung des Herzens,'” isoproterenol
(IS0),'* phenylephrine (PE),'"*'* endothelin-1 (ET-1)""*'"°, angiotensin-II (Ang-II),'"®
hepatocyte growth factor (HGF)'"'"" und RhoA"® induziert werden. In primiren
Kardiomyozyten wurde hingegen gezeigt, dass die Phosphorylierung von GATA-4 auch zur
Reduktion der GATA-4-abhéngigen Transkription fiihren kann. Dabei kommt es zundchst
durch die glycogen synthase kinase 3 (GSK-3p) zur Phosphorylierung des N-Terminus von
GATA-4. Diese Modifikation induziert den Crm1-vermittelten Export von GATA-4 aus dem
Zellkern. So entsteht im Nukleus ein GATA-4-Defizit, welches mit eciner reduzierten
Transkription von GATA-4 Zielgenen einhergeht.'”” Die Aktivierung von GATA-4 kann nicht

nur durch Phosphorylierung, sondern auch durch Acetylierung erfolgen. Hierbei wird
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GATA-4 durch die histone-acetyltransferase p300 acetyliert, wodurch es ebenfalls zur
verstirkten GATA-4/DNA Bindung kommt.'”” Ferner wird die transkriptionelle Aktivitit von
GATA-4 durch Sumoylierung verstirkt. Dabei wird GATA-4 an Position Lysin 366 durch
small ubiquitin-like modifier-1 (SUMO-1) modifiziert, wodurch es zur verstirkten
Transkription von GATA-4 Zielgenen wie aterial natriuretic factor (anf) und a-myosin heavy-

chain (a-mhc) kommt.'?!

Neben diesen physiologischen Regulatoren ldsst sich GATA-4 auch durch chemische
Agentien regulieren. Das Chemotherapeutikum Doxorubicin supprimiert die Aktivitit von
GATA-4 durch oxidativen Stress.'” Dabei werden unter anderem die Cysteine von
Zinkfingerproteinen oxidiert, wodurch die Ausbildung der Sekundér- und Tertidrstruktur
gestort wird.'” Untersuchungen in murinen Kardiomyozyten zeigen, dass Doxorubicin die
GATA-4/DNA-Bindungsaktivitit in vitro reduziert.'”? Durch die oxidativen Radikale werden
zudem transkriptionelle und translationelle Regulationsprozesse teilweise inhibiert.'**
Dadurch weisen mit Doxorubicin-behandelte murine Kardiomyozyten ein generell reduziertes
mRNA und Protein Expressionslevel auf.'**'* Die Behandlung von murinen Kardiomyozyten
mit Doxorubicin fiihrt aufgrund des Mangels an aktivem GATA-4 zur Apopotose.'*> Auch in
vivo fithrt die Applikation von Doxorubicin bei heterozygoten GATA-4 knock-out Méusen

(GATA-4"") zur Apoptose der Kardiomyozyten.'*’

Auf einen vergleichbaren Mechanismus konnte die Zunahme von GATA-4 Transkripten nach
Stimulation von P19-Zellen mit DMSO zuriickzufiihren sein.”*'*® Hierbei kénnte DMSO als
Antioxidationsmittel wirken,'?” welches einen Teil des durch die Atmungskette freigesetzten
radikalen Sauerstoffs bindet.'*® Werden P19-Zellen mit DMSO stimuliert, so kommt es bereits
nach 24 Stunden zu einer deutlichen Zunahme von GATA-4 Transkripten.”*'?® Nach ca. sechs
Tagen differenzieren die Zellen zu kontrahierenden Kardiomyozyten, und die Transkripte
weiterer herzspezifischer Gene (anf, brain-type natriuretic peptide (bnp), o-mhc und

[-myosin heavy-chain (f-mhc)) werden exprimiert.74

1.5 Die Aktivierung von Zielgenen durch GATA-4 und seine Kofaktoren

GATA-4 aktiviert die Transkription zahlreicher Gene (Tabelle 2), die hauptsidchlich an der
Entwicklung und Funktion des Herzens und des Genitaltrakts beteiligt sind. Aufgrund der
Komplexitit wird in diesem Abschnitt lediglich eine Auswahl an Zielgenen und Kofaktoren

vorgestellt. Alle derzeit bekannten GATA-4 Zielgene sind in Tabelle 2 zusammengefasst.
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Tabelle 2: Zielgene von GATA-4 mit ihren Expressionsorten und Funktion. Weiterhin sind die derzeit bekannten Kofaktoren bzw.
Interaktionspartner von GATA-4 aufgelistet, die im Zusammenspiel mit GATA-4 die Promotoren der Zielgene (teilweise synergistisch)
aktivieren (1) oder supprimieren(J); im Detail bitte den angegebenen Referenzen entnehmen. (*) Die Expressionsorte und Funktionen
beziehen sich auf die gegenwirtigen Erkenntnisse unter Beriicksichtigung der angegebenen Referenz(en). Die dabei durchgefiihrten
Untersuchungen zur Expression und Funktion des Zielgens miissen nicht zwingend in den genannten Arbeiten durchgefiihrt worden sein; in
jedem Fall verweisen diese jedoch auf die Originalarbeiten.

Zielgen Expressionsort.  Funktion” Kofaktor
Al adenosine receptor (A1AR)'> Gehim neuronale Funktionen T Nkx-2.5"°
Herz Kardioprotektion
Aromatase (Cyp19)® Gehirn Steroidhormonbiosynthese
Gonaden
a-myosin heavy-chain (0-MHC)'"! Herz Kontraktion des Herzens T dHAND'*
{ FOG-2'#
1 MEF2'*
1 Nkx-2.5"
T p300'*
1 SRE!36
Angiotensin II type Ia receptor (AT1aR)"’ Herz wird induziert nach T AP-1"7
Druckbelastung des Herzens,
Volumen-Regulation
Atrial natriuretic factor (ANF)'3* Herz Regulation des Blutvolumens T c-FOS™
und Blutdrucks 1T dHAND'®
{ FOG-2'*
T GATA-6"!
1 MEF2'*
T ka_2.5140,l4l
T p300'*
{ RXRa'?
T SRF™ 2
T TBX-5"
B-myosin heavy-chain (B-MHC)"! Herz Kontraktion der Kardiomyozyten T p300'*
Bone morphogenic protein 4 (BMP-4)> ubiquitér induziert Bildung von Knorpel
und Knochen, Neurogenese
Brain natriuretic peptide (BNP)"31138143 Herz Regulation des Blutvolumens T Calcineurin'*
und Blutdrucks 1 CBP'¥
T dHAND'*?
{ FOG-2'¥
T GATA-6"!
T KLF13"
1 MEF2'*
1 NFAT-3'*
T NFATc4'*
1 Nie-2.5"
T SRF'*
Tyyi'®
B-cell leukemia/lymphoma 2 (Bcl-2)'* Herz anti-apoptotisches Gen T KLF13'%
Kardioprotektion
Cardiac a actin (aCA)'¥ Herz Strukturprotein T Nkx-2.5'%
Ausbildung des Zytoskelett 1 QRE!49:150
Cardiac-restricted ankyrin repeat protein (CARP)""! Herz Herzentwicklung T Nkx-2.5"!
Skelettmuskel T TEE-1'%2
Cardiac troponin I (¢cTN-I)"! Herz Kontraktion der Kardiomyozyten
Cardiac troponin C (cTnC)"™ Herz Kontraktion der Kardiomyozyten
cardiac troponin T (cTnT)"* Herz Kontraktion der Kardiomyozyten
c-fos™” ubiquitér Transkriptionsfaktor, involviert T SRF’¥
in zelluldre Differenzierung und
Proliferation
Corin™® Herz Konversion pro-ANP — ANP
und pro-BNP — BNP
Cytochrome P450 (CYP1141)% Ovarien Freisetzung von Sexualhormonen
Doublesex and mab-3 related transcription factor I (Dmrt-1)*  Gonaden Differenzierung Hodengewebe
Endothelin-1 (ET-1)'"* Herz Kontraktion und Entwicklung
des Herzens
Erythropoietin (EPO)"’ fetal: Leber Hormon, Induktion
adult: Niere Erythropoiese
Lactase™ Darm Abbau von Laktose
Liver fatty acid binding protein (Fabpl)'”’ Darm Bindung freie Fettséuren, T HNF-1a'*
Leber intrazelluldrer Lipidtransport
Gonadotropin-releasing hormone (GnRH)'® Gehirn Freisetzung von Sexualhormonen

1
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Inhibin-o*>** Ovarien Freisetzung von Sexualhormonen
Intestinal fatty acid binding protein (IFABP)'®" Darm Bindung freie Fettsduren,
intrazelluldrer Lipidtransport
Interleukin-5 (IL-5)" T-Lymphozyten = Immunsystem
Miillerian inhibiting substance (MIS)®’ Testis Riickgang der Miiller-Ginge J FOG-2'®
Entwicklung des Hodens 1 SF-1'63
Myosin light chain 1/3 (MLC1/3)'* Herz Kontraktion der Kardiomyozyten
N-cadherin®® Herz Herzentwicklung
Na*/Ca’* exchanger 1 (NCX1)'160 Herz Kalziumhaushalt des Herzens T SRF'®
Kontraktion der Kardiomyozyten
Nix-2.567168 Herz Herzentwicklung 1 Smad1/4'®
Skeletal a-actin (aSA)"> Herz Strukturprotein des Herzens T SREF'™
Slow myosin heavy chain (MyHC)'™ Herz Herzentwicklung
Kontraktion des Herzens
Smooth muscle a-actin (aSm)'*> glatte Muskulatur ~ Strukturprotein T SRF'™
Steroidogenic actute regulatory protein (StAR)"’ Gonaden Steroidsynthese T C/EBPR”
{ FOG-2"
T p300/CBP*
{ SF-1°
Steroidogenic factor-1 (SF-1)* Gonaden Entwicklung und Funktion der
Gonaden
Sucrase-isomaltase (STI)'"" Darm Darmentwicklung T Cdx-2'"
T HNF-10.""

Zwei der am ausfiihrlichsten untersuchten GATA-4 Zielgene sind anf und das bnp. ANF und

138,172,173 1~:
20 Die

BNP'*® werden bereits in friihen Entwicklungsstadien des Herzens exprimiert.
Aktivierung des anf-Promotors erfolgt durch GATA-4'"""*! im Zusammenspiel mit Cardiac-
specific homeobox (NKX-2.5),"*%""!" T-Box-5 (Tbx5)"> bzw. Heart-and neural crest
derivatives-expressed protein 2 (dHand)'*. Bei dieser Synergie ist GATA-4 essentiell, da die
Suppression von GATA-4 durch Antisense-RNA in einer verminderten Expression von ANF

131

resultiert. ” Der bnp-Promotor ldsst sich durch das Zusammenspiel von GATA-4, Yin-Yang-1

(YY1) und cAMP responsive element binding protein (CREB) binding protein (CBP)

145

aktivieren.~ Weiterhin wird eine synergistische Aktivierung des bnp-Promotors durch

GATA-4 und dHAND"*? bzw. Kriippel-like transcription factor 13 (KLF13)'° beschrieben.

Einer der am ausfiihrlichsten beschriebenen Kofaktoren von GATA-4 ist friend of gata
(FOG-2). FOG-2 wird u.a. in Hoden'”, Herz'*® und Gehirn'* exprimiert. Die Interaktion von
FOG-2 mit dem N-terminalen Finger von GATA-4'" resultiert iiberwiegend in einer
verminderten Expression der GATA-4 Zielgene (anf, bnp, a-mhc, mis, star, inhibin-o.).'>> 7417
In COS-Zellen wurde zwar von einer synergistischen Koaktivierung des a-mhc-Promotors
durch FOG-2 und GATA-4 berichtet;'* dies konnte jedoch in primiren Kardiomyozyten nicht
bestitigt werden. Die Autoren vermuten, dass das jeweilige Promotor/Zellsystem fiir die
FOG-2 vermittelte Suppression bzw. Aktivierung verantwortlich ist. FOG-2 defiziente

Mausmutanten (FOG-2'/ ) weisen eine gestorte Herzentwicklung auf und sind embryonal

letal.'”'”® Somit ist davon auszugehen, dass FOG-2 fiir die Herzentwicklung von Bedeutung

12
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ist. Auch wihrend der Gonadendifferenzierung und der Geschlechtsbestimmung ist die
Interaktion von FOG-2 mit GATA-4 essentiell, wie Untersuchungen an FOG-27"
Mausmutanten gezeigt haben (siche Kapitel 1.3.2)."'

1.6 Das regulatorische Netzwerk um GATA-4

Die Regulation von GATA-4 und die damit verbundene Regulation der GATA-4 Zielgene
stellt sich als komplexes Netzwerk dar. Dabei haben Riickkopplungsmechanismen, das
(synergistische) Zusammenspiel von GATA-4 mit seinen Kofaktoren (vgl. Tabelle 2) und
kompensatorische Effekte eine erhebliche Relevanz. Anhand von BMP-4, Nkx-2.5 und

GATA-6 sollen solche Vernetzungen exemplarisch vorgestellt werden:

GATA-4 und BMP-4 weisen wihrend der Embryogenese in Zellen des extraembryonalen
Mesoderms des Harnsacks und des prikardialen Mesoderms &hnliche Expressionsmuster
auf.® Der bmp-4 Promotor enthilt zwei konservierte GATA-Elemente und ldsst sich
dosisabhingig durch GATA-4 aktivieren.”® Da die Inhibition von BMP-4 die GATA-4
Expression supprimiert'”” und die GATA-4 Expression durch BMP-4 induziert werden

1
kann, 80

wird vermutet, dass sich BMP-4 und GATA-4 {ber einen positiven
Riickkopplungsmechanismus gegenseitig regulieren.”®> P19-Zellen, bei denen BMP-4 durch
Noggin (BMP Antagonist) inhibiert wird, verlieren die Féhigkeit zur Differenzierung in einen
kardialen Phdnotyp. Werden in diesen Zellen GATA-4 und der Kofaktor Nkx-2.5
tiberexprimiert, so erlangen P19-Zellen die Féhigkeit zur Differenzierung in myokardiale

Zellen zuriick.'®! Weiterhin ldsst sich der nkx-2.5 Promotor durch BMPs a1k‘civieren,18°’182

was
vermuten ldsst, dass es sich bei Nkx-2.5 um einen downstream Effektor im BMP-Signalweg
handelt.'"®" Nkx-2.5 ist einer der frithesten Marker wihrend der Entwicklung des Myokards
und wird auch im adulten Herzen exprimiert.'"® Nkx-2.5 und GATA-4 weisen identische

Expressionsmuster' >’

auf. Es wurde gezeigt, dass die Nkx-2.5 Expression durch GATA-4-
abhingige Enhancer reguliert wird.'”'®® Die Aktivierung kardialer Gene (wie beispielsweise
alar)'® kann iiber die kooperative Interaktion von GATA-4"® und Nkx-2.5 mit den im
Promotor lokalisierten GATA- bzw. NKE-Elementen erfolgen.”’ Dabei kénnen weitere

149,150 eine

Faktoren, wie beispielsweise SRF'® bei der Aktivierung des aca-Promotors
wichtige Rolle spielen (Tabelle 2). Da GATA-4"" Mausmutanten keine verminderte Nkx-2.5
Expression, jedoch eine verstirkte Expression von GATA-6 aufweisen,’® wird vermutet, dass
der GATA-4-abhingige Enhancer im nkx-2.5 Promotor durch GATA-6 kompensatorisch

aktiviert wird.
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Abbildung 2: Das regulatorische Netzwerk um GATA-4. Dargestellt ist eine Auswahl der in der Arbeit
beschriebenen Aktivierungs- und Riickkopplungs-Mechanismen von GATA-4. Ang-II: Angiotensin-II,"'® BMP-
4: Bone Morphogenic Protein 4,”> DMSO: Dimethylsulfoxid,”*'?® Doxg: Doxorubicin,'”? ET-1: Endothelin-
1,""*!5 ESH: Follikel-stimulierendes Hormon,* GATA-6,"° GnRH: Gonadotropin-releasing hormone,*® HGF:
Hepatocyte Growth Factor,'”!'"” p300: Histon-Acetyltransferase p300,'*” ISO: Isoproterenol,'* MEK: Mitogen-
aktivierte Proteinkinase / extrazelluldr regulierte Kinase, p38 MAPK: Mitogen-aktivierte Proteinkinase,''’ PE:
Phenylephrine,m’114 PKA: Proteinkinase A, RA: retinoic acid,'”® RhoA,'"® SUMO-1: Small Ubiquitin-like
modifier-1,""' ¢cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat, (P): Phosphorylierung, (A): Acetylierung, (S):
Sumoylierung, (+): Stimulation der GATA-4 Expression, (-): Suppression der GATA-4 Expression.

Ferner wurde gezeigt, dass sich die GATA-4 Expression durch die Uberlebens-Faktoren
hepatocyte growth factor (HGF)'®''" und endothelin-1 (ET-1)""° verstirken lisst. Dabei spielt
die durch HGF und ET-1 induzierte Phosphorylierung'®'"> von GATA-4 eine wichtige Rolle.
Diese verstirkt die Bindung zwischen GATA-4 und dem bcl-2-Promotor,'® wodurch dieser
sowohl in vitro als auch in vivo aktiviert wird."*’ Werden neonatale Kardiomyozyten der Ratte
durch Doxorubicin toxisch geschédigt, fithrt dies iiber ein reduziertes GATA-4 Level zur
verminderten Expression von Bcl-2. Ein identischer Effekt auf Bcl-2 wird durch RNAi-
induzierte Reduktion von GATA-4 beobachtet. In transgenen Miusen, bei denen GATA-4 im
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Herzen iiberexprimiert wird,”® werden nach Applikation von Doxorubicin keine
Veranderungen der Bcl-2 Expression festgestellt. Aufgrund der direkten Regulation von Bcl-2
nimmt GATA-4 erheblichen Einfluss auf die Doxorubicin-induzierte Apoptose kardialer

Zellen, weshalb GATA-4 als myokardial-protektiver Faktor bezeichnet wird.'*"'*

In den vorherigen Kapiteln wurden die Regulationsmechanismen der GATA-4 Expression
ausfiihrlich beschrieben. Es wurde berichtet, dass das Expressionslevel von GATA-4 fiir die
Entwicklung der embryonalen Maus als besonders kritisch zu sehen ist (siehe 1.3.1).
Aufgrund der embryonalen Letalitit GATA-4 defizienter Mausmutanten war es jedoch bisher
nicht mdglich, die Auswirkungen einer starken GATA-4 Suppression (> 50 %) in der adulten
Maus (vgl. Tabelle 1) zu untersuchen. Viele Zielgene von GATA-4 sind jedoch auch im
adulten Organismus relevant. Dies erlaubt die Hypothese, dass GATA-4 auch nach der

embryonalen und fetalen Entwicklung von Bedeutung ist.

Um diese Frage zu untersuchen, sollte eine Mausmutante generiert werden, welche ein
induzierbares und gegen GATA-4 gerichtetes RNA-Interferenz System trégt. Damit soll es
moglich sein, die GATA-4 Expression in der adulten Maus auf ein kritisches Level
einzustellen und die Auswirkungen einer verminderten GATA-4 Expression zu untersuchen.
Zum besseren Verstdndnis dieser Technologie wird in den folgenden Kapiteln das Prinzip und

die Anwendung der RNA-Interferenz vorgestellt.
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1.7 RNA-Interferenz

Unter RNA-Interferenz (RNA1) versteht man einen Mechanismus eukaryontischer Zellen, bei
welchem die Expression eines Zielgens durch eine small interfering RNA (siRNA)
supprimiert wird."*’"*® Evolutiondr handelt es sich dabei um einen Schutzmechanismus des
Immunsystems gegen Viren oder Transposons: Gelangt eine lange, doppelstringige RNA
(dsRNA) in eine eukaryontische Zelle, so wird diese durch das RNase III Enzym Dicer'"'** in
kleine  RNA-Duplexe von 21 bis 23 Nukleotiden (nt) zerschnitten (siRNAs).'""!
Anschliefend werden diese Dicer-siRNA Komplexe durch das zellulire Protein
transactivating response RNA-binding protein (TRBP) zum RNA-induced silencing complex
(RISC) transferiert.'”*'” Nachfolgend wird der siRNA-Strang mit der schwicheren
Bindungsenergie des 5’-Endes in den RISC-Komplex inkorporiert.'”® Dabei sollte es sich um
den Antisense-Strang der siRNA handeln, da dieser den RISC-Komplex iiber eine exakte
Sequenzerkennung zur komplementiren Ziel-mRNA fiihrt."”” AnschlieBend wird die
Ziel-mRNA durch eine katalytische Untereinheit von RISC, Argonaute 2 (Ago2), gespalten.
Hierbei spielt die sog. Piwi-Domine von Ago2 eine wesentliche Rolle,"® da diese eine RNase

H-like Endonuklease Aktivitit besitzt, welche eine einzelne Phosphodiesterbindung im

Riickgrad der Ziel-mRNA spalten kann.'”’

