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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Herz-Kreislauferkrankungen sind eine der haufigsten Todesursachen. Laut der
.European cardiovascular disease statistics 2008, veroffentlicht durch das
European Heart Network im Februar 2008
(http://www.heartstats.org/datapage.asp?id=7683), sterben jahrlich 4,3 Millionen

Menschen in Europa an ihren Folgen. Dies ist beinahe die Halfte aller Todesfalle
in Europa (48%).

Eine der weit verbreitetsten Herz-Kreislauferkrankungen ist ein durch den Verlust
von funktionalen  Kardiomyozyten  hervorgerufener  Herzfehler, auch
Kardiomyopathie genannt.

Daher ist es ein erster Schritt, in Hinblick auf zuklnftige Therapiemdglichkeiten,

das genetische Netzwerk zu verstehen, das zu funktionalen Kardiomyozyten fuhrt.

1.1 Herzentwicklung Wirbeltier (Vertebrata)

Wahrend der Embryogenese entstehen aus den drei Keimblattern (Meso-, Endo-
und Ektoderm) die Organe (Abb. 1.1).

Gastrula

Spermien Eizellen
Endoderm

' v ' '

% .g .I_._]'! ’“ e | | 1
—— 1 = . | - ¥ 4
P - = | — ! | 1 A

Herz- Skelett- Tubulus- Erythro- glatte Alveclar- Schild- Pankreas-
Muskel muskel-  zellen zyten Muskel- Ektoderm zellen drosen-  zellen

zellen der zellen zellen

Niere
;—_..i ] l"“"} 7] ‘{“
f{ | i,‘g’#_‘ 1 !
Haut- Neuron Pigment-
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der Gehims
Epidermis

Abb.1.1: Entwicklung der drei Keimblatter wahrend der humanen Embryogenese und der ES-
Zellentwicklung (Abbildung modifiziert nach NIH, National Institute of Health, 2001)
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Das Herz ist das erste funktionierende Organ des Vertebratenembryos, das

wahrend der Organogenese gebildet wird. Viele Fragen hinsichtlich beteiligter

Gene und molekularer Signalwege bleiben derzeit noch offen.

Der Zebrafisch (Danio rerio) bietet in diesem Zusammenhang eine gute

Mdglichkeit die Herzentwicklung im Embryo in vivo zu untersuchen.

Als Modellorganismus bietet der Zebrafisch im Vergleich zu vielen anderen

Tierarten durch seine Eigenschaften folgende Vorteile:

Das Fischherz ist der Prototyp des Vertebratenherzens. Der
Herzbildungsprozess im Fisch ist vergleichbar mit dem anderer
Vertebraten.

Bereits zwei Tage nach der Befruchtung ist das kardiovaskulare System
des Zebrafisches fast vollstandig ausgebildet.

Das Genom des Zebrafisch ist nahezu vollstandig sequenziert.

Die Embryonen entwickeln sich vollstandig auRerhalb der Mutter. Sie sind
optisch durchsichtig, entwickeln sich schnell und sind von geringer Grol3e.
Die Haltung nimmt wenig Platz in Anspruch. Die Fische sind in 12-16
Wochen geschlechtsreif und jedes Weibchen kann bei idealen
Bedingungen wdchentlich 100-200 Eier ablaichen (Metscher et al., 1999).
Zusatzlich zu diesen Eigenschaften bietet der Zebrafisch den grol3en
Vorteil, dass er aufgrund seiner GroRe nicht vollstandig von einem
funktionsfahigen kardiovaskularen System abhangig ist. Selbst wenn die
Blutzirkulation komplett fehlt, kbnnen Zebrafischembryonen durch passive
Diffusion des Sauerstoffs Uberleben und sich fur einige Tage normal
weiterentwickeln (Chen, 1996). Dies macht sie zu einem hervorragenden
Organismus zur Analyse selbst schwerer kardiovaskularer Defekte.