5 dsRNA 3
. 3 ILUUUUUIUUUUUUULUUUUUUUULL -
Dicer
mTm . T, M degradier'® EFTTITIIT  TTTTITIITITIT
o uoon Yoy SiRNA mRNA

Proteinkomplex&/ LAl \I Dissoziation

nann + opfmu + ugang RISC 5 T AT 8
SN
Anlagerung Endonuklease
STITTTTTITIT T 3
MEEECATT
mRNA

Abbildung 3: Schema der RNA-Interferenz.””” dsRNA wird durch Dicer in 21 bis 23 nt groBe siRNA-Duplexe
zerschnitten. Der Strang mit der geringeren Bindungsenergie am 5°-Ende wird in den RNA-induced silencing
complex (RISC) inkorporiert. RISC wird durch den siRNA-Strang zur komplementdren mRNA gefiihrt und
zerschneidet diese durch eine Endonuklease-Aktivitdt (schwarzes Dreieck). Nachdem die homologe mRNA
degradiert wurde, 16st sich der RISC wieder und durchlauft einen neuen Zyklus.
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Neben dieser klassischen Variante, welche auch als post-transkriptionelle Expressions-

201

Inhibition beschrieben wird,'®” kann die RNAi Maschinerie noch auf transkriptioneller”' und

22 Der Mechanismus des RNAi-induced transcriptional

translationeller Ebene wirken.
silencing (RITS) ist noch nicht vollstindig gekldrt. In humanen Zellen koénnen siRNAs,
welche gegen eine Promotor-Sequenz gerichtet sind, die Transkription des Zielgens
supprimieren. Dabei werden sowohl die DNA der Zielsequenz als auch Histone

201293 Unklar dabei ist, wie die siRNA aus dem Zytoplasma in den Zellkern

methyliert.
gelangt. Es wird vermutet, dass ein aktiver Mechanismus fiir diesen Transport verantwortlich
ist. Weiterhin konnte die siRNA wihrend der Zellteilung in den Zellkern gelangen.”™ Als
Ursache der Translations-Inhibition wird eine fehlerhafte Watson-Crick Basenpaarung

zwischen siRNA und Ziel-mRNA diskutiert (sog. mismatch).*®

Die aktuelle Hypothese
besagt, dass diese mismatch siRNAs zusammen mit einem Ago-Protein an der
3’ untranslatierten Region (UTR) der mRNA binden. Aufgrund der fehlerhaften Basenpaarung
kommt es jedoch nicht zur Spaltung der mRNA,*****7 sondern zur Blockade der Translation.
Zum anderen induziert dieser siRNA-Ago-Komplex eine friithzeitige Dissoziation der
translatierenden Ribosomen von der mRNA, so dass es zum Abbruch der Translation

kommt.>*

1.7.1 Die Anwendung der RNA.i in vitro

Die Art der Applikation von siRNAs ist fiir deren Effekt von grofer Bedeutung. Im Laufe der
letzten 10 Jahre wurden diverse Methoden fiir den Einsatz der RNAI in vitro etabliert. Dabei
unterscheidet man prinzipiell zwischen transienter, stabiler, konditioneller und induzierbarer
RNA-Interferenz. Dieses Kapitel soll einen kleinen Uberblick iiber das Design von siRNAs

und die derzeit verfligbaren Systeme verschaffen sowie ihre Vor- und Nachteile diskutieren.

1.7.1.1 Design von siRNAs

Aufgrund empirischer Studien wurden vor ca. 6 Jahren Empfehlungen fiir das Design von
siRNAs entwickelt; diese basieren auf strukturellen Eigenschaften und dienen als erste
Orientierung. Demnach sollte jede siRNA zwischen 21 und 23 nt lang sein,*® iiber einen
Guanin/Cytosin-Gehalt von kleiner als 50 % verfiigen,”” am 3’-Ende ein di-Nukleotid-(UU)-
Uberhang aufweisen’® und moglichst innerhalb der ersten 100 bp downstream vom
200

Startkodon nach zwei Adeninen liegen, wobei dieser letzte Punkt umstritten ist.

Mittlerweile wurden diese Empfehlungen verfeinert (vgl. Abbildung 4):
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(1) Da die Thermodynamik der siRNA eine wesentliche Rolle spielt, sollte das 3’-Ende der
siRNA (Position 15 - 19 des Sense Strangs) mindestens ein Adenin/Uracil-Basenpaar (bp)
aufweisen, um die Bindungsenergie in diesem Bereich zu senken und die Effektivitit der
siRNA zu erhéhen.’”?* Aus dem gleichen Grund sollte das 5'-Ende der siRNA (Position 1

209

des Sense Strangs) ein Guanin/Cytosin-bp aufweisen.” (2) Weiterhin sollte an Position 3 des

Sense-Strangs ein Adenin und an Position 13 des Sense-Strangs ein Guanin vorliegen; die
Position 19 des Sense-Strangs sollte hingegen kein Guanin oder Cytosin aufweisen.*”®
Generell sollte das letzte Drittel des Sense-Strangs (Position 14 — 19) reichhaltig an Adenin

. .2
und Uracil sein.’”

(3) Besonders wichtig scheint ein Uracil an Position 10 des Sense-Strangs
zu sein, da die Ziel-mRNA an Position 10 zerschnitten wird und RISC — wie viele
Endonukleasen®'® — bevorzugt 3’ nach Uracil schneidet.” (4) Letztlich sollte bei der Auswahl
der Sequenz darauf geachtet werden, dass weder Palindrome noch Wiederholungen stark
vertreten sind. Diese wiirden die Faltung von sekunddren Strukturen begiinstigen und somit
die Konzentration an verfiigbarer siRNA reduzieren.””® Zudem sollten Guanin/Cytosin-haltige

Bereiche auf der gesamten siRNA vermieden werden.

Um unspezifischen Effekten
vorzubeugen, sollten Homologien zwischen der ermittelten Sequenz der siRNA und anderen

Genen ausgeschlossen werden.

Position 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

mRNA SAA G N A N N N N N N U N N G Aav AU AU AU AU U - -3
siRNA (S) 5-- G N A N N N N N N U N N G AU AU AU AU AU U UUZ3
siRNA (AS) »UU C N U N N N N N N A N N C uAa UA UA UAUA A - -5

Abbildung 4: Darstellung des idealen Designs einer siRNA. Basierend auf den empirischen Untersuchungen
von Elbashir, ***% Reynolds®® und Ui-Tei®” ist es moglich, die Effektivitit einer siRNA zu erhdhen. Dabei ist
speziell darauf zu achten, dass das 3’-Ende der siRNA eine moglichst geringe thermodynamische Stabilitét
aufweist (aus diesem Grund bevorzugt Adenin (A) und Uracil (U) enthélt) und mit einem U/A bp abschliefit. Das
5’-Ende der siRNA sollte hingegen ein Guanin/Cytosin (G/C) bp enthalten. Anschlieend wird der Antisense
(AS) Strang der siRNA aufgrund seiner geringeren Bindungsenergic am 5’-Ende in den RISC-Komplex
inkorporiert. Dieser wird dann zur komplementiren mRNA gefiihrt, welche durch die katalytische Untereinheit
von RISC (Ago2) an Position 10/11 gespalten wird. Abweichungen von diesem Design (beispielsweise aufgrund
der Ziel-mRNA) miissen nicht zwingend mit einem Effektivititsverlust einhergehen; jedoch sollten, wenn
moglich, die fettgedruckten Positionen eingehalten werden. (S): Sense Strang der siRNA; N: beliebiges
Nukleotid (A, C, G, U).

1.7.1.2 Transiente RNA-Interferenz

Bei der transienten RNAi werden siRNAs durch spezielle Transfektionsreagenzien in die
Zellen eingeschleust.”®” Die Herstellung der siRNAs kann dabei durch drei verschiedene

Methoden erfolgen. Bei der einfachsten und schnellsten Methode wird die siRNA durch

211

chemische Synthese hergestellt (synthetische siRNAs).”" Der Vorteil liegt darin, dass die so
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hergestellten siRNAs hochgradig rein sind. Jedoch ist die Synthese kostenintensiv, weshalb
sich die Herstellung durch in vitro Transkription etabliert hat. Dabei werden von
Oligonukleotiden ausgehend kleine RNA-Fragmente synthetisiert; diese lagern sich
anschlieBend zu dsRNA zusammen und werden {iiber eine RNase zur nativen siRNA
prozessiert.”'? Fiir beide Methoden muss die Sequenz einer funktionierenden siRNA bekannt
sein. Andernfalls bietet sich die enzymatische Synthese eines siRNA-Pools an. Dabei werden
lange dsRNA-Fragmente durch das Enzym Dicer in multiple und speziell gegen das Zielgen

213 Die Transfektion dieser di-siRNAs fiihrt mit

gerichtete siRNAs geschnitten (di-siRNAs).
hoher Wahrscheinlichkeit zur Suppression des Zielgens, wobei es aufgrund der vielen
unterschiedlichen siRNAs zu unspezifischen Effekten kommen kann (siehe Kapitel 1.7.2). Ein
genereller Nachteil der fransienten RNA1 ist die nur tempordre Suppression des Zielgens,
welche — abhingig von der siRNA und der Halbwertszeit des Zielproteins®* - in der Regel
zwischen 3 und 5 Tagen liegt.”"”” Primir ist dieser Effekt auf die Proliferation der Zellen
zuriickzufithren, da mit jeder Zellteilung die Menge an verfiigbaren siRNAs halbiert wird.*'®
Der Abbau von siRNAs durch zytoplasmatische RNasen ist in diesem Zusammenhang von

sekunddrer Bedeutung, weshalb auch chemische Modifikationen®'">" das Zeitfenster der

Suppression nur bedingt verldangern kénnen.

1.7.1.3 Stabile RNA Interferenz

Bei der stabilen RNAi wird ein Vorldufermolekiil der siRNA direkt in der Zelle exprimiert,
welches als sog. short-hairpin RNA (shRNA) bezeichnet wird.”*" Die Matrize fiir das ca.
50 nt lange Molekiil setzt sich aus dem Sense-Strang einer siRNA und dem reversen
Komplement zusammen, welche durch einen 8 nt langen Spacer voneinander getrennt

werden. !

Wird diese lineare Matrize transkribiert, kommt es aufgrund der intramolekularen
Komplementaritdt des Molekiils zur spontanen Ausbildung einer zweidimensionalen
Haarnadel-Struktur, welche anschlieBend durch Dicer zu siRNAs prozessiert wird.”** Die
Transkription erfolgt dabei durch die RNA-Polymerase III (Pol III) und wird durch ein Poly-
Thymin-Signal (T5) terminiert.”**** Aus diesem Grund muss die Matrize unter die Kontrolle
eines Pol IIT Promotors gestellt und am 3’-Ende durch ein T5-Signal flankiert werden.”* Der
Transfer dieser Konstrukte in die Zelle erfolgt nach Klonierung mit Hilfe von Plasmiden®*>**°
oder viralen Vektoren.”””**® Der Vorteil dieser Systeme liegt in der permanenten Expression
der shRNA bzw. siRNA, wodurch eine kontinuierliche Suppression des Zielgens erreicht

werden kann. Nachteilig konnte sich hingegen eine Ubersittigung der Zelle durch siRNAs
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auswirken, da diese zur Auslosung von unspezifischen Effekten fithren kann (siehe Kapitel

1.7.2).2%

1.7.1.4 Konditionelle und induzierbare RNA Interferenz

Bei der konditionellen bzw. induzierbaren RNAI lésst sich die Expression einer shRNA zu
einem definierten Zeitpunkt anschalten. In der Regel wird dies durch eine Modifikation des
Pol III Promotors erreicht, wobei Elemente des Cre/LoxP bzw. Tetrazyklin-Systems in die

Promotor-Sequenz eingebaut werden.

Bei dem Cre/loxP-System handelt es sich um ein Rekombinationssystem, durch welches
DNA-Sequenzen gezielt entfernt werden konnen. Es besteht aus kleinen DNA-Fragmenten
(sog. loxP-sites), welche durch das Enzym Cre-Rekombinase (cyclization recombination)
miteinander rekombiniert werden kdnnen. Die dazwischen liegende DNA-Sequenz wird dabei

deletiert.?**

Die Bereitstellung der Cre-Rekombinase erfolgt durch einen Expressionsvektor,
welcher je nach Fragestellung iiber einen konstitutiven”' oder induzierbaren®* Promotor
verfiigt. Dieses System nutzt man bei der konditionellen RNAi, indem in die Promotor-
Sequenz ein mit loxP-Sites flankiertes (gefloxtes) DNA-Fragment eingebaut wird. Nach
Integration der gefloxten DNA verliert der Promotor seine Aktivitdt, weshalb eine
Transkription der shRNA ausbleibt. Durch die Cre-vermittelte Rekombination der beiden
loxP-sites wird das gefloxte Fragment deletiert, wodurch der Promotor seine Aktivitét zuriick

231-234 . . .
d.21"23* Weiterhin wurden Varianten

erlangt und nachfolgend die shRNA transkribiert wir:
beschrieben, bei denen das gefloxte Segment entweder zwischen Transkriptionsstartstelle und
shRNA-Matrize”” oder direkt in die spacer-Region einer shRNA-Matrize integriert

236,2
wurde.?%%7

Neben diesen konditionellen Systemen wurden induzierbare Systeme beschrieben, durch
welche die Expression einer shRNA sowohl ein- als auch wieder ausgeschaltet werden kann.
In den meisten Fillen basieren diese Systeme auf dem Tetrazyklin-System (Tet-System),”"
wobei zwischen dem Tet”™ und Tet®™" System unterschieden wird. Bei dem Tet”N-System
bindet ein Tetrazyklin-Repressor (Tet") an die Sequenz eines Tetrazyklin-Operators (TetO),
welcher in die Pol III Promotor-Region des shRNA-Expressionskonstruktes integriert wurde.
Es kommt zur physikalischen Blockade von Pol III, wodurch die Expression der shRNA nicht
mehr erfolgen kann — das System ist ausgeschaltet. In der Gegenwart des Tetrazyklin-

Antibiotikums Doxyzyklin (Dox) dndert der Tet"® seine Konformation und 15st sich vom TetO,

so dass es zur Pol III vermittelten Expression der shRNA kommt — das System ist
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angeschaltet>**** Somit ist es moglich, die Expression der shRNA durch die Applikation
von Doxyzyklin zu kontrollieren. Bei Tet® " -Systemen wird hingegen die Expression der

shRNA in Gegenwart von Doxyzyklin verhindert.”*?

1.7.2 Off-Target Effekte

Je komplexer ein System ist, desto anfilliger ist es auch fiir Fehler. Das ist bei der RNA
Interferenz nicht anders; speziell unter dem Aspekt, dass siRNAs in fundamentale
Regulationsmechanismen der Zelle eingreifen. So kann beispielsweise der im Kapitel 1.7
vorgestellte Mechanismus der ,,Translations-Inhibition” auch unspezifische Effekte, sog.
off-target effects, hervorrufen. Dies ist der Fall, wenn ein mismatch zwischen siRNA und Ziel-
mRNA auftritt. So wurde beschrieben, dass eine Ubereinstimmung von 11 - 15 aufeinander
folgenden Nukleotiden bereits ausreichen, um eine unspezifische Gen-Suppression zu
induzieren.”** Die gleiche Studie berichtet jedoch von einer parallelen Reduktion des
korrespondierenden mRNA-Levels.*** Somit bleibt zu diskutieren, ob sich dieser durch
mismatch siRNA hervorgerufene off-target effect tatsiachlich bzw. ausschlieBlich auf

translationaler Ebene manifestiert.

Weitaus besser beschrieben ist ein off-target effect, welcher mit der Aktivierung des

229,245,246 . . .
o Dabei handelt es sich um eine Antwort des

Interferon-Systems einhergeht.
Immunsystems, welche u.a. durch das Eindringen von doppelstrangiger RNA (z.B. ein Virus)
in eukaryontische Zellen induziert wird. Uber die Aktivierung der RNA-abhiingigen
Proteinkinase (PKR) wund Phosphorylierung des Translationsfaktors eukaryontischer

247 7usitzlich

Initiationsfaktor 2 (elF2) wird die Proteinbiosynthese unspezifisch inhibiert.
wird die Ribonuklease L (RNase L) iiber die 2°-5’-Oligoadenylatsynthetase (OAS) stimuliert,
was zu einem unspezifischen Abbau von RNA fithrt**® Die dsRNA induzierte
Interferonantwort fiihrt zu einer Stimulation der Apoptose.”* Zunichst ist man davon
ausgegangen, dass siRNAs aufgrund ihrer Linge nicht in der Lage sind, eine Interferon-

Antwort auszuldsen.'”>*° Mit der Zeit wurde jedoch das Gegenteil belegt.***4¢>!

Die Ursachen fiir diese unspezifischen Effekte sind noch nicht vollstindig gekldrt. Als
wichtiger Faktor wird in diesem Zusammenhang das Design der siRNA (siehe 1.7.1.1) und
die Uberpriifung moglicher Homologien zu anderen Sequenzen angesehen. Weiterhin sollte
darauf geachtet werden, dass die Endkonzentration der siRNA in vitro und in vivo moglichst

gering ist; zudem sollte die Methode des Transfers optimiert worden sein.*>
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Ein weiterer off-target effect konnte durch Inkorporation des Sense-Strangs in den
RISC-Komplex verursacht werden (vgl. Kapitel 1.7). In ersten Untersuchungen wurden
deshalb siRNAs durch locked nucleic acid (LNA)*> chemisch modifiziert (siLNAs).*'® Dabei
werden das 2’-Sauerstoffatom und 4’-Kohlenstoffatom des Ribonukleotids durch eine
Methylenbriicke miteinander verbunden; als Folge kommt es zur signifikanten Erh6hung der
Bindungsenergie des jeweiligen Nukleotids. Durch die Modifikation der siRNA am 5’-Ende
des Sense-Strangs kann die Inkorporation in den RISC-Komplex deutlich vermindert werden.
Zudem geht man davon aus, dass ein LNA-modifizierter siRNA-Strang die Aktivitit von
RISC negativ beeinflusst. Somit kann ein unspezifischer Abbau von mRNA durch eine
ungewollte Inkorporation des falschen Strangs deutlich reduziert werden.”'® Eine andere
Strategie wird beim Einsatz von Duplex-siRNAs verfolgt. Dabei handelt es sich um siRNAs,
bei denen beide Stringe (Sense und Antisense) gegen die komplementire Ziel-mRNA
gerichtet sind. Der Aufbau dieser Duplex-siRNAs ist partiell palindromisch oder partiell
komplementir; zudem verfiigen sie iiber die charakteristischen 3’-liberhdngenden Enden
(vgl. 1.7.1.1) und weisen eine den siRNAs dhnliche Stabilitdt auf. Da jeder Strang einer
Duplex-siRNA fiir ein anderes Zielgen kodieren kann, konnen mit dieser Methode zwei

verschiedene Gene parallel ausschalten werden.”*

1.7.3 Die Anwendung der RNAi in vivo — Mausmodelle

Seit der Entdeckung der RNAi1 im Fadenwurm Caenorhabditis elegans durch Andrew Fire
(1998)"* hat sich diese Technologie rasant weiterentwickelt. So ist es bereits drei Jahre spéter
(2001) zum Durchbruch gekommen, als die Arbeitsgruppe um Thomas Tuschl die
Anwendung der RNAI in humanen Zellen demonstrierte.'” Ein weiteres Jahr spéter (2002)
wurden durch David Lewis erste in vivo Untersuchungen in der Maus durchgefiihrt. Dabei
injizierte Lewis ein Luciferase (luc) exprimierendes Plasmid zusammen mit synthetischen

luc-siRNAs in die Schwanzvene der Maus. Nach 24 Stunden untersuchte er die Expression

von luc in verschiedenen Organen und fand dabei eine /uc-Suppression von bis zu 90 %.*>

Somit war der Grundstein fiir die RNA Interferenz in vivo gelegt. In den folgenden Jahren

256-260 261,262

wurde an Miusen und Ratten gezeigt, dass durch intravendse oder intraperitoneale

Injektion von siRNAs eine systematische Suppression des jeweiligen Zielgens in

verschiedenen Organen erreicht werden kann. Die Effizienz der siRNAs konnte dabei durch

8

. . . 263 . . . 25 .
chemische Modifikationen,”” den Einschluss in und Transfer durch Liposomen,” sowie

259,262

durch parallele Injektion mit Transfektionsreagenzien verbessert werden. Auch im

Bereich der lokalen Applikation entwickelte sich die Methodik rasch weiter; so wurden
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siRNAs beispielsweise direkt hinter das Auge,*®* in das Gehirn®® oder die Nase®® appliziert,

266

sowie durch Elektroporation in Muskelgewebe,”*® in Embryonen®’ und in die Niere®®

eingebracht. Eine Verbesserung der Transferrate und der Effizienz konnte durch den viralen

Transfer von shRNA-Konstrukten erreicht werden.***>""

Die erste auf RNAi basierende Mausmutante wurde im Jahre 2002 von Hidetoshi Hasuwa
beschrieben.’” Seitdem wurden ca. 20 verschiedene Modelle etabliert, wobei fiir die
Generierung transgener Miuse die pronukleare Injektion von DNA-Konstrukten,>”* Infektion
von Zygoten’” oder ES-Zellen™ mit lentiviralen Vektoren, zufillige Integration in
ES-Zellen,”” sowie gezielter knock-in eines DNA-Konstruktes in ES-Zellen durch einen

h*’* oder homologe Rekombination™* zum

Rekombinase-vermittelten Kassetten Austausc
FEinsatz kamen. Diese Mausmutanten basieren auf der Integration von shRNA-
Expressionskonstrukten, wobei diese zufillig (bei pronuklearer Injektion, viraler Infektion
und zufilliger Integration) oder gezielt (bei Rekombinase-vermitteltem Kassetten Austausch

oder homologer Rekombination) erfolgen kann.

Wie bereits fiir die Anwendung der RNAi in vitro beschrieben (siehe Kapitel 1.7.1), kann die
Expression der shRNA durch unterschiedliche Promotoren erfolgen. Fiir die in vivo
Applikation wurden konstitutive’”> und konditionelle (Cre/loxP)*** Promotoren beschrieben.
Bisher wurde dabei die fiir die Aktivierung des Cre/loxP-Systems erforderliche Cre-
Rekombinase lediglich unter die Kontrolle eines induzierbaren Promotors gestellt;****> die
Verwendung einer gewebespezifischen Cre-Rekombinase wurde hingegen noch nicht

beschrieben. Die Verwendung eines Tet-induzierbaren Pol III Promotors in vivo wurde bisher

nur in einer Arbeit beschrieben.?”
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1.8 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Funktion des Transkriptionsfaktors GATA-4 in der
adulten Maus genauer zu charakterisieren. Dazu soll eine Mausmutante generiert werden, in
welcher die Expression des GATA-4 Gens mittels einer induzierbaren short hairpin RNA
(shRNA) supprimiert werden kann. Mit dieser Mutante soll untersucht werden, welche Folgen

eine Reduktion des GATA-4 Expressionslevels auf den adulten Organismus hat.

Dazu soll zunichst eine gegen GATA-4 gerichtete small interfering RNA (siRNA) identifiziert
werden. Basierend auf dieser Sequenz soll ein Doxyzyklin-induzierbares short hairpin RNA
(shRNA) Expressionssystem etabliert werden, welches die induzierbare Suppression von
gata-4 in vitro ermoglicht. Durch Mikroinjektion der entsprechenden Konstrukte soll dieses
System anschlieend in die Maus transferiert werden. Nach Etablierung der Kolonie und
Optimierung der Doxyzyklin-Applikation in vivo sollen schlieBlich die Auswirkungen einer

supprimierten GATA-4 Expression auf die adulte Maus untersucht werden.
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2 Material

21 Reagenzien, Puffer & Losungen

Tabelle 3: Reagenzien in alphabetischer Reihenfolge. Wenn nicht anders angegeben, wurde deionisiertes Wasser (Millipore) als
Losungsmittel verwendet.

Name Hersteller
Agar-Agar Invitrogen
Agarose Electrophoresis Grade Invitrogen
Ammoniumacetat Sigma
B-Mercaptoethanol Sigma
Borsdure Sigma
Bromphenol Blue-Xylen Cyanole Dye Solution Sigma
Chloroform J.T. Baker
4'.6-Diamidino-2- phenylindoldihydrochlorid (DAPI) Roch
Destilliertes Wasser DNase, RNase frei Invitrogen
Diethylpyrogencarbonat (DEPC) Sigma
Dimethylsulfoxid (DMSO) Serva
Di-Natriumhydrogenphosphat Roth
Dithiothreitol (DDT) Invitrogen
Doxycycline Hydrochloride Sigma
Eisessig Merck
Ethanol, absolut Merck

Ethanol 100% v/v denaturiert mit Ethylmethylketon

Herbeta-Arzneimittel

Ethidiumbromid Invitrogen
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) Invitrogen
Formaldehyd (37 %) Merck
Glukose Roth
Glycerol Merck
Glycogen Invitrogen
Glycin Sigma
Igepal CA-630 Sigma
Isoamylalkohol Merck
Isopropanol Merck
Kaliumacetat neoLab Migge Laborbedarf
Kaliumchlorid Sigma
Natriumacetat Sigma
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Natriumchlorid

Natrium-Deoxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natrium-di-hydrogenphosphat
Natriumhydroxyd

Paraformaldehyd

PEG 6000

Phenol

Phenol:Chloroform (5:1)
Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1)
PMSF

Purified BSA (10 mg/ml)

RNasin® Ribonuclease Inhibitor (40 U/ul)
Rinderserumalbumin (BSA) (10 mg/ml)
Salzsédure

Sucrose

Tris(hydroxymethyl)-aminoethan (Tris)
Tris Hydrochlorid

Tween"20

Vectashield Mounting Medium H-1200 mit DAPI

Merck

Acros Organics
Sigma

Merck

Merck

Merck

Roth

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

New England Biolabs
Promega

New England Biolabs
Merck

Merck

Roth

Roth

Sigma

Vector Laboratories

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactosid) Roth
XL10-Gold B-Mercaptoethanol (B-ME) Mix Stratagene
Xylol Sigma
Tabelle 4: Kommerziell erworbene Puffer.
Name Hersteller
DNA Ligase Puffer (5 x) Invitrogen
First-Strand Puffer (5 x) Invitrogen
Green GoTaq™ Puffer (5 x) Promega
NEB Restriktionspuffer (10 x) New England BioLabs
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Tabelle 5: Puffer. Wenn nicht anders angegeben, wurde deionisiertes Wasser (Millipore) als Losungsmittel verwendet.

Name

Zusammensetzung

Alkalischer SDS Puffer

0.2 M NaOH
1 % (w/v) SDS

Blocking-Puffer 0.1 % BSA
10 % FKS
in PBS
Denaturierungs-Puffer 1.0 M NaCl
0.5 M NaOH
Depurations-Puffer 0.25 M HCI
GTE-Puffer 50 mM Glukose
25 mM TrisHCL pH 8.0
10 mM EDTA
Hybridisierungspuffer 0.5 M Na,HPO,/ NaH,PO, (pH 7.2)

7 % (w/v) SDS

Ladepuffer (1 x)

0.002 % (w/v) Bromphenol Blue-Xylene Cyanol
5 % (v/v) Glycin

Biopsie-Lysepuffer (pH 8.5)

10 mM Tris-HCI
5mM 0.5 EDTA
0.2 % (w/v) SDS
200 mM NaCl

Neutralisierungs-Puffer

137 mM NaCl

2.7 mM KCl

4.3 mM Na,HPO,
1.2 mM NaH,PO,

Phosphatpuffer (Southern Blot)

0.5 M Na,HPO,/ NaH,PO, (pH 7.2)
0.5 M EDTA (pH 8.0)

Phosphatgepuftertes Saline (PBS), pH 7.3

137 mM NacCl

2.7 mM KCl

4.3 mM Na,HPO,
1.2 mM NaH,PO,

Protein-Ladepuffer

62.5 mM Tris pH 6.8

2 % (w/v) SDS

25 % (v/v) Glycin

0.01 % (w/v) Bromphenol Blue-Xylene Cyanole
100 mM DTT
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Protein-Transferpuffer

25 mM Tris-base, pH 8.3
200 mM L-Glycin
20 % Ethanol (frisch dazugeben)

Protein-Laufpuffer

25 mM Tris pH 8.6
192 mM Glycin
0.1 % (w/v) SDS

RIPA-Puffer

50 mM Tris-HCI, pH 7.4

150 mM NacCl

10 mM EDTA

0.25 % (w/v) Natrium-Deoxycholate
1 % (v/v) Igepal CA-630

0.1 (w/v) % SDS

1 mM PMSF

Complete Protease Inhibitoren

SSC (20 x)

3 M NaCl

0.3 M Tri-Natriumcitrat, pH 7.0

TAE-Puffer (pH 8.0)

40 mM Tris
5 mM Natriumacetat

1 mM EDTA

TBE (1 x)

89 mM Tris pH 8.3
2.5 mM EDTA

89 mM Borsédure

TBS (1 x)

30 mM TrisHCI pH 7.6
150 mM NaCl

TBS-T

1 x TBS
0.1 % (v/v) Tween™20

TE-Puffer (pH 7.4 oder 8.0)

10 mM Tris
1 mM EDTA

Waschpuffer

0.5 M Na,HPO,/ NaH,PO, (pH 7.2)
5% (w/v) SDS

Tabelle 6: Kommerziell erworbene Lsungen.

Name Hersteller
Bradford-Reagenz Biorad
Trizol"-Reagenz Invitrogen
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Tabelle 7: Andere Losungen. Wenn nicht anders angegeben, wurde deionisiertes Wasser (Millipore) als Losungsmittel verwendet.

Name

Zusammensetzung

DEPC-Wasser

1 ml DEPC
ad 1000 ml Wasser

autoklavieren

X-Gal Loésung

10 % (w/v) X-Gal

in N,N-Dimethylformamid

2.2 Enzyme

Tabelle 8: Enzyme.

Name Hersteller

Bglll (20 U/ul) New England BioLabs
CIAP (1 U/ul) Invitrogen

GoTag™ DNA Polymerase (5 U/ul) Promega

HindlIII (20 U/ul) New England BioLabs
Lysozym Sigma

M-MLYV Reverse Transkriptase (200 U/ul) Invitrogen

Proteinase K (10 mg/ml)
RNase A (100 mg/ml)
Sall (20 U/ul)

Scal (20 U/ul)

Stul (20 U/ul)
T,-DNA-Ligase (1 U/pl)
Xhol (20 U/ul)

MBI-Fermentas
Qiagen

New England BioLabs
New England BioLabs
New England BioLabs
Invitrogen

New England BioLabs

2.3 Antikorper

Tabelle 9: Primédre Antikorper fiir Western-Blot Analysen. Die erstgenannte Verdiinnung bezieht sich auf den priméaren Antikorper, wihrend
sich die zweitgenannte Verdiinnung auf den korrespondierenden sekundéren Antikorper bezieht. MW: Molekulargewicht.

Antigen Herkunft Verdiinnung Klon MW in kDa  Hersteller
o-Tubulin mouse, monoclonal IgG  1:500 / 1:2000 B-7 55 Santa Cruz
B-Actin mouse, monoclonal IgG ~ 1:1000 / 1:10000 AC-15 42 Sigma

GATA-2 mouse, monoclonal IgG  1:100 / 1:2000 CG2-96 50 Santa Cruz
GATA-4 goat, polyclonal IgG 1:500 / 1:10000 C-20 50 Santa Cruz
GATA-4 rabbit, polyclonal IgG 1:500 / 1:10000 H-112 50 Santa Cruz
Tet® rabbit, polyclonal IgG 1:1000 / 1:2000 T0951 22 Sigma
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Tabelle 10: Sekundare Antikorper fiir die Western-Blot Analyse.

Antigen Kopplung Hersteller

Goat anti-mouse IgG Peroxidase (Pferd) Santa Cruz

Rabbit anti-goat IgG Peroxidase (Pferd) Santa Cruz

Goat anti-rabbit IgG Peroxidase (Pferd) Santa Cruz
Tabelle 11: Primérer Antikorper fiir die Immunhistochemie.

Antigen Herkunft Verdiinnung Klon Hersteller

GATA-4 Mouse, monoclonal IgG ~ 1:200 J1606 Santa Cruz
Tabelle 12: Sekundérer Antikorper fiir die Immunhistochemie.

Antigen Farbstoff Fluoreszenz Hersteller

goat anti-mouse, IgG Alexa Fluor rot Invitrogen

2.4 Kits, Marker und Transfektionsreagenzien

Tabelle 13: Kommerzielle Kits.

Name

Hersteller

High Prime DNA Labeling Kit
QiAprep® Spin Miniprep Kit
QiAprep” Gel Extraction Kit
RNeasy Mini Kit

TagMan Universal PCR Master Mix

Roche Applied Bioscience
Qiagen

Qiagen

Qiagen

Applied Biosystems

Tabelle 14: Murine TagMan® Gene Expression Assays von Applied Biosystems.

Gen Assay ID
Actin, beta Mm00607939 sl
GATA binding protein 4 Mm00484689 ml

Tabelle 15: DNA- und Protein-Marker.

Name

Hersteller

1 Kb Plus DNA Ladder

Precision Plus Protein Standard Dual Color

Invitrogen

Biorad Laboratories
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Tabelle 16: Transfektionsreagenzien.

Name

Hersteller

FuGene 6 Transfection Reagent

Roche

2.5 Bakterien, Zelllinien und Mauszucht

2.5.1 Bakterien

Zur Klonierung von Plasmid-DNA wurden SoloPack® Gold Supercompetent Cells

(Stratagene) verwendet.

Tabelle 17: Medien und Néhrboden fiir die Bakterienzucht.

Name

Zusammensetzung

LB-Medium

Fir 1 Liter:

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt
5gNaCL;pH 7.3

LB-Agar

1 1LB-Medium

15 g Agar

S.0.C. Medium

2 % (w/v) Trypton

0.5 % (w/v) Hefeextrakt
10 mM NacCl

2.5 mM KCl

10 mM MgCl,

10 mM MgSO,

20 mM Glukose

Tabelle 18: Antibiotika fiir die Bakterienzucht.

Name Verwendete Konzentration Hersteller
Ampicillin 50 pg/ml Sigma
Blasticidin 3 pg/ml Sigma
Zeocin 600 pg/ml Invitrogen
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2.5.2 Zelllinien

Fiir in vitro Versuche wurde die murine Myoblastenzelllinie C2C12 verwendet (American
Type Culture Collection / ID: CRL-1772). Die Kultivierung erfolgte in DMEM-Medium
(Dulbecco’s Minimum Eagle's Medium, inklusive 4.5 g/l Glukose und 4 mM L-Glutamin,
Invitrogen) mit 10 % FKS (Biochrom). Weiterhin wurde dem Medium 10.000 U/ml Penicillin
(Biochrom) und 10.000 pg/ml Streptomycin (Biochrom) zugesetzt. Die Zellen wurden unter
Verwendung von Trypsin (0.5 %) / EDTA (0.2 %) (Gibco) passagiert.

2.5.3 Mauszucht

Die Méduse wurden unter SPF (specific pathogens free) Bedingungen an der University of
Florida generiert, geziichtet und gehalten. Das Studienprotokoll fiir die Genehmigung der
tierexperimentellen Arbeiten sowie fiir die Untersuchung der Gewebeproben ist durch die
dortige Ethikkommission gepriift und genehmigt worden (Protokoll: D669, Prof. Dr. Bungert,
Department of Biochemistry and Molecular Biology).

2.6 Plasmide

Tabelle 19: Plasmide.

Name Hersteller

. 239
pTer+ Dr. van de Wetering
pcDNA6/TR Invitrogen

2.7 Oligonukleotide

Tabelle 20: PCR-Primer (Invitrogen, 5’ = 3’-Richtung)

Name Sequenz NCBI-Nr.

ANF-S GGG GGT AGG ATT GAC AGG AT NM 008725
ANF-AS CAG AGT GGG AGA GGC AAG AC NM 008725
B-Actin-S ACT GCT CTG GCT CCT AGC AC NM 007393
B-Actin-AS ACA TCT GCT GGA AGG TGG AC NM 007393
BMP-4-S ACC TCA ACT CAA CCA ACC NM 007554
BMP-4-AS GTG TGG TAT GTG TAG GTG G NM 007554
GAPDH-S AAG GTC ATC CAT GAC AAC TT XR 004349
GAPDH-AS TTC AGC TCA GGG ATG ACC TT XR 004349
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GATA-2-S
GATA-2-AS
GATA-4-S
GATA-4-AS
H1:G4-S

H1 :G4-AS
MIS-S
MIS-AS
OAS-2-S
OAS-2-AS
StAR-S
StAR-AS
TetR-S
TetR-AS
TetR-RT-S
TetR-RT-AS

ACA

CCT

GAT

ACC

GTC

ACG

TGC

TAG

CAA

ACT

GAC

TAG

TAG

GGA

GCT

TCG

CAC

AGC

GGG

TGC

ACT

GGG

GCG

CGC

TAA

GGG

CTT

CTG

ATA

CcccC

GTG

TAA

CAC

CCA

ACG

TGG

AGG

GAG

AGC

GGA

TGT

AGC

GAA

AAG

GGC

ACT

GGG

TAA

CCG

TGG

GGA

CGT

CGG

GGG

TGA

TTA

GGG

GGT

AGG

ATG

ACC

TTC

CAT

TGG

ATA

CAG

CAC

CTT

GAA

CAA

GTG

CGG

CAA

TGG

CTC

GAC

ATA

ACA

TTT

CGG

CCC ACC

TCA CCA
TAC CTG
AGA TTT
CAC C

ACA ACA
TAG ATC
TCA GAC
AGA TGA
TTT TTA
AGG AGG
AGA CTT
CTC ACT
TTT
ACT TT

CAT AC

TAT

TGC

TGG

GAG

AAC

GC

TTT

NM_008090
NM_ 008090
NM_ 008092

NM_ 008092

NM 007445
NM_ 007445
NM 145227
NM 145227
NM 011485

NM 011485

Tabelle 21: Oligonukleotide, die die shRNA-Matrizen ausgebildet haben (Invitrogen, 5’ = 3’-Richtung).

Name

Sequenz

ShGATA-4{121+1239_g
ShGATA-421+139_AS
ShGATA-4(124120)_g

ShGATA-41#12_Ag

shScarm-S

shScram-AS

GAT

AGC

GAT

AGC

GAT

AGC

CCC TCT

TTT TCC
CCC GGC
TTT TCC
CCC GTT

TTT TCC

CGA

AAA

AGA

AAA

AAC

AAA

TAT

AAT

GAG

AAG

TTC

AAG

GTT

CTC

TGT

GCA

TTA

TTA

TGA TGA

GAT ATG
GTC AAT
GAG AGT
ATT GTG

ACT TCT

CTT CAA GAG

TTT GAT GAC

TTT CAA GAG

GTG TCA ATT

GTT CAA GAG

TAA TTG TGG

AGT CAT

TCT CTT
AAA TTG
TCT CTT
ACC ACA

TCT CTT

CAA

GAA

ACA

GAA

ATT

GAA

ACA TAT CGA

GTC ATC AAA

CAC TCT CTG

AAT TGA CAC

AAG AAG TTA

CCA CAA TTA

GAT

CAT

CCT

ACT

ACT

AGA

TTT

ATC

TTT

CTC

TTT

AGT

TGG

GAG

TGG

TGC

TGG

TAA

AAA

AGG

AAA

CGG

ARAA

CGG

Tabelle 22: Sequenzier-Primer (Invitrogen, 5° = 3’-Richtung).

Name Sequenz
T3 AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG
T7 GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG
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2.8 Nukleotide / Radionukleotide

Tabelle 23: (Radio)-Nukleotide.

Name Hersteller
ANTP-Mix (10 mM) Invitrogen
Radioaktiv markiertes a-*P-dCTP (370 MBg/ml) Amersham
2.9 Sonstige Materialien
Tabelle 24: Sonstige Materialien.
Name Hersteller

Autoradiographie Kassette
Whatman-Papier, 46 x 57 cm

ECL Detection Reagents

Falcon® konische Rohrchen 50 ml PP
Fastgreen

G-25 Spin Sdulen
Heringssperma-DNA

Intensifying Screen

Kodak BioMax MS Film
Magermilchpulver

Milex-GP Steril-Filter (0.45 um)
Mini Complete Protease-Inhibitoren
Nagellack, klar
Nitrocellulose-Membran

Novex® 4-20% Tris-Glycin-Gele
elastische Folie

Saran Verpackungsfolie

Spritzen

Spritzenkaniile (21 G)

Superfrost Objekttrager

Vectashield Mounting Medium H-1200
Zellschaber

Zentrifugenréhrchen 50 und 250 ml PP

Fisher Scientific
BioWORLD
Amersham Biosciences
Becton Dickinson
Sigma

Roche Applied Science
Sigma

Fisher Scientific
Kodak

TSI GmbH & Co. KG
A. Hartenstein

Roche

Black ONYI
Amersham Bioscience
Invitrogen

Parafilm

Dow Chemical Company
Becton Dickinson
Becton Dickinson
Langenbrinck

Axxora

Corning

Sorvall
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210 Gerate

Tabelle 25: Verwendete Gerite.