Der Zebrafisch ist fur genetische Modifikationen gut zuganglich. Hierzu
stehen technische Méglichkeiten, wie RNA-Uberexpression, Morpholino
basierter antisense Gen-Knockdown oder die Erzeugung transgener

Zebrafischlinien zu Verfugung.

Das embryonale Herz ist ein kontrahierendes BlutgefaR mit einer aufleren

Muskelschicht (Myokard) und einer inneren Endothelschicht (Endokard). Myokard-



1. Einleitung 3

und Endokardzellen entstammen beide aus bilateralen mesodermalen
Zellpopulationen nahe der Hinterhirn- (Medulla oblongata) Region. Kurz bevor die
Zirkulation einsetzt, wandern diese Zellen median ventral zur Mittellinie und bilden
einen linearen Herzschlauch. Dieser einfache Schlauch unterliegt komplexen
morphogenetischen Schritten, die zu einem Organ mit Kammern und Klappen
fuhren, dass den Blutfluss reguliert (Stainer, 2002). Der Herzschlauch selbst
besteht aus drei Schichten: Epikard, Myokard und Endokard. Die auf3erste Schicht
und Grenze zur Perikardhohle ist das Epikard, gefolgt vom Myokard. Zusammen
bilden sie das Myoepikard. Der Abstand vom Myokardmantel zum
Endokardschlauch wird von der Herzgallerte ausgefullt. Das Herzlumen wird von
den Endokardzellen ausgekleidet.

Bereits im anterioren lateralen Plattenmesoderm, dem Ursprungsort der
Herzvorlauferzellen, ist festgelegt, welche kinftige Position jeder einzelnen Zelle
zugewiesen ist. Dies kann durch spezifische Genexpressionsmuster verfolgt
werden.

Die Kardiogenese erfolgt Uber eine komplexe Serie von Schritten:

1. Determinierung von Mesoderm- und Neuralleistenzellen fur die Herzbildung,
2. Wachstums- und Differenzierungsvorgange zu Kardiomyozyten und
3. Wanderungs- und Umformungsvorgange zur Bildung des Herzens.

(http://www.embryology.ch/allemand/pcardio/herzentwick01.html)

Ein wichtiger Schritt wahrend der Morphogenese ist die Entwicklung vom
Schlauch zur Schleife, das sogenannte ,looping* des Herzens. Durch diese
Drehung wird, wie auch bei der Entwicklung hoherer Vertebraten, die endgultige
Position der Kammern festgelegt. Zeitgleich reifen die sporadisch kontraktilen
Kardiomyozyten zu speziellen Kardiomyozyten von Atrium und Ventrikel heran,
bilden ein spezialisiertes Erregungsleitungssystem aus und beginnen zu
proliferieren. Myosin Heavy Chain (MHC) Expression skizziert die Herzkammern,
was mit dem beginnenden Herzschlag Ubereinstimmt, aber einer offensichtlichen
Kammerbildung vorangeht (Stainier and Fishman, 1992; Weinstein, 1996).

Das endgultig gebildete Herz besteht aus Sinus venosus, Atrium, Ventrikel und
Bulbus arteriosus. Der Bulbus arteriosus geht spater in die ventrale Aorta tUber.
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Der Sinus venosus ist der Schrittmacher und kontrahiert als erstes. Eine Welle von
Muskelkontraktionen pflanzt sich dann bis zum Ventrikel fort. Damit der
Vorwartsfluss des Blutes aufrechterhalten wird, entspannt sich das Atrium nicht
bevor der Ventrikel kontrahiert.

Die Herzklappen bilden sich an den Grenzen der Kammern, um einen Ruckfluss
zu verhindern. Als Reaktion auf ein Myokardsignal nehmen Endokardzellen an
den Grenzen der Kammer einen mesenchymalen Charakter an und wandern in
die Herzgallerte, die extrazellulare Matrix zwischen Myokard und Endokard. Dort
formen sie einen Endokardzellhaufen. Dieser Vorgang wird als endokardiale
Kissenbildung bezeichnet. Bei einem als ,remodelling” bezeichneten Prozess
werden aus den Kissen spater Klappen gebildet (Eisenberg et al., 1995; Nakajima
et al., 2000). Die embryonale Herzentwicklung verlauft bis zu diesem Zeitpunkt bei
allen Vertebraten gleich, allerdings ist die eigentliche Herzentwicklung im Fisch
nun abgeschlossen. Es folgt nur noch eine VergroRerung durch Zellteilung.
Hohere Vertebraten entwickeln ihr Kreislaufsystem weiter.

Zeitlich gesehen nehmen diese Vorgange die ersten zwei Tage im Leben eines
Zebrafischembryos, die ersten 12 Tage im Leben eines Mausembryos und die
ersten 35 Tage im Leben eines menschlichen Embryos in Anspruch (Stainier,
2002).

1.2 Embryonale Stammzellen

Zur Untersuchung der zur Herzentwicklung gehdrenden Differenzierungsvor-
gange eines zellularen Systems unter kinstlichen Bedingungen (in vitro) eignen
sich embryonale Stammzellen (ES-Zellen) der Maus (Mus musculus)
hervorragend. Die Forschung an embryonalen Stammzellen ist in den letzten
Jahren fur den Bereich der Grundlagenforschung und der regenerativen Medizin
immer interessanter geworden.
ES-Zellen zeichnen sich durch zwei Eigenschaften aus:

e lhrer Pluripotenz, also ihrer Fahigkeit noch in die Zellen aller drei

Keimblatter differenzieren zu kénnen.
o lhrer Fahigkeit sich selbst zu erneuern, indem durch mitotische Zellteilung

zwei identische Tochterzellen entstehen.
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Erstmals beschrieben wurde die Isolierung und Vermehrung von pluripotenten
embryonalen Stammzellen aus der inneren Zellmasse (engl. ,inner cell mass®,
ICM) von Embryonen im Blastozystenstadium 1981 (Evans und Kaufman, 1981;
Martin, 1981). Es konnte gezeigt werden, dass sich so gewonnene murine
embryonale Stammzellen nach Injektion in fruhe Mausembryonen an der Bildung
aller Zelltypen des adulten Tieres inklusive der der Keimbahn beteiligen, womit ein
Ruckschluss auf ihre Pluripotenz gezogen werden konnte (Bradley et al., 1984).
Durch die Fahigkeit der Selbsterneuerung konnen ES-Zellen unter speziellen
Kulturbedingungen nahezu unbegrenzt im undifferenzierten Stadium gehalten und
vermehrt werden (Gough et al., 1989; Pease et al., 1990; Matsui et al., 1992;
Furue et al., 2005).

In  Abwesenheit vom Leukamie inhibierenden Faktor (LIF), einem
differenzierungshemmenden Protein, konnte in vitro gezeigt werden, dass es zu
einer spontanen Differenzierung der ES-Zellen in Zellen aller drei Keimblatter und
der Keimzellen kam (Keller, 1995; Rodaway, 2001; Sachinidis et al., 2003;
Trounson, 2002; Toyooka, 2003). Bei der Differenzierung von ES-Zellen entstehen
multizellulare Aggregate (sog. Embryonalkérperchen, engl. ,embryoid bodies®),
durch deren Kultivierung die Entwicklung von frihen Kardiomyoblasten zu
differenzierten Kardiomyozyten nachgewiesen werden konnte (Maltsev et al.,
1994). Die Bildung von Kardiomyozyten, sowohl in vivo durch die
Mesoderminduktion als auch in vitro durch ES-Zell-Differenzierung, erfordert eine
Aktivierung der gleichen Signaltransduktionswege (Abb.1.2). Die
entwicklungsbiologischen Prozesse bezuglich der kardialen Induktion und der
Herzbildung sind zwischen den verschiedenen Spezies stark konserviert
(Tonissen et al., 1994).
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Zygote
Blastula
Gastrula
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A4 "
Herz Kreislaufsystem