Gerit Typ Hersteller

Analysenwaage GR-MO A & D Instruments

AxioCAM MRc Carl Zeiss

AxioPlan 2 Imaging System Carl Zeiss

B-Counter 9000GMI Research Products International
Brutschrank B6 Heraeus

Crosslinker Stratalinker Stratagene

Gelelektrophorese fiir Agarosegele (horizontal) ~ Midicell® Primo™ Thermo EC

GelCam Polaroid

Gel Casting System
Gyro-Rocker®
Hybridisierungsofen
Kaltlichtquelle
Kulturschiittelplattform
Lumat

Magnetriihrer
PCR-Maschine
Phosphoimager
Phosphoimager-Film
PowerPac

Rotoren
Schiittelinkubator
Sicherheitswerkbank
SmartSpec™
Sonifier
Stereomikroskop
Test-Tube-Rotator
Thermomixer
UV-Transilluminator

XCell IT™ Blot Module

Xcell SureLock™ Mini-Cell

Zentrifugen

Zentrifuge

20x 20 cm

Pro-Blot I
2500LCD

LB 9501
TMC 2072
Mastercycler

1Q 300

200 und 300

SLA-1500 und SS-34

3033
HSP12
3000
150
MZSL3
LD-79
Comfort

FT-28/254 312

5415D, 5417R, 5810R

RC 5C Plus

Fisher Scientific
Stuart Scientific
Labnet International
Leica

Heidolph

Berthold

Schott

Eppendorf
Molecular Dynamics
Molecular Dynamics
Biorad Laboratories
Sorvall

GFL

Heraeus

Biorad Laboratories
Branson Ultrasonics
Leica

MBT-Brand
Eppendorf

Fisher Scientific
Invitrogen
Invitrogen
Eppendorf

Sorvall
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211 EDV-Programme

Tabelle 26: Software.

Programm Hersteller

Axio Vision Carl Zeiss

Chromas Carl Zeiss

Clone Manager Scientific & Educational Software

Ermittlung von siRNA-Konstrukten Eurogentec (Onlinesoftware: www.Eurogentec.com)
iCycler 1Q Biorad Laboratories

Lasergene DNASTAR

Phoshorimager Software Image Quant Molecular Dynamics
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3 Methoden

3.1 Zellkulturtechniken
3.1.1 Kultivierung von eukaryontischen Zellkulturen

C2C12 Zellen wurden bei 37 °C im Brutschrank und einer Begasung von 5 % CO; inkubiert.
Zur Zellpassage wurden die adhédrenten Zellen zunichst mit 1 x Vol. vorgewdrmten (37 °C)
PBS gewaschen, gefolgt von einer 5-miniitigen Inkubation mit 0.2 x Vol. Trypsin/EDTA bei
37 °C. Nachdem sich die Zellen abgeldst hatten, wurden diese in 0.5 x Vol. vorgewéarmten
(37 °C) Zellkultur-Medium aufgenommen und fiir 5 min bei 37°C und 1.500 x g
zentrifugiert. Das Pellet wurde in einem geeigneten Volumen vorgewédrmten (37 °C) Mediums

aufgenommen und auf neue Kulturflaschen aufgeteilt.

3.1.2 Einfrieren und Auftauen von eukaryontischen Zellen

Zum Einfrieren von Zellen wurden diese trypsiniert, in Medium resuspendiert, zentrifugiert
(1500 x g; 5 min; 4 °C) und in Einfriermedium (25 % DMSO, 25 % FKS, 50 % DMEM) bei
-80 °C in einem Isopropanol-Bad eingefroren (Absenkung der Temperatur von 1 °C/min).
Eine langfristige Lagerung der Zellen erfolgte in fliissigem Stickstoff. Die gefrorenen Zellen
wurden im Wasserbad bei 37 °C ziigig aufgetaut und in ein Zentrifugenréhrchen mit 7.5 ml
Kultur-Medium iiberfiihrt. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand abgesaugt, um das
toxische DMSO schnellstmdglich zu entfernen. AnschlieBend wurde das Pellet resuspendiert

und ausplattiert.

3.1.3 Transfektion von eukaryontischen Zellkulturen
3.1.3.1 Transiente Transfektion mit Plasmiden

Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von < 50 % mit dem jeweiligen Plasmid mittels
FuGene 6 Transfektionsreagenz in einem Verhéltnis von 3:1 FuGene:DNA transfiziert. Nach
24 h wurde das Medium gewechselt. 24 h, 48 h und 72 h nach der Transfektion wurden die

Zellen geerntet.
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3.1.3.2 Stabile Transfektion mit Plasmiden

Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von < 80% mit den entsprechenden
Expressionsplasmiden mittels FuGene 6 Transfektionsreagenz in einem Verhiltnis von 3:1
FuGene:DNA transfiziert. Nach 24 h wurde das Medium gewechselt. 48 h nach Transfektion
wurden die Zellen mit frischem Medium auf eine Konfluenz von ca. 50 % eingestellt und
selektiert. Dabei erfolgte die Selektion je nach dem gewéhlten Expressionsplasmid mit 3 pg
Blasticidin pro ml Medium iiber 11 Tage bzw. 600 pg Zeocin pro ml Medium iiber 14 Tage.
Alle 2 - 3 Tage wurde das Selektionsmedium gewechselt. Sobald die Zellen eine Konfluenz

von ca. 80 % erreicht hatten, wurde diese wieder auf 50 % eingestellt.

3.2 Molekularbiologische Arbeitstechniken
3.2.1 DNA-Techniken
3.2.1.1 DNA-Isolation aus Biopsien durch Phenol-Chloroformextraktion

0.5 cm einer Schwanzbiopsie der Maus wurden in 500 ul Lysepuffer mit 5 pl frischer
Protease K aufgenommen und bei 55 °C iiber Nacht inkubiert. Am nédchsten Tag wurde eine
Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefiihrt, um die Nukleinsduren von den Proteinen zu
reinigen. Dazu wurden zunéchst nicht 16sliche Bestandteile (wie z.B. Knochenreste und
Haare) durch Zentrifugation (20000 x g) bei Raumtemperatur abgetrennt. Der Uberstand
wurde in ein neues Eppendorf-Reaktiongefdl iiberfiihrt, mit 500 pul Phenol (Tris-gesattigt)
versetzt und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert (Rotationsrad). AnschlieBend wurde das
Gemisch zentrifugiert (15 min, 20000 x g, Raumtemperatur). Der Uberstand und die
Interphase  wurden in ein neues Eppendorf-Reaktiongefdl iiberfiithrt, mit 500 pl
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt und erneut 30 min bei Raumtemperatur
unter Rotation inkubiert. Nach anschlieBender Zentrifugation (15 min, 20000 x g,
Raumtemperatur) wurden Uberstand und Interphase erneut in ein neues Eppendorf-
Reaktionsgefal} tiberfiihrt und mit 500 pl Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) versetzt, 5 min
bei Raumtemperatur unter Rotation gemischt und zentrifugiert (15 min, 20000 x g,
Raumtemperatur). Die obere wissrige Phase wurde in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefall
tiberfithrt und mit 500 ul kaltem Isopropanol versetzt. AnschlieBend wurde gemischt, 1
Stunde bei - 20 °C gefillt und 30 min bei 4 °C zentrifugiert (20000 x g). Das Pellet wurde mit
70 % Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (30 min, 20000 x g, 4 °C) wurde das
Pellet in 100 pl TE-Puffer pH 8.0 aufgenommen. Es folgte ein RNA-Verdau durch die Zugabe
von 1 ul RNase (30 min, 37 °C).
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3.2.1.2 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Zur Genotypisierung sowie zur Analyse der Expression von unterschiedlichen Genen in
Zellen bzw. Geweben wurde eine PCR mit spezifischen Primern (Tabelle 20) und der
genomischen DNA bzw. cDNA aus der jeweiligen Zelllinie bzw. dem Gewebe durchgefiihrt.
Die PCR-Reaktion wurde im 25 ul Gesamtvolumen mit 1 x Green GoTaq™ Puffer, 5 nmol
dNTPs, je 5 pmol der beiden Primer und 1 U GoTaq™ DNA Polymerase durchgefiihrt. Die
Proben wurden im Mastercycler (Eppendorf) mit den in Tabelle 27 aufgelisteten Programmen
amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und

auf die korrekte ProduktgrdBe iiberpriift.

Tabelle 27: PCR-Bedingungen. Dargestellt sind die Programme und die Art des verwendeten Templates (Primersequenzen sind der
Tabelle 20 zu entnehmen). Stets wurde das Template fiir 2 min bei 95 °C denaturiert. AnschlieBend wurden je nach Gen und Probe zwischen
17 und 35 Zyklen durchlaufen (45 Sekunden Denaturierung bei 95 °C, 1 min Annealing bei angegebener Temperatur, Elongation bei 72 °C
iiber die angegebene Zeit), gefolgt von einem abschlieBenden Elongationsschritt (10 min bei 72 °C). cDNA: copy DNA, gDNA: genomische
DNA.

Gen Template Annealing Elongation Grofie
T/°C t/s in bp
ANF cDNA 60 30 272
B-Actin cDNA 60 30 112
BMP-4 cDNA 60 30 266
GAPDH cDNA 62 30 191
GATA-2 cDNA 62 60 766
GATA-4 cDNA 62 30 309
H1:G4 gDNA 56 30 402
MIS cDNA 60 30 119
OAS-2 cDNA 60 30 120
StAR cDNA 60 60 980
Tet® gDNA 56 30 442
Tet® RT cDNA 59 30 107

3.2.1.3 Agarosegele zur Auftrennung von DNA-Fragmenten

Agarosegele wurden durch Auflésen von 1 g Agarose in 100 ml 1 x TAE-Puffer fiir ein
1%-iges Gel (w/v) hergestellt. Nach Abkiihlen der Agaroseldsung auf ca. 50 °C wurden 5 pl
Ethidiumbromid (10 mg/ml) hinzugegeben. Die PCR-Produkte enthielten durch den
5x GreenGoTaq™ Buffer bereits einen Ladepuffer, wihrend andere DNA-Proben mit

1x Ladepuffer versetzt wurden. 0.7 ug des 1 Kb Plus DNA Markers wurde als GroBenmarker
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verwendet. Die Elektrophorese wurde bei 10 V/ecm fiir 0.5 - 1 h durchgefiihrt. Die getrennte
DNA wurde unter UV-Licht durch das mit der DNA interkalierende Ethidiumbromid sichtbar.

3.2.1.4 Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Unter UV-Licht wurden die zu eluierenden DNA-Banden ausgeschnitten. Dieses Gelstiick
wurde gewogen. Die Extraktion der DNA erfolgte anschlieBend mittels des QIAquick Gel

Extraction Kits (Qiagen), wobei nach dem Protokoll des Herstellers verfahren wurde.

3.2.1.5 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente wurden durch Klenow-Polymerase unter Verwendung des High Prime DNA
Labeling Kits (Roche Applied Science) radioaktiv mit [a-*>P] dCTP markiert. Dabei wurde
gemal der Angaben des Herstellers verfahren. Um die bei der radioaktiven Markierung nicht
eingebauten Nukleotide von den Oligonukleotiden abzutrennen, wurden G-25 Spin Séulen

(Roche) verwendet. Auch hierbei wurde nach den Angaben des Herstellers verfahren.

3.2.1.6 Southern Blot

Zur Southern Blot Hybridisierung wurden ca. 10 pg mit Restriktionsendonukleasen verdaute
genomische DNA auf einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt. Zum Transfer der DNA aus dem
Agarosegel auf eine Nylonmembran wurde das Gel fiir 15 min in Depurinations-Puffer,
anschlieBend fiir 15 min in Denaturierungs-Puffer und schlieBlich in Neutralisations-Puftfer
geschwenkt, wobei zwischen den einzelnen Schritten das Gel in Millipore geschwenkt wurde.
Danach wurde ein semi dry blot (Kapillarblot) aufgebaut. Dazu wurde das denaturierte Gel
auf eine Briicke aus vier Lagen Whatman-Papier gelegt, wobei die beiden Enden des Papiers
in ein Reservoir aus 10 x SSC eintauchten. Die seitlichen Rénder des Gels wurden mit
Parafilm abgedichtet und die vorbereitete Membran wurde luftblasenfrei auf dem Gel
platziert. Darauf wurde dann die positiv geladene Nylonmembran (Hybond™-N+, Amersham
Bioscience), vier weitere passgenaue Lagen Whatman-Papier und ein ca. 5 cm dicker Stapel
Papiertiicher gelegt. Zum Abschluss wurde der Aufbau durch eine Glasplatte und ein
zusitzliches Gewicht vervollstindigt. Die Blotdauer betrug etwa 20 Stunden. Beim Abbau des
Blots wurde die Position der Geltaschen auf der Membran markiert. AnschlieSend wurde die
Membran 5 min mit Phosphatpuffer gewaschen, getrocknet, mit dem Stratalinker von

Stratagene gecrosslinked und in 5 ml Hybridisierungslosung bei 65 °C inkubiert. Nach 10 min
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wurden 50 pl Heringssperma-DNA zugefiigt und weitere 20 min bei 65 °C inkubiert.
Wihrend dessen wurde die radioaktiv markierte Sonde fiir 5 min bei 95 °C denaturiert und fiir
5 min auf Eis gekiihlt. AnschlieBend wurde die radioaktiv markierte Sonde zur
Hybridisierungslosung gegeben. In dieser Losung wurde die Membran dann 24 Stunden
inkubiert. Zum Waschen wurde die Membran mit Waschpuffer bei 65 °C inkubiert, wobei der
Puffer jeweils nach 40 und 20 min einmal gewechselt wurde. Nach dem Waschen wurde die
Membran sofort auf ein in 2 x SSC getrianktes Stiick Whatman-Papier gelegt, in
Frischhaltefolie eingepackt und an einen Phosphoimager-Film angelegt. Nach 2 bis 3 Tagen

erfolgte die Detektion durch Anlegen des Films an einen Phosphoimager.

3.2.1.7 Strippen einer hybridisierten Nylonmembran

Eine Nylonmembran kann mehrmals fiir Hybridisierungen mit verschiedenen Sonden
verwendet werden. Um ein vollstindiges Entfernen der gebundenen Sonde ermdglichen zu
konnen, ist streng darauf zu achten, dass die Membran unter keinen Umsténden eintrocknet.
Fiir ein erfolgreiches Strippen wurde die Nylonmembran fiir ca. 30 min bei 95 °C mit 0.5 %

SDS inkubiert.

3.2.2 Klonierungstechniken
3.2.2.1 Praparativer Restriktionsverdau

Um die fiir eine Klonierung benétigten DNA-Mengen aus einem Plasmid zu spalten, wurden
50 pg der DNA mit 100 U des Restriktionsenzyms unter den vom Hersteller angegebenen
Reaktionsbedingungen inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine elektrophoretische Auftrennung
des Ansatzes auf einem Agarosegel. Die gewiinschte Bande wurde unter UV-Licht

ausgeschnitten und aus dem Gel eluiert.

3.2.2.2 Dephosphorylierung von Vektor-DNA-Enden

Isolierte DNA wurde durch Zugabe von 1 pl CIAP (1 U/ul) fiir 5 min bei 37°C
dephosphoryliert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 3 pl EDTA (250 mM) und Erhitzen
auf 65°C fiir 15 min abgestoppt.
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3.2.2.3 Phenol-Chloroformextraktion und Reinigung der DNA

Die DNA-L6sung wurde mit einem Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
gemischt. Nach einer Zentrifugation fiir 5 min bei 16.000 x g wurde die DNA-enthaltende
obere wissrige Phase in ein neues Reaktionsgefal liberfiihrt. Bei Bedarf wurde die Extraktion

mit einem Volumen Chloroform wiederholt.

3.2.2.4 DNA-Fallung

Die DNA wurde mit 0.1 Volumen 3 M Natriumacetat, 2.5 Volumen 100 % (v/v) Ethanol und
mit 1 pl Glycogen fiir 1 Stunde bei -20 °C gefillt. Nach der Zentrifugation (20000 x g,
10 min, 4 °C) wurde das Pellet mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und in einem

angemessenen Volumen millipore Wasser gelost.

3.2.2.5 Ligation von shRNA-Matrizen in den shRNA-Expressionsvektor

100 pmol der sense shRNA-Matrize und 100 pmol der antisense shRNA-Matrize wurden
zusammen mit 5 ul Annealing-Puffer in einem Gesamtvolumen von 50 pl 5 min auf 95 °C
erhitzt und anschlieBend langsam wieder auf Raumtemperatur gekiihlt. 1 ul der annealten
shRNA-Matrize wurden anschlieBend mit 50 ng des geschnittenen shRNA-
Expressionsvektors (pTER", geschnitten mit Bg/-1I und Hind-I1I, publiziert und erhalten von
Dr. van de Wetering)™’ ligiert. Die Ligation erfolgte mit einem Fiinftel des 5 x DNA Ligase
Puffers sowie 1 pul T4 DNA Ligase (1 U/ul) in einem Reaktionsvolumen von 10 pl fiir

8 Stunden bei 16 °C. Der Ligationsansatz wurde bis zur Transformation bei 4 °C gekiihlt.

3.2.2.6 Transformation von Bakterien

SoloPack® Gold Supercompetent Cells (Stratagene) wurden auf Eis aufgetaut und
anschlieend leicht gemischt. Nach Zugabe von 1 ul XL10-Gold B-Mercaptoethanol Mix
wurden die Zellen fiir 10 min auf Eis inkubiert, wobei sie alle 2 min leicht gemischt wurden.
100 ng DNA wurden hinzugegeben und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Ein Hitzeschock von
42 °C wurde fiir 1 min durchgefiihrt. Nach einer Inkubation fiir 2 min auf Eis wurden 150 pl
vorgewarmtes S.O.C. Medium hinzugegeben. Der Transformationsmix wurde fiir 1 h bei

37 °C und 300 rpm auf dem Thermomixer inkubiert. 10 - 100 ul des Mixes wurden auf
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LB-Agarplatten mit 50 pg/ml Ampicillin und je nach Bedarf 300 pl/l X-Gal ausgestrichen und
iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.2.2.7 Minipraparation

Fiir eine Miniprdparation der Plasmid-DNA wurden 4 ml LB-Medium (mit 50 pg/ml
Ampicillin) mit einer einzelnen Kolonie der SoloPack® Gold Supercompetent Cells, die das
geeignete Plasmid enthielt, angeimpft und in einem Schiittelinkubator bei 200 rpm und 37 °C
fiir 12-16 h inkubiert. Zur Aufreinigung der Plasmid-DNA wurde der QIAprep® Spin
Miniprep Kit (Qiagen) nach dem Protokoll des Herstellers verwendet.

3.2.2.8 Maxipraparation

Fiir eine Maxiprédparation der Plasmid-DNA wurden 150 - 250 ml LB-Medium (50 pg/ml
Ampicillin) mit 5 pl einer Minikultur, welche das geeignete Plasmid enthielt, angeimpft und
in einem Schiittelinkubator bei 200 rpm und 37 °C fiir 12 - 16 h inkubiert. Zur Aufreinigung
der Plasmid-DNA wurde der QIAGEN Plasmid Maxi Kit (Qiagen) nach dem Protokoll des

Herstellers verwendet.

3.2.2.9 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte mit einem Photometer. Dabei wurden die
Lichtabsorptionen bei 260 nm im Vergleich zum reinen Losungsmittel gemessen, wobei eine
optische Dichte bei 260 nm (OD,s) von 1.0 einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml
entspricht. Die Reinheit der Probe wurde durch den Quotienten OD,40/OD,go bestimmt; dieser

Wert sollte bei 1.8 liegen.

3.2.2.10 Analytischer Restriktionsverdau

Fiir einen analytischen Restriktionsverdau wurden 2 pg DNA eingesetzt. Diese wurde mit
5 bis 10 U einer entsprechenden Restriktionsendonuklease versetzt. Die Pufferbedingungen
wurden nach den Herstellerangaben gewihlt. Das Endvolumen betrug 20 pl. Die Inkubation

erfolgte nach den Empfehlungen des Herstellers.
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3.2.2.11 Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der Kettenabbruchmethode von Sanger’’® durch die

Firma AGOWA (www.agowa.de).

3.2.3 RNA-Techniken
3.2.3.1 Isolierung von RNA und Quantifizierung
3.2.3.1.1 Isolierung von RNA aus Zellen

Die RNA wurde aus bis zu 5 x 10° Zellen einer < 80 % konfluenten T75 Zellkulturflasche
mittels RNeasy Mini Kit (Qiagen) nach dem Protokoll des Herstellers isoliert. Die RNA-
Isolierung aus in 6-Well-Platten kultivierten Zellen wurde mittels Trizol® Reagent-Extraktion
nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Die Quantifizierung der RNA erfolgte durch
Messung der optischen Dichte bei 260 nm, wobei ODys = 1.0 einer Konzentration von

40 pg/ml entsprach. Die RNA wurde bei -80 °C gelagert.