Abb.1.2: Regulation der Herzentwicklung aus dem Mesoderm durch verschiedene
Signaltransduktionswege (Abbildung modifiziert nach Sachinidis et al., 2003)

Aus ES-Zellen hervorgegangene Kardiomyozyten bestehen aus Vorlaufer-
populationen, die imstande sind multiple kardiale Linien hervorzubringen. Dies legt
nahe, dass ES-Zell-Differenzierung ein stichhaltiges Modell ist, um die
Entwicklung von verschiedenen Herzgeweben zu erforschen (Cristoforou et al.,
2008).

Um den Regulationsmechanismus zu steuern, der zur kardialen Differenzierung
und somit zur Entwicklung von verschiedenen Herzgeweben flihrt, ist es
unabdingbar, dass zu gezielten Zeitpunkten in der Embryonalentwicklung und
bestimmten Orten im Embryo Botenstoffe, wie z.B. Transkriptionsfaktoren, in einer
bestimmten Menge exprimiert werden.

Eine wichtige Rolle in der Initierung des sequentiellen Prozesses der
Kardiogenese spielen verschiedene Mitglieder der TGF-B-Superfamilie
(Transforming growth factor) wie z.B. TGF-B-, Nodal und BMPs (Bone
morphogenetic proteins) (van Wijk et al., 2007; Foley et al., 2004; Zaffran et al.,
2002; Ladd, et al, 1998; Schlange et al., 2000). BMP-abhangige Signalwege
wiederum aktivieren spezielle Transkriptionsfaktoren wie Nkx2.5, Gata4 und
Mef2c, die ihrerseits dann wiederum herzspezifische Gene wie a-MHC und
MLC2v aktivieren (Lev et al., 2005).
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Viele Fragen hinsichtlich beteiligter Gene und molekularer Signalwege bleiben
derzeit aber noch offen. Daher ist eine Untersuchung neuer Transkripte und ihre

Rolle fir die Kardiogenese von grofem Interesse.
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1.3 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Eine der haufigsten vorkommenden kardiovaskularen Erkrankungen ist ein durch
Verlust  von funktionellen Kardiomyozyten auftretender  Herzfehler
(Kardiomyopathie). Voraussetzung fur eine zukunftige Behandlungsmoglichkeit
dieser Erkrankung mittels Zelltransplantationstherapie ist die Aufklarung der
Kardiomyozytenentwicklung aus embryonalen Stammzellen.

Im Rahmen einer friheren Dissertation im Institut fir Neurophysiologie wurde eine
Uberexpression von bestimmten Genen unbekannter Funktion in Kardiomyozyten,
die aus Maus ES-Zellen abgeleitet waren, nachgewiesen (Doss et al., 2007a+Db).
Die Hauptzielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, die Funktion sechs dieser
Gene fur die Entwicklung von intakten Kardiomyozyten mittels functional genomics
knockdown-Methoden in vivo (Zebrafischmodell) und in vitro (ES-Zell-Modell) zu
ermitteln. Mit Hilfe von in situ Hybridisierung im Zebrafisch sollte geklart werden,
ob diese sechs Gene im Herzgewebe und anderen Organen exprimiert werden.
Ein knockdown der Gene mit Morpholino-modifizierten Oligonukleotiden im
Zebrafisch sollte zeigen, welche Funktion den Genen fur die Entwicklung und
Funktion des kardiovaskularen Systems zukommt. Darlber hinaus sollte
untersucht werden, welche Auswirkungen ein knockdown dieser Gene mittels
einer stabilen shRNA Vektortransfektion auf das Differenzierungspotential von

murinen ES-Zellen insbesondere zu Kardiomyozyten hat.
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2. Material

2.1 Verwendete Puffer und Lésungen

Alle Puffer und Ldsungen, die nicht separat aufgelistet sind, wurden nach
Sambrook et al. (1989) hergestellt.

Puffer und Losungen, die Bestandteile von Fertigkits sind, werden ihrer
Zusammensetzung nach nicht extra aufgefuhrt.

Die nachfolgend aufgefihrten wassrigen Losungen wurden mit doppelt
deionisiertem Wasser angesetzt und anschlief3end - wenn nicht anders erwahnt -
autoklaviert. Die Lagerung erfolgte, sofern nicht anders beschrieben, bei
Raumtemperatur oder nach Herstellerangaben. Alle verwendeten Chemikalien

und Fertigldsungen entsprachen mindestens der Reinheitsstufe ,pro analysis®.

2.2 Verwendete Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion bezogen. Die
lyophilisierten Oligonukleotide wurden in einem entsprechenden Volumen H,O
geldst, um eine Stammlésung von 100 yM zu erhalten.

Eine Ubersicht der benutzten Oligonukleotide (Arbeitkonzentration 15 uM) befindet
sich in Tabelle 2.1. Einige Oligonukleotide wurden um die T3 und T7-
Promotersequenz verlangert. Diese Promotersequenzen dienten zum direkten
Einsatz der PCR-Fragmente fur eine in vitro Transkription. Die T3 bzw. T7-
Sequenzen sind in Tab. 2.1 kursiv dargestellt.

Bereiche, in denen die Oligonukleotide zur leichteren Klonierung eines PCR-
Produktes um Restriktionsschnittstellen verlangert wurden, sind grau unterlegt.
Tabelle 2.1: Verwendete Oligonukleotide. T7- bzw. T3-Promotorsequenz sind kursiv dargestellt und

Restriktionsschnittstellen grau unterlegt.
fwd=forward, rev=reverse

Zebrafisch
Oligonukleotide zur Generierung von PCR-Produkten flr die in vitro Transkription
Gen Name Sequenz von 5 nach 3’
4930506MO7Rik | zfM07_fwd AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGT CTT GAA GAG CAG
4930506MO7Rik | zfMO7_rev TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT CAG ATC CAC AAC
9530057J20Rik | zfJ20_fwd AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA TTT CTC TAC ACA
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9530057J20Rik | zfJ20_rev TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC AGA GAT CTG TTT

A130092J06Rik |zfMHC5_fwd AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA GCT TCC AGA CCT

A130092J06Rik |zfMHC5 rev TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC GCC ACA TCA GCA

Ddit4l zfDdit4l_fwd AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGG CCT GTG GCC TAA

Ddit4l zfDdit4l_rev TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC ACA AGA ACT GAA

Zfp365 zfZfp365_fwd AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA ATG ATG AGG ACA

Zfp365 zfZfp365_rev TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CCA GCT GTC GTA

Zfp533 zfZfp533_rev AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGT CCA AAC TCA AAG

Zfp533 zfZfp533_rev TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT CGA ATG GGT CCG

vmhc vmhc_rev TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC CCA CAT CAC

vmhc vmhc_fwd AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA GGA AAG AGC

amhc amhc_rev TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT TTC TTT CAA

amhc amhc_fwd AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGC GAG ATA TGA

cmic2 cmlic2_rev TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC AGC AGT TAC

cmic2 cmic2_fwd AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA TGG AGT TAT