3.2.3.1.2 Isolation von RNA aus Organen

100 mg zerstiickeltes Gewebe wurden in 1 ml Trizol® Reagent-Extraktion aufgenommen und
mit einer Spritzenkaniile (21 G) homogenisiert. AnschlieBend wurde die Suspension
zentrifugiert (12000 x g, 10 min, 2 °C). Der Uberstand wurde abgenommen, es wurden 160 pl
Chloroform dazugegeben und 15 s gemischt. Nach einer Inkubation bei Raumtemperatur fiir 5
min wurde die Losung zentrifugiert (12000 x g, 15 min, 4 °C). Die obere Phase wurde in ein
frisches Eppendorf-Reaktionsgefil} iiberfiihrt und mit 625 ul Isopropanol und 1 pl Glycogen
versetzt. Nach einer Inkubation von 10 min bei Raumtemperatur wurde die Ldsung
zentrifugiert (12000 x g, 10 min, 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet einmal
mit 75 % Ethanol (v/v) in DEPC-Wasser gewaschen und getrocknet. SchlieBlich wurde das
Pellet in einem geeigneten Volumen (10 - 30 ul) DEPC-Wasser gelost. Die RNA wurde

vermessen und bei -80 °C gelagert.
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3.2.3.2 Reverse Transkription

2 pg RNA wurden mit 1 pl Oligo(dT);s Primer und 1 pl 10 mM dNTPs fiir 5 min bei 65 °C in
einem Thermomixer denaturiert und fiir 2 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe eines Mixes
aus 4 ul 5 x First-Strand Buffer, 2 p1 0.1 M DTT, 1 ul 40 U/ul RNasin sowie 0.5 ul 200 U/ul
MMLV-Reverse Transkriptase wurde die Probe fiir 50 min bei 37 °C und fiir 15 min bei 70 °C
inkubiert. Die cDNA wurde bei -20 °C gelagert.

3.2.3.3 Real-time PCR

Fiir die Quantifizierung der RNA wurde eine TagMan Real-time PCR mit kommerziell
erhiltlichen Primern (TagMan® Gene Expression Assays, Tabelle 14) und dem TagMan®
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) nach dem Protokoll des Herstellers
durchgefiihrt (20 pl-Ansatz, Denaturierung auf 20 s erhoht). Die RNA-Menge wurde anhand
von Standardreihen mit dem Programm iCycler 1Q 3.1.7050 (Bio-Rad Laboratories) errechnet

und im Verhiltnis zur Menge der mRNA des Referenzgens angegeben.

3.3 Proteinbiochemische Arbeitstechniken
3.3.1 Isolation von Proteinen
3.3.1.1 Gesamtzellprotein-Extrakte aus der Zellkultur

Zellen wurden bei einer Konfluenz < 80% trypsiniert und in 50 ml-Falcon®-Réhrchen
pelletiert. Das Pellet wurde mit kaltem 1 x PBS gewaschen, in 5 Volumen RIPA-Puffer
aufgenommen und in einem Reaktionsgefal fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation
fiir 10 min bei 20800 x g und 4 °C wurde der Uberstand in ein neues 1.5 ml-Reaktionsgefif
tiberfiihrt. Der Ganzzellprotein-Extrakte wurde bei -80 °C gelagert.

3.3.1.2 Gesamtzellprotein-Extrakte aus Organen

1000 mg zerstiickeltes Gewebe wurde in 500 pl RIPA-Puffer aufgenommen und durch
Sonifizierung homogenisiert. Nach Zentrifugation fiir 15 min bei 20800 x g und 4 °C wurde
der Uberstand in ein neues 1.5 ml-ReaktionsgefdB iiberfiihrt. Der Ganzzellprotein-Extrakt
wurde bei -80 °C gelagert.
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3.3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Konzentrationen der Ganzzellprotein-Extrakte wurden mit dem Protein Assay Reagent
von Bio-Rad Laboratories nach der Bradford-Methode anhand des Protokolls des Herstellers

ermittelt.

3.3.3 Auftrennung von Proteinen durch SDS-PAGE

Proteinextrakte (aus Zellkultur: 20 pg, aus Organen: 50 pg) wurden auf Novex® 4 - 20%
Tris-Glycin-Gelen (Invitrogen) unter denaturierenden Bedingungen (1 x Laufpuffer)
aufgetrennt. Die Elektrophorese der zuvor fiir 5 min bei 95 °C denaturierten Proben wurde in
einem Tank (XCell SureLock™ Mini-Cell, Invitrogen) bei 20 mA fiir ca. 15 min und dann bei
30 mA fiir 1 - 2 h durchgefiihrt. Als Marker fiir das Molekulargewicht wurde Precision Plus

Protein Standards Dual Color (Bio-Rad Laboratories) verwendet.

3.3.4 Western Blot

Die mit der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden auf eine Nitrocellulosemembran
(0.45 um) mittels Elektrotransfer im Tanksystem iiberfiihrt. Das Gel wurde in einem fertigen
Nitrocellulose Membrane Filter Paper Sandwich (Invitrogen) auf die Kathodenseite des XCell
II™ Blot Modules (Invitrogen) platziert. Der Transfer wurde im 1x Transferpuffer fiir 1.5 h
bei 30 V/Gel auf Eis durchgefiihrt. Die Membran wurde anschlieBend in TBS-T mit 5 % (w/v)
Magermilch fiir 1 h bei Raumtemperatur oder {iber Nacht bei 4 °C geblockt. Nach Waschen in
TBS-T (3 x 5 min) wurde die Membran mit dem primiren Antikérper fiir 1 h bei
Raumtemperatur oder tiber Nacht bei 4 °C auf einem Schiittler inkubiert. Anschlieend wurde
die Membran in TBS-T gewaschen (2 x abspiilen, 1 x 15 min, 2 x 10 min) und mit dem
sekundidren HRP-gekoppelten Antikdrper fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
weiteren Waschschritten (2 x abspiilen, 1 x 15 min, 2 x 10 min) wurden die Proteine mit ECL

Detection Reagents (Amersham Biosciences) detektiert. Tabelle 9 und

Tabelle 10 zeigen die verwendeten Antikorper und deren Verdiinnungen.

3.4 Immunhistochemie

Die Paraffin-Einbettung und Anfertigung der Schnittserien der Teratome sowie die

Hamatoxylin-Eosin (HE) Farbungen wurden von Dr. Nanette Sarioglu (Institut fiir Pathologie
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und Paidopathologie CVK, Charité - Universititsmedizin Berlin) bzw. die GATA-4
immunhistochemischen Farbungen der Teratome von Dr. Anya Ivanova (AG Molekulare

Neonatologie) durchgefiihrt.

3.4.1 Immunhistologische Farbungen

Die Schnitte wurden zundchst mit Xylol entparaffinisiert und durch eine absteigende
Ethanolreihe (100 % bis 30 %) rehydriert. AnschlieBend wurden die Schnitte mit PBS
gewaschen und mit 1 ml Blocking-Puffer fiir 30 min bei Raumtemperatur in einer feuchten
Kammer inkubiert. Nachdem die Schnitte erneut mit 1 x PBS gewaschen wurden, erfolgte die
Inkubation mit den jeweiligen primédren Antikoérpern (20 pl pro Gewebeschnitt) bei 4 °C {iber
Nacht. Fiir Doppelfarbungen wurden beide primdren Antikorper gleichzeitig aufgetragen.
Negativkontrollen wurden ohne die priméren Antikdrper inkubiert und durchliefen analog alle
weiteren Farbeschritte. Am nichsten Tag wurden die Schnitte mit PBS und 3 mal mit
Blocking-Puffer fiir jeweils 10 min gewaschen. AnschlieBend wurden die Schnitte fiir 1 h bei
Raumtemperatur mit den korrespondierenden sekundédren Antikdrpern inkubiert und mit PBS
gewaschen, gefolgt von 3 Waschschritten mit Blocking-Puffer fiir jeweils 10 min. Hiernach
wurden die Schnitte erneut mit PBS gewaschen und kurz an der Luft getrocknet, bevor sie mit
Vectashield Mounting Medium H-1200 mit DAPI eingedeckelt wurden. Eine Versiegelung der

Schnitte erfolgte durch eine Umrandung des Deckglidschens mit klarem Nagellack.

3.4.2 Bildaufnahme und digitale Bildbearbeitung

Die Mikroskopie erfolgte mit einem hochauflésenden Mehrkanal-Fluoreszenzmikroskop
(AxioPlan 2 Imaging System, Carl Zeiss), an welches eine Digitalkamera (AxioCAM MRc,
Carl Zeiss) angeschlossen war. Die Bilder wurden mit dem Programm AxioVision 4.2 (Carl
Zeiss) aufgenommen und digital bearbeitet. Bilder der Negativkontrollen wurden mit den

gleichen Belichtungszeiten wie die positiv gefarbten Préparate aufgenommen.

3.5 Generierung transgener Mause durch Mikroinjektion

Die Generierung der transgenen Maduse erfolgte durch Mikroinjektion der unter 4.2
beschriebenen Konstrukte in den Vorkern von FvB Mausembryonen. Die Arbeiten dazu

wurden an der University of Florida durch die Transgenic Mouse Core Facility durchgefiihrt.
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3.6 Statistische Analysen

Die statistische Signifikanz der Unterschiede zwischen zwei Mittelwerten wurde unter
Annahme der Normalverteilung mittels Student’s #-Test untersucht. Ein p-Wert < 0.05 wurde

als signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Etablierung des induzierbaren GATA-4 RNA-Interferenz Systems in vitro

Fiir die Etablierung des induzierbaren RNA Interferenz (RNAi) Systems in vitro, wurde die
murine Myoblasten Zelllinie C2C12 als Modellsystem ausgewéhlt. Diese Zellen exprimieren
sowohl GATA-2 als auch GATA-4 (Abbildung 5). GATA-2 soll bei spéteren Untersuchungen
als Kontrolle fiir mogliche off-target effects (siche Kapitel 1.7.2) dienen.
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Abbildung 5: Expressionsanalyse von GATA-2 und GATA-4 in murinen Myoblasten (C2C12-Zellen).
(A) RT-PCR Analyse der GATA-2, GATA-4 und GAPDH Expression (jeweils 28 Zyklen). Die Auftrennung
erfolgte in einem 1.5%igem Agarose-Gel. (B) Western Blot Analyse der GATA-2, GATA-4 und a-Tubulin
Expression. Auftrennung von 20 pg Gesamtzellprotein-Extrakt in einem 4 - 20%igen Tris-Glycin Gel. Detektion
durch spezifische Antikorper (siehe 2.3, GATA-4 AK: goat polyclonal).

4.1.1 Lokalisation potentieller siRNAs gegen GATA-4 (siGATA-4)

Das murine GATA-4 Gen befindet sich auf dem Chromosom 14 und ist aus 7 Exons
aufgebaut. Die fiir GATA-4 kodierende Sequenz beginnt im Exon II, 608 nt downstream von
der Transkriptionsstartstelle und endet im Exon VII an Position 1933. Durch eine Online-
Software der Firma Eurogentec (siche 2.11) wurden auf Grundlage dieser Sequenz zwei
potentiell gegen GATA-4 gerichtete siRNA-Konstrukte (siGATA-4) identifiziert (vgl.
Abbildung 6). Diese befinden sich an Position 1214-1234 (siGATA-4/1) und 1242-1262
(shGATA-4/2), jeweils bezogen auf die Transkriptionsstartstelle (Abbildung 6 A). Dabei ist
siGATA-4/1 exoniiberspannend (die ersten 5 nt befinden sich im Exon II, die restlichen 14 nt
befinden sich im Exon III) und wurde zudem als funktionierende siGATA-4 in einem
humanen Modellsystem beschrieben; die Homologie zur korrespondierenden humanen
siRNA-Sequenz betrigt 95 %.">” Die siGATA-4/2 ist ausschlieBlich im 5’ Bereich des Exon
IIT lokalisiert (Abbildung 6 A).
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Sequenzen der siRNA
(19 bp)

GATCCCTCTCGATATGTTTGATGACT TCAAGAGAGTCATCAAACATATCGAGATTTTTGGAAA shGATA-4(1214-1234)

|TCTCGATATGTTTGATGAC| |GGCAGAGAGTGTGTCAATT

GATCCCGGCAGAGAGTGTGTCAATTTTCAAGAGAAATTGACACACTCTCTGCCTTTTTGGAAA shGATA-4(1242-1262)

GATCCCGTTAACTTCTTAATTGTGGTTCAAGAGACCACAATTAAGAAGTTAACTTTTTGGAAA shScram

Bgl-1l Loop Hind-Ill
GATCCC TTCAAGAGA TTTTT GGAAA
GG AAGTTCTCT AAAAA CCTTTTCGA

pTER:shRNA
4.4 kb

Abbildung 6: Lokalisation der siRNAs gegen GATA-4 und deren Klonierung in einen Expressionsvektor.
(A) Schematische Darstellung des genomischen GATA-4 Lokus (Chromosom 14, NCBI Gen-Bank Nummer:
NT _039606), der GATA-4 mRNA (+1: Transkriptionsstartstelle; 608: Translationsstartstelle; TAA: Stopkodon,
NM_008092), der kodierenden mRNA Sequenz (Basenpaar 608 - 1933, bezogen auf die mRNA, NM_008092)
und der Lokalisation der gegen GATA-4 gerichteten siRNAs (siGATA-4) auf der mRNA (dargestellt ist jeweils
die Sense-Sequenz, Nummern der siGATA-4 beziehen sich auf die Transkriptionsstartstelle (+1)). (B) siGATA-4
kodierende shRNA-Matrizen (RSS: Restriktionsschnittstelle, 5°’: Bgl-II, 3’: Hind-1II; Ts: Poly-T-Signal;
shScram: scramble shRNA, nicht-kodierende shRNA, Fett: Sense- bzw. Antisense-Strang). (C) Darstellung der
Vektorkarte von pTER:shRNA. Klonierung der in (B) dargestellten shRNA-Matrizen in den Basisvektor pTER.
Abkiirzungen: H1:TO: durch den Tetrazyklin-Operator (TO) modifizierter H1-Promotor. Amp®: Ampicillin-
Resistenzgen, Zeo": Zeocin-Resistenzgen.
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Basierend auf diesen Sequenzen wurden gegen GATA-4 gerichtete shRNA-Matrizen
(shGATA-4), sowie eine nicht kodierende shRNA-Matrize (shScram) entwickelt. Die
Nomenklatur der shGATA-4 Konstrukte ist analog zu den siGATA-4 Konstrukten gewdhlt
(Abbildung 6 B). Diese wurden in den induzierbaren shRNA-Expressionsvektor pTER
kloniert (pTER:shRNA; Abbildung 6 C) und anschlieBend sequenziert.>” pTER verfiigt iiber
einen HI-Promotor (Pol III), welcher durch einen Tetrazyklin-Operator (TO) modifiziert
wurde (H1:TO). Nach Bindung des Tetrazyklin-Repressors (Tet") an diese Sequenz kommt es
zur Blockade des H1-Promotors, wodurch die Expression der shRNA nicht mehr erfolgen
kann. Durch die Zugabe von Doxyzyklin dndert der Tet" seine Konformation und 16st sich

vom TO, wodurch die Transkription der shRNA induziert wird (Abbildung 7).

A B C D

o(3)
shRNA shRN ShRNA

| | | S| | E—

|vs
pcDNAG6/TR

67kb 1o H1:TO H1:TO H1:TO
PA 4 TetR (-) TetR (+) TetR (+)
Dox (-) Dox (-) Dox (+)

Abbildung 7: Prinzip des durch Doxyzyklin (Dox) induzierbaren RNAi Systems. (A) Vektorkarte des
pcDNAG/TR. Das Plasmid kodiert den Tetrazyklin-Repressor (Tet"), welcher den H1:TO Promotor durch
Bindung an den TO blockiert. CMV: Cytomegalievirus-Promotor; IVS: B-Globin Intron II (Hase); Tet": Tet"-
Gen; pA: Simian Virus 40 (SV40) Polyadenylierungs-Signal. (B - D) Darstellung des H1:TO Promotors von
pTER:shRNA. (B) Bei Abwesenheit des Tet" ist der Promotor fiir Pol III zuginglich. (C) Der Promotor wird
durch den Tet® (graues Dreieck) blockiert. (D) Durch die Applikation von Doxyzyklin (Sechseck) andert der Tet®
seine Konformation und 16st sich vom Promotor.

4.1.2 Suppression von GATA-4 in vitro

Um die Funktionalitdt und Spezifitdt der shGATA-4 Expressionsplasmide (pTER:shGATA-4)
zu untersuchen, wurden sowohl C2C12-Zellen als auch Tet®-exprimierende C2C12-Zellen
(C2C12™) mit pTER:shGATA-4/1 und pTER:shGATA-4/2 transfiziert (Abbildung 8). In
C2C12-Zellen wurde dabei durch beide pTER:shGATA-4 die mRNA-Expression von
GATA-4 supprimiert, wihrend in C2C12™%-Zellen kein Effekt festzustellen war. Auch die
Transfektion von pTER (Leervektor ohne shRNA-Matrize) oder pTER:shScram zeigte in
beiden Zelltypen keinen Effekt (Abbildung 8 B). Eine leichte Suppression der Protein-
Expression von GATA-4 konnte in C2C12-Zellen nur durch pTER:shGATA-4/1 erreicht
werden (Abbildung 8 C). Aufgrund des stirkeren Suppressionspotentials durch
pTER:shGATA-4/1 wurden C2C12™®-Zellen mit diesem Plasmid stabil transfiziert

(C2C12™6%) ~ Anschliefend wurde in diesen Zellen die Induzierbarkeit des shGATA-4
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2TRS0G4_70llen mit

Expressionssystems durch Doxyzyklin untersucht. Dazu wurden C2Cl1
verschiedenen Doxyzyklin-Konzentrationen iiber unterschiedliche Zeitintervalle inkubiert,
wobei sowohl nach Applikation von 2.5 pg Doxyzyklin pro ml Medium iiber 3 Tage, als auch
durch die Applikation von 5 pg Doxyzyklin pro ml Medium {iber 7 Tage eine deutliche

Suppression der GATA-4 Protein-Expression induziert wurde (Abbildung 8 D).
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Abbildung 8: Suppression von GATA-4 in C2C12-Zellen. (A) Generierung Tet®-exprimierender C2C12-
Zellen (C2C12™). C2C12-Zellen wurden mit pcDNAG6/TR stabil transfiziert. RNA Extrakte wurden mittels RT-
PCR Analyse untersucht. (B) Suppression von GATA-4 durch shGATA-4/1 und shGATA-4/2 in C2C12-Zellen,
jedoch nicht in C2C12™-Zellen. C2C12-Zellen und C2C12™-Zellen wurden jeweils mit pTER, shScram,
shGATA-4/1 und shGATA-4/2 transfiziert. Vier Tage nach Transfektion wurden RNA Extrakte mittels RT-PCR
untersucht. (C) Suppression von GATA-4 auf translationaler Ebene durch shGATA-4/1 in C2C12-Zellen, jedoch
nicht in C2C12"®-Zellen. Die Zellen wurden jeweils mit pTER, shGATA-4/1 und shGATA-4/2 transfiziert. Vier
Tage nach Transfektion wurden Gesamtzellprotein-Extrakte mittels Western-Blot Analyse untersucht. (GATA-4:
goat polyclonal) (D) Suppression von GATA-4 auf translationaler Ebene mittels Doxyzyklin-induzierbarer
shGATA-4/1 in C2C12™"% Zellen. C2C12™-Zellen wurden mit shGATA-4/1 stabil transfiziert (C2C 125"
und iiber 3 Tage bzw. 7 Tage mit Doxyzyklin (Dox) inkubiert. Vier Tage nach Transfektion wurden
Gesamtzellprotein-Extrakte mittels Western-Blot Analyse untersucht (GATA-4: goat polyclonal). Abkiirzungen:
NTC: No-Template-Control (Negativkontrolle); pTER: Leervektor ohne shRNA-Matrize; shScram: pTer-Vektor
mit unspezifischer shRNA-Sequenz; shGATA-4/1: pTER-Vektor mit shGATA-4/1-Sequenz; shGATA-4/2:
pTER-Vektor mit sShGATA-4/2-Sequenz.

4.2 Generierung von Mausmutanten

Mittels Mikroinjektion wurden transgene Mause erzeugt, welche das induzierbare shGATA-
4/1 Expressionskonstrukt (H1:G4) und das Tet"-kodierende Konstrukt (Tet") tragen
(Abbildung 9).
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A B

AmpR H1:TO shGATA-4 CcMV VS TetR pA

Abbildung 9: Aufbau der H1:G4 und Tet® Konstrukte. Die Konstrukte wurden durch Restriktionsspaltung
der Triagerplasmide und anschlieBende Auftrennung in einem 1.5%igen Agarosegel isoliert (nicht gezeigt). (A)
H1:G4 Konstrukt (1.9 kb). Restriktionsspaltung von pTER:shGATA-4"2'"*'3% mit Sca-1 und Stu-1. (B) Tet"-
kodierende Konstrukt (2.5 kb). Restriktionsspaltung von pcDNA6/TR mit Sa/-I und Xho. Abkiirzungen:
H1:TO: durch den Tetrazyklin-Operator (TO) modifizierter H1-Promotor; Amp": Ampicillin-Resistenzgen;
CMV: Cytomegalievirus-Promotor; IVS: B-Globin Intron II (Hase); Tet®: Tet*-Gen; pA: Simian Virus 40 (SV40)
Polyadenylierungs-Signal.

Dazu wurden die Konstrukte zunéchst auf eine Endkonzentration von 2 ng/pl je Konstrukt
eingestellt und gepoolt. Anschliefend wurde in den ménnlichen Vorkern von insgesamt 494
kiinstlich befruchteten Eizellen der Maus je 1 pl der gepoolten DNA-LSsung injiziert. Jeweils
ca. 20 der so behandelten Eizellen wurden in insgesamt 25 scheinschwangere Mausweibchen

transferiert (Tabelle 28).

Tabelle 28: Mikroinjektionen zur Generierung der transgenen H1:G4/Tet® Mausmutante

Injektions Nr. Injizierte Eizellen (IE) Weibchen Nachkommen (N) N/IE transgene Nachkommen
1 240 12 25 10 % 0
2 40 2 9 23 % 0
3 104 5 61 59 % 0
4 110 6 26 24 % 2

Die insgesamt 121 Nachkommen wurden auf die Integration der DNA-Konstrukte mittels
PCR und Southern Blot Analyse (Abbildung 11) untersucht, wobei lediglich zwei transgene
Tiere identifiziert wurden. Dabei handelte es sich um ein Minnchen, bei welchem beide
Transgene nachgewiesen werden konnten, und ein Weibchen, welches lediglich das Tet®-
Konstrukt aufwies. Die Expansion der Kolonie erfolgte durch Verpaarung des transgenen
Minnchens (H1:G4/Tet®) mit Wildtyp-Weibchen. Durch anschlieBende Verpaarung der
Nachkommen wurden in der F,-Generation Mutanten erzeugt, welche 66 + 4 Kopien des
H1:G4 Transgens und 50 + 8 Kopien des Tet® Transgens bzw. 30 + 4 Kopien des H1:G4
Transgens und 20 + 4 Kopien des Tet® Transgens aufwiesen (Abbildung 11). Basierend auf
diesem Befund wurden die Nachkommen mit der hoheren Kopienzahl (> 50 Kopien je
Transgen) als ,,high copy* und die mit der geringeren Kopienzahl (< 50 Kopien je Transgen)
als ,,Jlow copy* bezeichnet. Fiir die weiteren Verpaarungen wurden lediglich ,,high copy* Tiere

verwendet.
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Abbildung 10: Strategie zur Identifikation der Transgene im Genom der Maus durch Southern-Blot
Analyse. (A) Das H1:G4 Transgen enthdlt an Position ~ + 0.8 kb eine einzelne Restriktionsschnittstelle fiir
Hind-111. Nach Spaltung der genomischen DNA mit Hind-IIl ist ein Fragment von mindestens 1.1 kb zu
erwarten. Die fiir die Detektion erforderliche Sonde (H1:G4-Sonde) wird durch einen Hind-111/Stu-1
Restriktionsverdau des Plasmids pTER:shGATA-4 isoliert (schwarzer Balken). (B) Das Tet" Transgen enthilt an
Position ~ 0.9 kb eine einzelne Restriktionsschnittstelle fiir Hind-111. Nach Spaltung der genomischen DNA mit
Hind-III ist ein Fragment von mindestens 1.6 kb zu erwarten. Die fiir die Detektion erforderliche Sonde (Tet"-
Sonde) wird durch einen Hind-111/Xho-1 Restriktionsverdau aus dem Plasmid pcDNAG6/TR (Abbildung 7 A)
isoliert (schwarzer Balken). Gezackte Line: flankierende genomische DNA. Symbole in Analogie zu
Abbildung 9.
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Abbildung 11: Genotypisierung transgener H1:G4/Tet® Mausmutanten. (A) Southern-Blot Analyse einer
transgenen Maus (TG) und einer Wildtyp-Maus (WT). Genomische DNA wurde aus Schwanzbiopsien isoliert,
durch Hind-11I gespalten und in einem 1.5%igem Agarosegel aufgetrennt. Nachweis der Transgene durch die in
Abbildung 10 dargestellten Sonden. Fragment-GroBen bei TG: H1:G4: 2.2 kb; Tet": 2.6 kb (B) Identifikation
von ,high copy” (HC) und ,,low copy“ (LC) Mausmutanten durch Bestimmung der Kopienzahl der Transgene.
Die Intensitdt der Banden aus der Southern-Blot Analyse wurde mittels Densitometrie ermittelt und mit der
Intensitdt der Banden des B-Globin Gens verglichen (n=3). Die Kopienzahlen der Transgene beziehen sich auf
jeweils eine Kopie des B-Globin Gens. (C) Genotypisierung H1:G4/Tet® und Tet® transgener Mausmutanten
durch PCR-Analyse. Abkiirzungen: (+): Positivkontrolle (H1:G4: pTER:shGATA-4, Tet®: pcDNAG6/TR); (-):
Negativkontrolle; WT: Wildtyp. H1:G4: induzierbares shGATA-4-Transgen, Tet®: Tet"-kodierendes Transgen.
Signifikanzen (*) beziehen sich auf das ,,high copy* H1:G4-Transgen (p < 0.05).

54



Ergebnisse

4.2.1 Identifikation der Integrationsmuster der Transgene

Die DNA-Konstrukte sind nach dem Zufallsprinzip in das Mausgenom integriert. Neben
Einfachintegrationen kann es zu sog. Tandemintegrationen kommen, bei denen sich die

Konstrukte direkt aneinander lagern und sich kettenférmig integrieren (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Identifikation der Integrationsmuster der Transgene in das Mausgenom. Darstellung der
hypothetischen Integrationsmuster des H1:G4-Transgens (A) und des Tet®-Transgens (B). Gezackte Line:
flankierende genomische DNA. Symbole in Analogie zu Abbildung 9 gewédhlt. (C) Genotypisierung der
parentalen, der F1 und der F2 Generation (jeweils ,,high copy®). Aus einer Gewebeprobe wurde DNA isoliert
und mit Hind-IIT verdaut. Die gespaltene genomische DNA wurde elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine
Nylonmembran geblottet. AnschlieBend wurde diese mit der H1:G4 Sonde respektive Tet® Sonde hybridisiert.
Genotypisierung einer Maus der parentalen Generation (P), der F1-Generation (F;) und F2-Generation (F,).
Single Integration (S) und Tandem Integration (T).
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Je nach Integrationstyp ergeben sich im Southern Blot unterschiedliche BandengréBen,
wodurch beide Transgene nach einem Hind-III Restriktionsverdau detektiert werden. Hind-I11
schneidet in beiden Fillen Integrationsvarianten innerhalb des Transgens. Die Sonden sind so
konzipiert, dass sie in beiden Fillen den Downstream-Bereich des Transgens detektieren. Bei
einer Einzelintegration werden im Fall des H1:G4 Transgens Fragmentgrofen von mindestens
1.1 kb erwartet. Im Fall des Tet® Transgens werden FragmentgroBen von mindestens 1.6 kb
erwartet (Abbildung 12). 5°—>3° Tandemintegrationen fiihren bei Vorliegen des H1:G4
Transgens zu einer FragmentgroBe von 1.8 kb bzw. bei Vorliegen des Tet® Transgens zu einer
Fragmentgrole von 2.6 kb. Hingegen fiihren 3°—5’ Tandemintegrationen zu einer
Fragmentgrofe von 2.2 kb bei Vorliegen des H1:G4 Transgens und zu einer Fragmentgrofe
von 3.2 kb bei Vorliegen des Tet" Transgens. Weiterhin sind kombinierte Tandemintegrationen
beider Transgene denkbar. In der Abbildung 12 C wird gezeigt, dass verschiedene
Integrationsvarianten in der H1:G4/Tet® Mausmutante nachweisbar sind und das
Integrationsmuster liber verschiedene Generationen erhalten bleibt. Somit ist nicht nur von
einer Kointegration von H1:G4 und Tet®, sondern auch von einer konstanten Vererbung der

Transgene auszugehen.

4.3 Etablierung des Doxyzyklin-induzierbaren in vivo Systems am Herzen

Als Modellorgan fiir die Untersuchung der Effektivitit bzw. Funktionalitit des Doxyzyklin-
induzierbaren shGATA-4-Systems wurde das Herz gewihlt. GATA-4 ist nicht nur fiir die
normale Entwicklung des Herzens von groBer Bedeutung.>?® Auch im ausgeprigten Herzen

sind zahlreiche Zielgene von GATA-4 identifiziert,'*”!*®

weshalb nach der Suppression von
GATA-4 ein kardialer Phénotyp zu erwarten war. Alle Mausmutanten wurden im Alter von ca.

3 Monaten untersucht.

4.3.1 Untersuchung der Tet®-Expression in den transgenen Mausen

In ersten Untersuchungen wurde auf die Expression des Tet® in den Herzen homozygoter
H1:G4/Tet® Mausmutanten und in Wildtyp-Miusen fokussiert. In den transgenen Méusen
wurde dabei sowohl das Transkript als auch das Protein fiir den Tet® nachgewiesen
(Abbildung 13). Die Stirke der Tet®-Expression auf mRNA-Level war dabei mit der von
GAPDH vergleichbar (Abbildung 13 A).
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Abbildung 13: Expression des Tet" in H1:G4/Tet® Mausmutanten (TG). Aus dem Herzen wurde RNA bzw.
Gesamtzellprotein isoliert und die Tet® Expression untersucht. (A) Real-Time PCR Analyse der Tet®-Expression
im Herzen von WT und TG Maiusen (n=3). * p < 0.05. (B) RT-PCR Analyse und (C) Western-Blot Analyse der
Tet®-Expression.

4.3.2 Optimierung der Doxyzyklin-Applikation

Nachfolgend sollte die Doxyzyklin-Induzierbarkeit der transgenen Mause untersucht werden.
Dazu wurden Wildtyp und transgene Tiere mit Doxyzyklin-angereichertem Futter (200 mg
Doxyzyklin pro kg Trockenfutter) {iber unterschiedliche Zeitraume (7 - 28 Tage) behandelt.
An den entsprechenden Tagen wurden die Herzen entnommen und per Real-Time PCR die
Expression des GATA-4 Gens untersucht. Es konnte jedoch keine Suppression der GATA-4
Expression nachgewiesen werden (n = 8, Daten nicht gezeigt). Laborchemische
Untersuchungen (Medizinisches Labor Bremen) zeigten, dass mit der enteralen Doxyzyklin-
Applikation iiber 28 Tage lediglich eine Doxyzyklin-Konzentration von 0.5 mg/l im Serum
erreicht wurde, wobei der therapeutische Bereich zwischen 1.0 und 5.0 mg/l Serum liegt. Als
Konsequenz wurde nachfolgend Doxyzyklin iiber das Trinkwasser verabreicht. Dabei wurde
nach Applikation von 20 mg Doxyzyklin pro ml Trinkwasser (inkl. 2 % Sucrose zur
Geschmacksverbesserung) iiber 28 Tage eine ausreichende Doxyzyklin-Konzentration im

Serum erreicht (9.0 ml/l Doxyzyklin).

Anschlieffend sollte die Frage gekldrt werden, welchen Effekt die Applikation von 20 mg
Doxyzyklin pro ml Trinkwasser auf die GATA-4 Expression in Wildtyp und transgenen
Maiusen hat. Um auch die Langzeitfolgen der Applikation zu untersuchen, wurden Wildtyp
und transgene Méuse mit und ohne Doxyzyklin iiber 70 Tage behandelt. Anschlieend wurden
die Herzen entnommen und per RT-PCR und Real-Time PCR die Expression des GATA-4
Gens untersucht. Dabei wurde in Wildtyp-Méusen festgestellt, dass Doxyzyklin keinen Effekt
auf die GATA-4 Expression per se hat. Bei Doxyzyklin-induzierten transgenen Mausen wurde

eine signifikante Suppression der GATA-4 Expression von 65 % =+ 15 % festgestellt; jedoch

57



Ergebnisse

zeigten transgene Miuse auch ohne Doxyzyklin-Induktion eine Suppression von 25 % * 15 %

(Abbildung 14).
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Abbildung 14: Einfluss von Doxyzyklin auf die GATA-4 Expression im Herzen von WT und TG Miusen.
WT und TG Méuse wurden iiber 70 Tage mit 20 mg Doxyzyklin pro ml Trinkwasser (inkl. 2 % Sucrose)
behandelt. (A) RT-PCR Analyse von GATA-4 und GAPDH aus WT und TG Maus-Herzen, welche ohne (-) und
mit (+) Doxyzyklin (Dox) behandelt wurden. Die Auftrennung erfolgte in einem 1.5%igem Agarosegel. Rechte
Spalte: Zyklenanzahl der RT-PCR. (B) Real-Time PCR Analyse der GATA-4 Expression im Herzen von WT und
TG Maéusen vor (-) und nach (+) Doxyzyklin-Behandlung. * p < 0.05.

In weiteren Untersuchungen wurde festgestellt, dass sich die Suppression von GATA-4 in den
Herzen transgener Miuse zwischen 38 Tagen und 70 Tagen Doxyzyklin-Induktion nicht
signifikant verdndert (Abbildung 15 A). Fiir die funktionellen Untersuchungen wurde im

Folgenden eine maximale Doxyzyklin-Induktionsdauer von 38 Tagen gewéhlt.

4.4 Funktionelle Untersuchungen zur Suppression von GATA-4 in vivo

Transgene und Wildtyp-Méause wurden iiber 14, 29, 38 und 70 Tage mit 20 mg Doxyzyklin
pro ml Trinkwasser behandelt (inkl. 2 % Sucrose). Nach 29 Tagen wurde in den Herzen der
transgenen Méuse per Real-Time PCR eine signifikante Suppression der GATA-4 Expression
von 67 % * 21 % bzw. nach 38 Tagen von 78 % £ 21 % und nach 70 Tagen von 65 % £ 15 %
per Real-Time PCR festgestellt (Abbildung 15 A). Die Suppression des GATA-4 Proteins
nach 38 Tagen wurde durch Western-Blot Analyse (Abbildung 15 B) bestitigt. Zudem war in
den Herzen der transgenen Tiere die Expression der GATA-4 Zielgene atrial natriuretic factor
(ANF) und bone morphogenic protein 4 (BMP-4) deutlich reduziert; das Expressionslevel des
GATA-4 Zielgens a-myosin heavy-chain (a-MHC) war hingegen innerhalb der Doxyzyklin-
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Behandlungsgruppen unverdndert. Die Reduktion von ANF und BMP-4 war unabhéngig von
der Behandlungsdauer transgener Mause mit Doxyzyklin bzw. der GATA-4 Suppression
konstant. Hingegen nahm die o-MHC-Expression mit zunehmender Doxyzyklin-
Behandlungsdauer sowohl in den Herzproben der Wildtyp-Méuse als auch der transgenen
Maiuse zu. Weiterhin wurde in dem Herzgewebe der transgenen Tiere ein deutlicher Anstieg
des Interferon-Zielgens 2°’-5’-Oligoadenylat Synthetase (OAS2) detektiert, welcher bei den
Wildtyp-Mausen ausblieb (Abbildung 15 C).

A a0% B Cc
120% 14d 29d 38d
WT TG WT TG WT TG
c 100% 1 38d GATA-4
$ 80% WT TG ANF
ET 60% - . . GATA-4 BMP-4
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Abbildung 15: Suppression von GATA-4 im Herzen. WT und TG Méuse wurden iiber 14, 29, 38 und 70 Tage
(d) mit 20 mg Doxyzyklin pro ml Trinkwasser (inkl. 2 % Sucrose) behandelt. (A) Real-Time PCR Analyse der
GATA-4 Expression. Signifikanzen bezichen sich auf WT + Dox (* p < 0.05). (B) Western-Blot Analyse von
Herzproben einer WT und TG Maus, welche iiber 38 Tage mit 20 mg Doxyzyklin pro ml Trinkwasser (2 %
Sucrose) behandelt wurde (GATA-4: rabbit polyclonal). (C) RT-PCR Analyse von GATA-4, seinen Zielgenen
und der 2’-5’-Oligoadenylat Synthetase 2 (OAS2). Auftrennung in einem 1.5%igem Gel.
Abkiirzungen: ANF: atrial natriuretic factor, BMP-4: bone morphogenic protein 4, a-MHC: a-myosin heavy-
chain.

Neben den in Abbildung 15 dargestellten Effekten wurden bei drei der iiber 38 Tage mit
Doxyzyklin behandelten transgenen Méuse keine Suppression des GATA-4 Gens festgestellt.
Zudem sind 7 weibliche Mausmutanten ohne Doxyzyklin-Induktion verstorben, ohne dass sie
phénotypisch auffillig waren. Die Untersuchung weiterer Organe (wie beispielsweise Lunge,
Leber, Darm und Uterus) ergab keine signifikante Suppression der GATA-4 Expression
(Daten nicht gezeigt). Weiterhin zeigten die transgenen Mduse - die élter als drei Monate
waren - eine dulerst reduzierte Fertilitit, weshalb eine kontinuierliche Expansion der Kolonie
erheblich eingeschrankt war. Um die Ursache dieser eingeschriankten Fertilitdt zu kldren,
wurde in den weiteren Untersuchungen die GATA-4 Expression im Ovar und Hoden

analysiert.
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4.41 Suppression von GATA-4 im Ovar von Dox-induzierten Mausmutanten

Transgene und Wildtyp-Méause wurden mit 20 mg Doxyzyklin pro ml Trinkwasser behandelt.
Nach 38 Tagen wurde in den Ovarien der transgenen Maiuse per Real-Time PCR eine
signifikante Suppression der GATA-4 Expression von 98 % =+ 3 % festgestellt (Abbildung 16).
Zudem wurde in den Ovarien der transgenen Tiere eine leicht reduzierte Expression der
GATA-4 Zielgene bone morphogenic protein 4 (BMP-4) und steroidogenic acute regulatory
protein (StAR), sowie eine leichte Reduktion der mRNA der Miillerian inhibiting substance
(MIS) festgestellt. Auch in den Ovarien der transgenen Tiere wurde ein deutlicher Anstieg des
Interferon-Zielgens 2°-5°-Oligoadenylat Synthetase (OAS2) gefunden, welcher in den
Wildtyp-Maiusen nicht detektiert wurde (Abbildung 16 B).
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Abbildung 16: Effekt der shGATA-4 auf GATA-4 und seine Zielgene im Ovar. WT und TG Miuse wurden
iiber 38 Tage mit 20 mg Doxyzyklin pro ml Trinkwasser (inkl. 2 % Sucrose) behandelt. (A) Real-Time PCR
Analyse der GATA-4 Expression im Ovar von WT und TG Maiusen nach Doxyzyklin-Behandlung.
* p < 0.05. (B) RT-PCR Analyse von GATA-4, seinen Zielgenen und der 2’-5’-Oligoadenylat Synthetase 2
(OAS2) im Ovar von WT und TG Méusen, welche mit Doxyzyklin behandelt wurden. Die Auftrennung erfolgte
in einem 1.5%igem Gel. Abkiirzungen: BMP-4: bone morphogenic protein 4, MIS: Miillerian inhibiting
substance, StAR: steroidogenic acute regulatory protein.

4.4.2 Suppression von GATA-4 im Hoden von Dox-induzierten Mausmutanten

Transgene und Wildtyp-Méuse wurden mit 20 mg Doxyzyklin pro ml Trinkwasser behandelt.
Nach 29 und 38 Tagen war in den Hoden der transgenen Miuse keine GATA-4 Expression per
Real-Time PCR detektierbar (Abbildung 17 A). Die GATA-4 Suppression nach 38 Tagen
wurde durch Western-Blot Analyse (Abbildung 17 C) bestitigt. Zudem wurde im Hoden der
tiber 38 Tage behandelten transgenen Tiere eine reduzierte Expression der GATA-4 Zielgene
Miillerian inhibiting substance (MIS) und steroidogenic acute regulatory protein (StAR)

festgestellt. Weiterhin wurde auch in den Hodenproben der transgenen Tiere ein deutlicher
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Anstieg des Interferon-Zielgens 2’-5’-Oligoadenylat Synthetase (OAS2) detektiert, welcher
bei den Wildtyp-Maiusen ausblieb (Abbildung 17 D).
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Abbildung 17: Effekt der GATA-4 siRNA auf GATA-4 und seine Zielgene im Hoden. WT und TG Maiuse
wurden iiber 29 und 38 Tage mit 20 mg Doxyzyklin pro ml Trinkwasser (inkl. 2 % Sucrose) behandelt. (A) Real-
Time PCR Analyse der GATA-4 Expression im Hoden von WT und TG Méusen nach Doxyzyklin-Behandlung
iiber 29 bzw. 38 Tage. * p < 0.05. (B) RT-PCR Analyse und (C) Western-Blot Analyse im Hodengewebe zweier
WT und TG Méuse, welche iliber 38 Tage mit 20 mg Doxyzyklin pro ml Trinkwasser (inkl. 2 % Sucrose)
behandelt wurden (GATA-4 AK: rabbit polyclonal). (D) RT-PCR Analyse von GATA-4, seinen Zielgenen und
der 2’-5’-Oligoadenylat Synthetase 2 (OAS2) im Hoden von einer WT und TG Maus, nach 38 Tagen Doxyzyklin
Behandlung. Die Auftrennung erfolgte in einem 1.5%igem Gel. Abkiirzungen: MIS: Miillerian inhibiting
substance, StAR: steroidogenic acute regulatory protein.