Oligonukleotide zur Generierung von 5’UTR-Fragmenten

4930506M07Rik |zfM07_5'UTR fwd |ATG ACA CTA CTG TCC ACA TG

4930506MO7Rik | zfM07_5'UTR _rev CTA TAA AGA GCG AGA GCA CT

9530057J20Rik | zfJ20_5'UTR fwd  |CTA TGG AGG GTC TTT GTG AG

9530057J20Rik | zfJ20_5'UTR_rev GGC GGT TTT TCG TTT GAT GT

A130092J06Rik |zfMHC5_5'UTR_fwd | TGG CCA TGC CTT GTC TAG TG

A130092J06Rik |zfMHC5_5'UTR_rev |CGC GGC CAC AAG AAC ATC AA

Ddit4l zfDdit4l_5’'UTR_fwd |CGG ATC CGA CGA GTG TTT TG

Ddit4l zfDdit4l_5’'UTR rev |GTT CAT TCG ATA TCA AGC CG

Zfp365 zfZfp365_5UTR_fwd |GCC TTG TCT TGC TTT GCC TA

Zfp365 zfZfp365_5UTR_rev |ACA GAC CAC CTG TCA ACA AC

Zfp533 zfZfp533_5’'UTR _rev

Zfp533 zfZfp533_5UTR_rev |AGT TGA CAG CCA CTT TGC AC

Oligonukleotide zur Generierung von Klonierungsprodukten

4930506M07Rik | M07_UTRKIlonfwd TCG ATC GAT CCA CCA ACA ACT GGG GTT AT

4930506M07Rik | MO7_UTRKlonrev TAT CCA TGG GCT ATA AAG AGC GAG AGC AC

9530057J20Rik | J20_UTRKlonfwd CGCG ATC GAT CAG TTT TGA AAT GAT CTA AA

9530057J20Rik | J20_UTRKlonrev ATAT CCA TGG CAT GGC GGT TTT TCG TTT GA

A130092J06Rik | MHC5_UTRKIlonfwd GTA ATC GAT CCT TCA AAC CGC GTC TAG TC

A130092J06Rik | MHC5_UTRKlonrev AAT CCA TGG TGA CAA GGG ATG ACC CAT TC

Ddit4l Ddit4]_UTRKlonfwd CAT ATC GAT GGA TCC GAC GAG TGT TTT GC

Ddit4| Ddit4]_UTRKlonrev TTA CCA TGG TTG TTC AGT CGA TAT CAA GC

Zfp365 Zfp365_UTRKIlonfwd GCGC ATC GAT AGT TTT ATT GTC TAG TTT AT

Zfp365 Zfp365_UTRKIlonrev TTAT CCA TGG CCT GGC AAC ACA GAT GTT AG

Zfp533 Zfp533_UTRKlonfwd | CGCG ATC GAT CAT CTG TCA GCT CCG CTT TA

Zfp533 Zfp533_UTRKlonrev | ATAT CCA TGG GCA GCC AAC GGC TCT GTA CT
Maus

Oligonukleotide zur Generierung von PCR-Produkten

4930506MO7Rik | MO7_mesc_fwd GTG TCC CCT AAC ACC TGA GC

4930506MO7Rik | M07_mesc_rev AGC CTG GTC TTT GGT TTG G

9530057J20Rik | J20_mesc_fwd TGC ATC CAG GGG TAA CAT AA

9530057J20Rik | J20_mesc_rev TGA TCC AGT GCT TTT TGC AC
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A130092J06Rik |MHC5 mesc fwd |AGC TGA GCA TCG AGG TGA AT
A130092J06Rik | MHc5_mesc_rev CAC ATG AGG ACC TGT GCA TC
Ddit4l Ddit4]_mesc_fwd GCA CGT GAA CTT GGA GAT TG
Ddit4l Ddit4]_mesc_rev CTG AGG AGA AGC GAC CTC TG
pr365 pr365_mesc_fwd TTC TGT TTG CAA CCA TCC TG
Zfp365 Zfp365_mesc_rev CCT TTC TTG GCT GGT CTG AA
Zfp 533 Zfp533 mesc fwd | CAA GCC GAA GGC ATA AAG AC
Zfp 533 Zfp533_mesc_rev GGG GTG AAG ACA GGA ACG TA
GAPDH GAPDH fwd GGT GCT GAG TAT GTC GTG GA
GAPDH GAPDH rev CGG AGA TGA TGA CCC TTT TG
MEF-2c MEF-2c fwd TCA TCT CTG TCT GGC TTC AAC
MEF-2c MEF-2c rev GGT GGT GGT ACG GTC TCC