4.5 Entwicklung von Tumoren in mit Dox-behandelten Mausmutanten

SchlieBlich sollte die Auswirkung einer supprimierten GATA-4 Expression auf die
Embryonal-Entwicklung untersucht werden. Dazu wurde ein transgenes Weibchen mit einem
Wildtyp Méannchen verpaart. Ab dem Tag e3.5 wurde das Weibchen mit 20 mg Doxyzyklin
pro ml Trinkwasser behandelt. Am Tag e10.5 wurde das Weibchen getdtet, um die Embryonen
zu isolieren und beziiglich der GATA-4 Expression zu untersuchen. Nach Eroffnung der
Bauchdecke wurde im Bereich des rechten Ovars eine Zyste entdeckt, wahrend das linke Ovar

deutlich erhalten war (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Entwicklung einer Ovarialzyste in einem WT Weibchen nach Kreuzung mit einem TG
Miinnchen und anschlieBender Doxyzyklin-Induktion. Drei Tage nach Plaquebildung (e3.5) wurde das
Weibchen mit 20 mg Doxyzyklin pro ml Trinkwasser (inkl. 2 % Sucrose) behandelt. (A) Am Tag ¢10.5 wurde im
Bereich des rechten Ovars eine Zyste entdeckt (schwarzer Pfeil, das Ovar war nicht mehr zu erkennen), wiahrend
das linke Ovar deutlich zu erkennen war (weiler Pfeil). (B) 7.19-fache Vergroflerung der isolierten Zyste. (C)
22.7-fache Vergroferung eines Teils der Zyste. (D) Real-Time PCR Analyse der GATA-2 und GATA-4
Expression in Zyste und Ovar. Zum Vergleich der Expressionen wurde die GATA-2 und GATA-4 Expression des
linken Ovars als 100 % definiert. (E) Genotypisierung des linken Ovars und der Zyste durch PCR-Analyse
genomischer DNA unter Verwendung transgenspezifischer Primer.

Neben dieser Zyste haben sich in zwei transgenen Weibchen, welche iiber 14 Tage und 21
Tage mit 20 mg Doxyzyklin pro ml Trinkwasser behandelt wurden, weitaus interessantere
Lisionen entwickelt. Diese wurden histologisch als Teratome identifiziert (Dr. Nanette
Sarioglu, Institut fiir Pathologie und Paidopathologie CVK der Charité - Universitidtsmedizin
Berlin). Definitionsgemdll sind Teratome von pluripotenten Zellen ausgehende Tumore,
welche Gewebetypen aller drei Keimblitter aufweisen.””” Bei dem ersten Teratom, welches

nach 14-tigiger Doxyzyklin-Behandlung entnommen wurde, handelte es sich um ein reifes
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Teratom mit ungeordnetem Arrangement differenzierter Strukturelemente, wobei
Abkommlinge aller drei Keimblitter vertreten waren. Besonders auffillig waren viele
zystische Strukturen (Abbildung 19 B) mit z.T. mehrschichtigem verhornendem Plattenepithel
mit Hautanhangsgebilden wie mukdsem Driisengewebe, enterokolosche Schleimhaut,
Fettgewebe, Knorpel und neuronalem Gewebe (Abbildung 19 C). Weiterhin fanden sich
Nervenzellen (Abbildung 19 E), zylinderisches Epithel und Driisengewebe (Abbildung 19 D)
sowie Hornperlen (Abbildung 19 F).

A

Abbildung 19: Entwicklung eines reifen und differenzierten Ovarialteratoms bei einer weiblichen
Mausmutante nach Doxyzyklin-Induktion iiber 14 Tage. (A) Makroskopie. (B - F) Himatoxylin-Eosin (HE)
Firbungen, (B) Ubersicht, reifes und differenziertes Ovarialteratom, Pfeile: zystische Strukturen, (C) (1)
mehrschichtiges verhornendes Plattenepithel mit Hautanhangsgebilden wie (2) Driisengewebe, (3) Epithelzyste,
(4) Fettgewebe, dhnlich subkutanem Fettgewebe, (5) neuronales Gewebe, (D) (1) enterokolisches Epithel in
einer Darm &hnlichen Schleimhaut, (2) Driisengewebe, (E) (1) Neuronale Grundsubstanz des Teratoms mit
ausgereiften Nervenzellen, (2) reichlich Gliazellen, (F) Hornperle.

Das zweite Teratom, welches nach 21-tdgiger Doxyzyklin-Behandlung entnommen wurde,
war hingegen anders angelegt. Es zeigte undifferenzierte Strukturen und wies z.T.
ausgedehnte nekrotische Bereiche (Abbildung 20 B) sowie zahlreiche Mitosen auf. Es
infiltrierte préexistente Wandstrukturen aus glatter Muskulatur. Die Nekrosen und der
Mitosenreichtum deuten auf ein schnelles Tumorwachstum hin, die Infiltration ist ein sicheres

Zeichen fiir Malignitit.
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Abbildung 20: Entwicklung eines unreifen Ovarialteratoms bei einer weiblichen Mausmutante nach
Doxyzyklin-Induktion iiber 21 Tage. (A) Makroskopische Aufnahme des Teratoms. (B - E) Himatoxylin-Eosin
(HE) Firbungen. (B) Ubersicht, undifferenziertes Ovarialteratom mit Nekrosen (Pfeil), (C) homogenes
undifferenziertes Gewebe, moglicherweise neuronal, (D) exemplarische Nekrose, (E) Pfeil: Fettnadel.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Generierung und Etablierung eines Doxyzyklin-
induzierbaren RNA-Interferenz Systems in vivo gezeigt. Mit dieser Mausmutante ist es

gelungen, die GATA-4 Expression in der adulten Maus um mehr als 50 % zu supprimieren.

5.1 Doxyzyklin-induzierbare RNA-Interferenz in vitro

Die Etablierung des RNAi-Systems in vitro erfolgte in der murinen Myoblasten Zelllinie
C2C12.%" Diese Zellen weisen eine starke GATA-4 Expression auf (Abbildung 5) und waren
somit fiir diesen Abschnitt der Untersuchungen besonders geeignet. Durch Sequenzanalyse
der mRNA von GATA-4 wurden zwei potentiell gegen GATA-4 gerichtete siRNA Sequenzen
identifiziert (siGATA-4, Abbildung 6). Dabei wurde die Funktionalitit des humanen
Homologs der einen siGATA (siGATA-4/1) bereits in humanen Zellen beschrieben"’ und
zudem durch weitere Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe bestdtigt. Die murinen
shRNA-Matrizen wurden in den shRNA-Expressionsvektor pTER*®  kloniert
(pTER:shGATA-4), in C2C12-Zellen transfiziert und nach vier Tagen beziiglich des GATA-4
Suppressionspotentials untersucht. Dabei wurde durch beide pTER:shGATA-4 Konstrukte
eine leichte Reduktion der GATA-4 mRNA bewirkt (Abbildung 8 B, links), welche jedoch mit
keinen phanotypischen Auffélligkeiten einherging. Diese nur leichte Reduktion ist vermutlich
auf die geringe Transfektionseffizienz mit FuGene 6 zuriickzufiihren, welche selten mehr als
50 % betrdgt und von vielen Faktoren (wie z.B. der Zelllinie oder dem Verhéltnis zwischen

Plasmid-DNA und Transfektionsreagenz) abhingt.*”

Da bei der Expressionsanalyse jedoch
alle Zellen (transfiziert und untransfiziert) erfasst wurden, stellt die gemessene Suppression
einen abgeschwichten Durchschnittswert dar. Somit war trotz des geringen Effekts von der
Funktionalitdt beider pTER:shGATA-4 auszugehen; zudem haben die mitgefiihrten
Kontrollen (pTER, shScram, Abbildung 8 B, links) keine Reduktion des GATA-4 mRNA
Levels bewirkt. Zur Verifizierung wurde die GATA-4 Expression auf Protein-Level
untersucht. Dabei wurde jedoch lediglich durch pTER:shGATA-4/1 eine Suppression
festgestellt (Abbildung 8 C, links). Somit war davon auszugehen, dass pTER:shGATA-4/1
effektiver ist als pTER:shGATA-4/2. Solche Unterschiede in der Effektivitdt von shRNAs
bzw. siRNAs sind primidr auf die Komposition der jeweiligen Konstrukte zuriickzufiihren
(vgl. 1.7.1.1).** So konnte beispielsweise der Abbau der GATA-4 mRNA durch shGATA-4/1

effektiver sein als durch shGATA-4/2. Die Folge wire eine zeitverzogerte Suppression des

GATA-4 Protein-Levels,”®' welche nach vier Tagen noch nicht erfasst wurde. Aufgrund des
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starkeren Suppressionspotentials von pTER:shGATA-4/1 wurde dieses Konstrukt flir die
Etablierung des Doxyzyklin-induzierbaren Systems ausgewdhlt. Dazu wurden C2C12-Zellen
stabil mit dem Tetrazyklin-Repressor kodierenden Plasmid pcDNA6/TR und dem
pTER:shGATA-4/1 Plasmid transfiziert (Abbildung 8). Durch die Applikation von
Doxyzyklin wurde in diesen Zellen die Suppression von GATA-4 auf Protein-Level induziert.
Dabei wurde erwartungsgemél ein dosisabhidngiger Effekt festgestellt. Nach der Applikation
von 5 pg/ml Doxyzyklin {iber sieben Tage wurde eine stirkere Suppression induziert als nach
der Applikation von 2.5 pg/ml Doxyzyklin. Solche dosisabhidngigen Effekte wurden zudem in

in vitro Systemen beschrieben.”*®

5.2 Generierung der H1:G4/Tet® Mausmutanten

Fiir die Generierung der H1:G4/Tet" Mausmutanten wurden Maus-Eizellen des Strangs FvB
verwendet. FvB Maiuse eignen sich besonders gut fiir die Generierung von Mausmutanten
durch Mikroinjektion, da die kiinstlich befruchteten Eizellen grole Vorkerne aufweisen, die

Miuse sehr fertil und die Wurfzahlen groB sind.**

Fir die Generierung der doppelt-
transgenen Mausmutanten waren insgesamt 494 Injektionen kiinstlich befruchteter Eizellen
und der anschlieBende Transfer von jeweils ca. 20 Embryonen in insgesamt 25
scheinschwangere Weibchen erforderlich (vgl. Tabelle 28), um letztendlich ein transgenes
Tier mit der Integration beider Transgene zu erhalten. Durchschnittlich wurden 29 % der
transferierten Embryonen ausgetragen, wobei der Anteil an transgenen Nachkommen bei
unter 1% lag. Diese Effizienzen lagen dabei deutlich unter der Erwartung von ca.
5 - 10 %.%** Obwohl bei der Injektion Nr. 3 (siche Tabelle 28) aufgrund der sehr hohen und
damit unwahrscheinlichen Anzahl ausgetragener Embryonen von 59 % (die Erwartung liegt
bei 20 %**) ein technischer Fehler zu vermuten ist, ist die Ursache dieser geringen Effizienz
mit hoher Wahrscheinlichkeit auf das induzierbare shGATA-4 Konstrukt (H1:G4)
zuriickzufiihren. Dafiir spricht, dass neben der doppelt-positiven Mausmutante lediglich eine
Mutante identifiziert wurde, welche das Konstrukt fiir den Tetrazyklin-Repressor (Tet®) trug.
Auch nach Verpaarung der doppelt-transgenen Mausmutante wurden lediglich Nachkommen
mit beiden Transgenen oder nur dem Tet®-Transgen identifiziert. Dieses Phénomen ist durch
die beschriebene Letalitit GATA-4 defizienter Mausmutanten zu erkliren.”® Bei der
ausschlieBlichen Integration des H1:G4-Konstruktes ist dieses aufgrund des Fehlens des Tet"
permanent aktiv. Dies fithrt zur kontinuierlichen Expression von shGATA-4, was einer
homozygoten Deletion des GATA-4 Gens nahe kommt™”° und demnach embryonal letal

ware.
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Die Anzahl der Integrationen wurde mittels Southern-Blot Analyse untersucht. Dabei wurden
Mutanten mit insgesamt 116 + 12 Integrationen (H1:G4: 66 + 4 Kopien, Tet": 50 + 8 Kopien)
bzw. 50 + 8 Integrationen (H1:G4: 30 + 4 Kopien, Tet®: 20 + 8 Kopien) identifiziert, was
analog zu beschricbenen Mausmodellen zu erwarten war.”**® Weiterhin wurde eine
bevorzugte Integration des H1:G4-Konstrukts (ca. 60 %) gegeniiber dem Tet*-Konstrukt
festgestellt.

Das Integrationsmuster der Transgene in dem Genom der Mausmutante wurde durch
Southern-Blot  Analyse untersucht. Dabei wurden sowohl FEinzel- als auch
Tandemintegrationen festgestellt (Abbildung 12 C). Solche Phdnomene wurden bereits
beschrieben und treten bei der Generierung transgener Tiere durch Mikroinjektion haufig
auf. "% Dieses Integrationsmuster bleibt iiber verschiedene Generationen erhalten, weshalb
durch Kointegration beider Transgene von einer gekoppelten Vererbung auszugehen ist

(Abbildung 12 C).

5.3 Optimierung der Doxyzyklin-Applikation im in vivo System

In ersten Untersuchungen wurden transgene und Wildtyp-Mause iiber unterschiedliche
Zeitrdume (7 - 28 Tage) mit Doxyzyklin-angereichertem Futter behandelt (200 mg
Doxyzyklin pro kg Trockenfutter). In anschlieBenden Untersuchungen konnte jedoch keine
Suppression der GATA-4 Expression festgestellt werden, was auf eine zu geringe
Doxyzyklin-Konzentration im Serum der behandelten Méuse zuriickzufiihren war. Aus
diesem Grund wurde den Tieren in den weiterfilhrenden Untersuchungen mit Doxyzyklin
angereichertes Trinkwasser verabreicht, wobei die verwendeten Konzentrationen denen in der

287-292 .
87292 Dabei wurde durch

Literatur entsprachen (1 bis 20 mg Doxyzyklin pro ml Trinkwasser).
die Applikation von 20 mg Doxyzyklin pro ml Trinkwasser und ab einer Behandlungsdauer
von 29 Tagen eine signifikante Suppression des GATA-4 Expressionslevels erreicht
(Abbildung 15 A). Demnach war die Applikation des Doxyzyklins {liber das Trinkwasser
effizienter, was ebenfalls durch die Bestimmung der Doxyzyklin-Konzentration im Serum der
behandelten Maéuse bestitigt wurde (vgl. 4.3.2). Vergleicht man die verabreichten
Doxyzyklin-Mengen (200 mg/kg Trockenfutter bzw. 20 mg/ml Trinkwasser) unter
Berticksichtigung der physiologischen Eigenschaften der Maus (Futteraufnahme: 3 - 6 g pro
Tag, Wasseraufnahme: 4 - 7 ml pro Tag), so ldsst sich dieser Befund zudem aus theoretischer

Sicht bestétigen (Doxyzyklin-Aufnahme iiber das Futter: 0.6 - 1.2 mg pro Tag, Doxyzyklin-
Aufnahme {iber das Trinkwasser: 80 - 140 mg pro Tag). Es bleibt jedoch unklar, warum fiir
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die Induktion der shGATA-4 diese hohe Doxyzyklin-Dosierung von 20 mg/ml notwendig ist.
Moglicherweise steht die Doxyzyklin-Konzentration im Serum mit den in der Maus zur
Verfiigung stehenden Tet®-Proteinen bzw. der Anzahl der integrierten Tet®-Transgene im
dosisabhdngigen Zusammenhang. Diese Frage kann jedoch nicht eindeutig geklirt werden, da
Mausmutanten, die ebenfalls auf dem Tetrazyklin-System basieren und fiir die Induktion eine
deutlich geringere Doxyzyklin-Konzentration benétigen, nicht beziiglich der Anzahl der

275,287,289
Transgene untersucht wurden.”>™"

Es ist jedoch davon auszugehen, dass durch die
Verwendung von 20 mg/ml Doxyzyklin keine toxischen Effekte ausgelost wurden. Dies
wurde durch eine Langzeituntersuchung belegt, bei welcher Wildtyp-Méuse mit 20 mg/ml
Doxyzyklin liber 70 Tage behandelt wurden. Wiahrend des Versuchs haben sich die Méuse
weder auffillig verhalten noch sind sie erkrankt oder haben eine toxische Doxyzyklin-
Konzentration von 30 mg/l im Serum erreicht (vgl. 4.3.2). Weiterhin wurden bei der
anschlieBenden  Autopsie keine Auffilligkeiten  festgestellt. Ferner hatte die
Langzeitbehandlung mit Doxyzyklin keinen Effekt auf die GATA-4 Expression der Wildtyp-

Maiuse (Abbildung 14).

5.4 Funktionalitat der Mausmutante

Anhand des optimierten Applikationsprotokolls fiir Doxyzyklin (20 mg/ml iiber das
Trinkwasser) wurden longitudinale Untersuchungen zur Suppression von GATA-4 am adulten
Herzen transgener Méuse durchgefiihrt. Dabei wurde ab 29 Tagen Doxyzyklin-Behandlung
eine signifikante Suppression von GATA-4 festgestellt. Die maximale Suppression wurde
nach 38 Tagen erreicht, wobei sich die Effizienz der Suppression zwischen den jeweiligen
Endpunkten (29 Tage, 38 Tage und 70 Tage) nicht signifikant unterschieden hat. Aus diesem
Grund wurde fiir die weiteren Untersuchungen eine maximale Doxyzyklin-Behandlungsdauer

von 38 Tagen gewdhlt.

5.4.1 GATA-4 Suppression im Herzen

Die Behandlung von H1:G4/Tet® Mausmutanten mit Doxyzyklin fiihrte zeitabhiéingig zu einer
signifikanten GATA-4 Suppression von maximal 78 % nach 38 Tagen (Abbildung 15 A).
Obwohl diese Méusen eine dramatische Suppression der Expression von GATA-4-Zielgenen
(ANF, BMP-4) zeigten (Abbildung 15 C), wurden keine phénotypischen Auffilligkeiten
festgestellt. Dies ldsst vermuten, dass sich das hier erreichte Expressionslevel von GATA-4

fir die Funktion des Herzens der adulten Maus nicht so kritisch darstellt wie es bei der
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Entwicklung der embryonalen Maus beschrieben wurde.”?® Diese Hypothese ldsst sich durch
eine kiirzlich erschienene Studie bestdtigen, in welcher eine konditionelle gata-4
Deletionsmutante generiert wurde (vgl. 1.3.1).%* Diese Mausmutante weist einen gefloxten
gata-4 Lokus auf (Exon III, IV und V), welcher sich durch eine Cre-Rekombinase deletieren
lasst. Die Cre-Rekombinase steht dabei unter der Kontrolle eines a-MHC oder -MHC-
Promotors. a-MHC und B-MHC werden im murinen Herzen entwicklungsabhéngig
exprimiert, wodurch eine herzspezifische Deletion von gata-4 zu verschiedenen Zeitpunkten
moglich ist. Nach Deletion des gata-4-Gens war die GATA-4 Expression um 70 % (a-MHC-
Promotor) bzw. 95 % (B-MHC-Promotor) reduziert. Auch diese Mausmutanten zeigten trotz
einer deutlichen Reduktion von GATA-4-Zielgenen (z.B. ANF) keine phénotypischen
Auffilligkeiten. Weitere Untersuchungen zeigten jedoch Dysfunktionen des Herzens, welche
sich mit abnehmender GATA-4 Expression verstirken. Zudem blieb bei den Mutanten nach
Druckbelastung eine myokardiale Hypertrophie aus. Die Lebenserwartung der Mutanten war
hingegen uneingeschrinkt.** Bei den mit Doxyzyklin induzierten H1:G4/Tet® Mausmutanten
wurden keine routinemifigen Analysen zur Funktion des Herzens durchgefiihrt.
Stichprobenartig wurde jedoch die Herzfunktion einer induzierten Mutante mittels
Elektrokardiogramm (EKG) untersucht, welches unauffillig war (Daten nicht gezeigt). Auch
wenn die (biologischen) Varianzen innerhalb der einzelnen Gruppen mit ca. 20 % relativ grof3
waren (Abbildung 15 A), handelte es sich bei der GATA-4-Suppression nach 29, 38 und 70
Tagen um signifikante Effekte (p < 0.05). Zudem wurde die Suppression von GATA-4 sowohl
durch RT-PCR (Abbildung 15 C) als auch durch Western-Blot Analyse (Abbildung 15 B)
bestitigt. Letztendlich nahm in den mit Doxyzyklin behandelten Mausmutanten die
Expression der GATA-4 Zielgene ANF und BNP-4 deutlich ab (Abbildung 15 C). Diese

Daten belegen die Funktionalitdt der induzierbaren shGATA-4 Mausmutante.

5.4.1.1 o-MHC Expression

Uberraschend war, dass die supprimierte GATA-4 Expression keinen Einfluss auf das
Expressionslevel des GATA-4 Zielgens a-MHC hatte, obwohl a-MHC als ein direktes
Zielgen von GATA-4 beschricben wurde.'””"*! Die o-MHC-Expression nahm mit
zunehmender Dauer der Doxyzyklin-Behandlung sowohl in den Mausmutanten als auch in
den Wildtyp-Mausen zu (Abbildung 15 C). Dieses Phdanomen lésst sich moglicherweise durch
die Biologie von a-MHC und B-MHC erkldren: Wihrend der Embryogenese wird im

embryonalen Herzen primdr f-mhc exprimiert. Direkt nach der Geburt wird die Expression
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von fmhc durch Schilddriisenhormone reprimiert, wéihrend die Expression von a-mhc
stimuliert wird.*> Der kontinuierliche Anstieg der a-mhc Expression zwischen den

Versuchsgruppen konnte somit auf das Alter der Tiere zuriickzufiihren sein.

Weiterhin ist denkbar, dass die a-mhc Expression im Zusammenhang mit der Applikation von
Doxyzyklin steht. So wurde beschrieben, dass die Behandlung von Patientinnen und Patienten
mit Doxyzyklin zu einer schwarzen Pigmentierung der Schilddriise fiihren kann.****> Auch
wenn in den mit Doxyzyklin behandelten Méusen keine Auffalligkeiten der Schilddriise
festgestellt wurden, konnte die Applikation von Doxyzyklin zu einer vergleichbaren
Veranderung der Schilddriise gefiihrt haben. In Folge dessen konnte es zur verstirkten
Ausschiittung von Schilddriisenhormen gekommen sein, wodurch die Expression von a-mhc
deutlich stimuliert wurde. In diesem Fall wiirde zudem eine durch ein supprimiertes GATA-4-

Expressionslevel induzierte Reduktion von a-mhc kompensiert werden.

5.4.1.2 Kompensatorische Effekte

Mausmutanten mit einer deutlichen Suppression von GATA-4 (> 50 %) zeigten keine
kardialen Auffilligkeiten. Somit ist zu vermuten, dass eine schwache GATA-4
Basisexpression bereits fiir die normale Funktion des adulten Herzens ausreichend ist. Zudem
sind kompensatorische Effekte durch andere Faktoren - wie beispielsweise GATA-6 - denkbar.
So weisen GATA-4 defiziente Mausmutanten eine verstirkte Expression von GATA-6 auf.*®
Weiterhin zeigen Mausmutanten mit heterozygoter gata-4 oder gata-6 Deletion keine
phinotypischen Auffilligkeiten, wihrend Mutanten mit einer heterozygoten Doppeldeletion
von gata-4 und gata-6 um den Tag e13.5 versterben.””® Ferner werden GATA-4 und GATA-6

. . . . 131
aufgrund dhnlicher Expressionmuster redundante Funktionen zugesprochen.”*!?

5.4.2 GATA-4 Suppression in den Gonaden und eingeschrankte Fertilitat

Wihrend der Untersuchungen wurde erstaunlicherweise eine stark eingeschrinkte Fertilitdt
der H1:G4/Tet® Mausmutante beobachtet. Da GATA-4 in den Gonaden der Maus exprimiert
wird®>"**® und an der Regulation zahlreicher geschlechtsspezifischer Gene’***" beteiligt
ist, wurde die GATA-4 Expression im Ovar und Hoden induzierter Mausmutanten untersucht.
Dabei wurde nach 38 Tagen Doxyzyklin-Behandlung eine nahezu vollstindige Suppression
von GATA-4 sowohl im Ovar (Abbildung 16) als auch im Hoden (Abbildung 17) festgestellt.

Weiterhin wurde in Ovar und Hoden der induzierten Mutanten eine deutliche Suppression von
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geschlechtsspezifischen Zielgenen (MIS, StAR) festgestellt. Die Zielgene des Hodens wurden
dabei weitaus stirker supprimiert als die im Ovar. Dieses Phdnomen konnte u.a. an der
Verfligbarkeit des Kofaktors FOG-2 liegen. FOG-2 wird im Hoden der adulten Maus stiarker
exprimiert als im Ovar.” Da die Interaktion von FOG-2 und GATA-4 die Expression der
Zielgene iiberwiegend reprimiert,”>'"*'7® konnte die Effizienz der Suppression im Hoden

somit auf die FOG-2 Expression zuriickzufiihren sein.

Weiterhin  war auffillig, dass die Doxyzyklin-induzierte shGATA-4 das GATA-4
Expressionslevel in den Gonaden wesentlich effektiver supprimierte als im Herzen
(Abbildung 15). Dieser Effekt konnte u.a. auf multipotente Stammzellen des Herzens
zuriickzufiihren sein, welche nach kardialem Stress zu Kardiomyozyten differenzieren.””’ So
wire es moglich, dass Kardiomyozyten mit stark supprimierter GATA-4 Expression aufgrund
einer verminderten Bcl-2 Expression apoptotisch werden und durch neue Kardiomyozyten
ersetzt werden. Diese wiirden zundchst eine normale GATA-4 Expression zeigen und in Folge
dessen den Effekt durch shGATA-4 abschwidchen. Weiterhin zeigen gestresste kardiale
Muskelzellen, die noch nicht apoptotisch sind, eine tempordre Zunahme der GATA-4
Expression.””® Diese Zunahme an GATA-4 konnte zudem den Effekt durch shGATA-4
abschwichen. Ferner wurde gezeigt, dass durch eine Doxyzyklin-Behandlung embryonaler
Stammzellen die Expression von GATA-4 stimuliert wird. Parallel wurde das kardiale
Markergen Nkx2.5 induziert.*” Somit wire es mdglich, dass ein Teil der kardialen
Stammzellen durch die Doxyzyklinbehandlung per se zu Kardiomyozyten differenzieren und
den Effekt der GATA-4 Suppression kompensieren. Eine Kombination der kompensatorischen
Effekte hat vermutlich dazu gefiihrt, dass shGATA-4 in den Gonaden wesentlich effizienter

war als im Herzen.

Die dramatische Reduktion der Fertilitdt ist vermutlich auf diese Effizienz der shGATA-4 in
den Gonaden zuriickzufiihren. In anfidnglichen Untersuchungen wurde die Expression von
GATA-4 in transgenen Miusen ohne Doxyzyklin-Behandlung untersucht. Dabei zeigten die
Mausmutanten eine GATA-4-Suppression von 25 % (Abbildung 14). Diese Suppression ist
auf einen Leaky-Effekt des verwendeten Induktionssystems zuriickzufiihren, welcher bei
dieser Art von Systemen hiufig beobachtet wurde.””””***"! Ausgeldst werden diese Effekte
durch eine schwache und unkontrollierbare Basisexpression des jeweiligen Transkripts,
welches unter der Kontrolle des induzierbaren Promotors steht. So wurde vermutlich in den
H1:G4/Tet® Mausmutanten die ShGATA permanent exprimiert, was iiber die Suppression von
essentiellen GATA-4 Zielgenen der Gonaden zu der dramatischen Einschrankung der Fertilitét

filhrte. Dieser Effekt manifestierte sich als Folge einer permanenten und zeitabhingigen
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Zunahme an funktionellen siGATA-4s in der Maus, weshalb das Problem bei Miusen im Alter
von 4 - 8 Wochen noch nicht aufgetreten war. Die starke Auspriagung des Leaky-Effekts von
25 % ist vermutlich auf die hohe Anzahl integrierter H1:G4-Konstrukte (66 = 4 Kopien) in
den Mausmutanten zuriickzufithren (Abbildung 11 und 5.2). Obwohl die Expression des Tet"
mit der Expression des stark-exprimierten housekeeping-Gens GAPDH vergleichbar war
(Abbildung 13 A), erfolgte vermutlich keine vollstindige Absittigung der TO-
Bindungsstellen. Diese Effekte konnten moglicherweise durch das gezielte Einbringen von
nur einer Kopie des jeweiligen Konstruktes bzw. einem einzelnen Konstrukt, welches beide
Elemente trigt, vermieden werden. Dass solche Ansitze prinzipiell funktionieren, wurde
kiirzlich durch die Generierung einer Mausmutante belegt, bei welcher nur eine Kopie eines
shRNA-Transgens pro Zelle fiir einen ubiquitdren knockdown ausreichend war.”’* Die in
dieser Arbeit angewandte Strategie zielte jedoch urspriinglich auf die Generierung von
Mausmutanten mit unterschiedlichen Integrationsverhiltnissen der beiden Transgene. Anhand
dieser sollte die optimale Konstellation der Konstrukte beziiglich der Doxyzyklin-
Induzierbarkeit des H1:G4-Transgens bestimmt werden. Da jedoch nur eine Mausmutante mit

dem angestrebten Genotyp generiert werden konnte (Tabelle 28), war es nicht moglich, diesen

Aspekt zu untersuchen.

Moglicherweise hitte die Infertilitdt der Mausmutanten durch eine hormonelle Behandlung
mit FSH bzw. LH therapiert werden konnen. Die Freisetzung dieser Hormone erfolgt iiber die
Stimulation durch GnRH, welches als Zielgen von GATA-4 beschrieben wurde.*® Ob diese
Therapie den erwiinschten Erfolgt gebracht hitte, ist jedoch fraglich, da nicht alle Zielgene
von GATA-4 durch diese Signalkaskade aktiviert werden.

5.5 Auslosung unspezifischer Effekte in der Mausmutante

Bei allen induzierten Mausmutanten wurde neben den spezifischen Effekten auch ein Anstieg
der OAS2-Expression festgestellt (Abbildung 15 C, Abbildung 16 B, Abbildung 17 D), wobei
OAS?2 durch eine unspezifische Interferonantwort induziert wird (1.7.2). Die Auslésung der
Interferonantwort ist dabei auf eine Ubersittigung der Zellen mit S\GATA-4 bzw siGATA-4
zurlickzufiihren, welche aufgrund der vielen H1:G4-Transgene entstehen. Bei den induzierten
Mausmutanten ist jedoch von keiner starken Interferonantwort auszugehen, was durch

folgende Punkte erldutert werden soll:
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(1) Miuse mit einer ausgeprigten Interferonantwort werden teilweise tot geboren®** bzw.

. 303
versterben innerhalb von 8 Wochen.

(2) Bei allen durchgefiihrten Experimenten wurden keine Unterschiede in der mRNA-
und Protein-Expression der Kontrollgene festgestellt, so dass weder von einer
unspezifischen Inhibition der Proteinbiosynthese®”’ noch von einem unspezifischen
Abbau von RNA** auszugehen ist (1.7.2). Bei einer ausgeprigten Interferonantwort
wurde ein solcher Abbau beschrieben. Aufgrund der eigenen Langzeituntersuchungen
(Abbildung 14) ist weiterhin auszuschlieBen, dass innerhalb des gewdihlten
Zeitfensters ein moglicher Abbau der stark exprimierten housekeeping Gene nicht

erfasst wurde.

(3) Die H1:G4-Transgene wurden iiber die Generationen weitergegeben, was bei einigen

transgenen Miausen mit einer deutlichen Interferonantwort nicht der Fall war.*®?

Zusammenfassend ist davon auszugehen, dass die induzierte Immunantwort fiir die Funktion
und das Uberleben der Mausmutanten nicht relevant war. Zudem konnten weitere Parameter
bei der Auspriagung sowie bei der Kompensation von diesen und anderen Effekten eine Rolle

. . . . 67.68
spielen, wie beispielsweise der Mausstrang®”

und das Individuum per se. So sind wéhrend
der Untersuchungen sieben weibliche Mausmutanten ohne Doxyzyklin-Induktion spontan
verstorben, wiahrend bei drei mit Doxyzyklin behandelten Mausmutanten keine Suppression
von gata-4 festgestellt wurde. Solche Phidnomene wurden ebenfalls in anderen Arbeiten

beschrieben,”” jedoch konnten die genauen Ursachen nicht geklirt werden.

5.6 Entwicklung von Tumoren in mit Doxyzyklin behandelten Mausmutanten

Ein besonders interessanter Befund war die Ausbildung von Tumoren nach Doxyzyklin-
Induktion. Dabei wurden sowohl die Ausbildung einer Ovarialzyste als auch zwei
Ovarialteratome beobachtet. Die Ovarialzyste entstand in einem Wildtyp-Weibchen
(Abbildung 18 A), welches zuvor mit einem transgenen Médnnchen verpaart und anschlieBend
mit Doxyzyklin behandelt wurde. Molekularbiologische Untersuchungen zeigten, dass diese
Zyste transgen war (Abbildung 18 E) und kein GATA-4 exprimierte (Abbildung 18 D). Die
Ursache der Entstehung der Zyste ist unklar, jedoch ist aufgrund des transgenen Charakters
die Fehlentwicklung einer befruchteten Eizelle denkbar. Diese konnte dabei auf die Induktion
der shGATA-4 am Embryonaltag 3.5 zurlickzufiihren sein. In diesem Fall wire jedoch ein
ghnlicher Verlauf wie bei den homozygoten GATA-4 knockout-Miusen zu erwarten,”>® bei

welchem die Embryonen um den Tag 8.5 und e10.5 versterben. Zudem bilden sich bei der
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Entwicklung bzw. dem Absterben der GATA-4 knockout Embryonen keine Ovarialzysten aus.
Somit ist zu vermuten, dass die Doxyzyklin-Behandlung per se mit der Fehlentwicklung des
Embryos bzw. der Entwicklung der Zyste assoziiert ist. Dafiir spricht, dass die Behandlung
von schwangeren Miusen mit Doxyzyklin teilweise zum Absterben von Embryonen fiihrte.”®
Wabhrscheinlich hat jedoch die Kombination beider Effekte die Ausbildung dieser Ovarialzyste
begiinstigt. Weiterhin bleibt zu diskutieren, ob es sich bei der Ovarialzyste um die Vorstufe
eines Ovarialteratoms handelte. So konnte das kurze Versuchsdesign iiber sieben Tage nicht

ausreichend gewesen sein, um die Entwicklung eines Ovarialteratoms zu unterstiitzen.

Weiterhin bildeten sich in zwei transgenen Weibchen Ovarialteratome aus. Das erste Teratom
entwickelte sich nach einer Doxyzyklin-Behandlung iiber 14 Tage und war stark differenziert
(Abbildung 19), wihrend das zweite Teratom nach einer Doxyzyklin-Behandlung iiber 21
Tage entstand und undifferenziert erschien (Abbildung 20). Histologisch konnte in dem
differenzierten Teratom die Anlage aller drei Keimblitter nachgewiesen werden. So wurden
sowohl endodermale Strukturen (zylinderisches Epithel und Driisengewebe, Abbildung 19 D),
mesodermale Strukturen (Fettgewebe, Abbildung 19 C) und ektodermale Strukturen
(neuronales Gewebe, Abbildung 19 E) identifiziert. Das undifferenzierte Teratom zeigte
hingegen liberwiegend ektodermale Strukturen (moglicherweise neuronal, Abbildung 20 C).
Zudem deuteten zahlreiche nekrotische Bereiche (Abbildung 20 B) und Fettnadeln
(Abbildung 20 E) auf ein schnelles Wachstum hin. Da in den histologischen Préparaten nur
wenig GefdBanschnitte sichtbar waren, sind die Nekrosen vermutlich aufgrund einer
verminderten Blutversorgung entstanden. GATA-4 ist primdr an der Entwicklung und

733 . .
~° weshalb die dominanten

Differenzierung des Endoderms und Mesoderms beteiligt,
ektodermalen Strukturen des undifferenzierten Teratoms auf die supprimierte GATA-4
Expression in der Mausmutante zuriickzufiihren sein konnten. Durch immunhistochemische
Untersuchungen sollte die GATA-4-Expression in den Teratomen untersucht werden, wobei
weder in den Teratomen noch in den Positivkontrollen (embryonales Herz, ell.5) GATA-4
detektiert werden konnte (Daten nicht gezeigt). Somit war von einer (Hitze) Beschiddigung der
GATA-4 Epitope wihrend der Paraffineinbettung auszugehen. Diese Vermutung wurde durch
immunhistochemische Untersuchungen kryokonservierter Positivkontrollen (embryonale

Herzen, el1.5) bestidtigt, bei welchen eine deutliche Detektion von GATA-4 gelang (Daten
nicht gezeigt).

Obwohl die Daten eine Beteiligung von GATA-4 an der (ovarialen) Tumorgenese vermuten
lassen, sind die genauen molekularen Ursachen in diesem Modell nicht geklédrt. So haben ca.

10 % der mit Doxyzyklin behandelten transgenen Weibchen Ovarialteratome ausgebildet,
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wiahrend die verbleibenden 90 % solche phinotypischen Auffilligkeiten nicht zeigten.
Ursache dafiir konnte das Zusammentreffen verschiedener Faktoren sein (Stirke der GATA-4
Suppression, genetischer Hintergrund, das Individuum per se), welche die Tumorentstehung
begiinstigen. Zudem konnte der Integrationsort der Konstrukte in dem Genom der Maus an

der Entstehung der Teratome beteiligt sein.

Ob die Ausbildung der Teratome moglicherweise durch ein reduziertes GATA-4
Expressionslevel induziert wurde, ist jedoch nicht klar, da das Zellzyklus-Protein Cyclin D1
durch GATA-4 und Kruppel-like factor 13 (KLF13) aktiviert wird.'"* Cyclin D1 ist bei der
Zellteilung und dem anschlieBenden Ubergang von der Gl-Phase in die S-Phase von
Bedeutung.*™ Eine reduzierte GATA-4 Expression wiirde demnach mit einer verminderten
Expression von Cyclin D1 einhergehen und einer Tumorbildung entgegenwirken. Zudem
wiirde die Apoptose der Zellen begiinstigt werden, da in somatischen Zellen des Ovars das
Bcl-2 Gen durch GATA-4 aktiviert wird.’” Es ist jedoch auch nicht auszuschlieBen, dass

kompensatorische Effekte diesen Signalkaskaden entgegenwirken.

5.7 Schlussfolgerung

Fir die Funktion des adulten Maus Herzens hat der Transkriptionsfaktor GATA-4
offensichtlich nur eine begrenzte Relevanz. Mausmutanten, bei denen die GATA-4 Expression
um ca. 80 % supprimiert wurde, zeigten keine phénotypischen Auffilligkeiten. Diese
Ergebnisse werden durch eine Arbeit bestitigt, in welcher die GATA-4 Expression des
Herzens sogar um 95 % supprimiert wurde.** Bei diesen Miusen wurden jedoch leichte
Dysfunktionen des Herzens festgestellt, welche unter Druckbelastung verstirkt auftraten.
Diese Resultate waren erstaunlich, da GATA-4 fiir die Entwicklung des embryonalen Herzens

essentiell ist.>>*°

Fiir die Funktion der Gonaden scheint GATA-4 hingegen essentiell zu sein. So fiihrt der
nahezu vollstidndige knockdown von GATA-4 zur deutlichen Suppression gonadenspezifischer
Zielgene. Dabei wurden die Zielgene im Hoden stirker supprimiert als die Zielgene im Ovar.
Aufgrund eines Leaky-Effekts der Mausmutante und der damit einhergehenden Suppression

des GATA-4 Expressionslevels wurde eine ausgeprigte Infertilitdt der Kolonie beobachtet.

Weiterhin  konnte eine reduzierte GATA-4 Expression mit der Ausbildung von
Ovarialteratomen assoziiert sein. Inwieweit die Ausbildung dieser Teratome zudem mit der

genetischen Modifikation der Mausmutanten in Verbindung steht ist nicht geklart.
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5.8 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde die besondere Relevanz des Transkriptionsfaktors GATA-4
fiir die Reproduktionsorgane gezeigt. Aufgrund der technisch bedingten Infertilitit der
Mauskolonie konnten bislang keine weiterfiihrenden Untersuchungen durchgefiihrt werden. In
weiterfithrenden Untersuchungen sollte deshalb die Bedeutung von GATA-4 fiir den
reproduktiven Apparat nidher charakterisiert werden. Dazu kénnten zum einen konditionelle
knockout-Mausmutanten  generiert werden, bei welchen gata-4 gezielt in den
Reproduktionsorganen ausgeschaltet werden kann. Auch die Applikation von siRNAs gegen
GATA-4 iber die Schwanzvene widre denkbar. Weiterhin sollte bei Infertilitit das
Expressionslevel von GATA-4 in Ovar und Hoden untersucht werden. Zudem sollte der
Zusammenhang zwischen der Entstehung von Ovarialzysten, -Tumoren und -Teratomen und

GATA-4 untersucht werden.
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