VEGF VEGF fwd TCC ACC ATG CCA AGT GGT

VEGF VEGF rev TCG GGG TAC TCC TGG AAG AT
Hspb8 Hspb8 fwd TCA TTG GCT CAC CTC AGT GT
Hspb8 Hspb8 rev CTT GGT GGT GAT GGT TTG AG
Fof5 Fgf5 fwd GCT GTG TCT CAG GGG ATT GT
Fgf5 Fgf5 rev TCT TGG CTT TCC CTC TCT TG
Foxa2 Foxa2 fwd ACA CGC CAA ACC TCC CTA CT
Foxa2 Foxa2 rev GGC ACC TTG AGA AAG CAG TC
aSma aSma fwd CTA TTC AGG CTG TGC TGT CC
aSma aSma rev CCA AGT CCA GAC GCA TGA T
TnnC TnnC fwd CAG CAA AGG GAA GTC TGA GG
TnnC TnnC rev CGT AAT GGT CTC ACC TGT GG
Tbx20 Tbx20 fwd ATC GCC GCG CTT ATG TCC AG
Tbx20 Tbx20 rev CCC CGC CGC CAA ACT CC

aMHC aMHC fwd GCT GGG CTC CCT GGA CAT TGA
aMHC oMHC rev CCT GGG CCT GGA TTC TGG TGA T
Myocardin Myocardin fwd AGT GGG CCC AGC ATT TTC AAC ATC
Myocardin Myocardin rev CCC TCC CCA TTT TCC CCA CTT C
TTR TTR fwd CTT CCC TTC GAC TCT TCC TC
TTR TTR rev CTG TGA AAA CCA CAT CCG CG
a-c-actin a-c-actin fwd AGC CCA GAG CAA GCG ACG TAT
a-c-actin a-c-actin rev AGT CAG TGA GGT CCC GAC CAG
Nodal Nodal fwd GGC GCA AGA TGT GGA CGT GAC
Nodal Nodal rev ACA TTG TGG TGG CGA CAG GT
Pax6 PAX6 F AGT GAA TGG GCG GAG TTA TG
Pax6 PAX6 R TGA GAC ATG TCA GGT TCA CTC C
Sema3A SEMA3A F TTG GCA ATT TCA GAG GAG AAA
Sema3A SEMA3A R CAT GAA TCC GTG TTC CAC AG
Neurod1 NEUROD1 F AGG TTT GTC CCA GCC CAC TA
Neurod1 NEUROD1 R GGG GAC TGG TAG GAG TAG GG
AFP AFP F TCT TCC ACA AGG ATC TGT GC
AFP AFP R TGC AGC ACT TCT CCA AAA GG
DCN DCN_F GAG GGA ACT CCA CTT GGA CA
DCN DCN R CTC ACA GCC GAG TAG GAA GC
Fit1 FLT1 F CGG TTC ACC TGG ACT GAG AC
Fit1 FLT1 R TCA GAT TCA TCG TCC TGC AC
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Tbra BRACHYURY T F |ACT GGT CTA GCC TCG GAG TG
Tbra BRACHYURY T R |GAG CCT CGA AAG AAC TGA GC
MYF5 MYF5 F CTG TCT GGT CCC GAA AGA AC
MYF5 MYF5 R TGG AGA GAG GGA AGC TGT GT
DES DES F CAG GAC CTG CTC AAT GTG AA
DES DES R TGG ACT TCA GAA CCC CTT TG
BMP2 BMP2_F AGA CCA CCG GCT GGA GAG
BMP2 BMP2 R GTT CCC GGA AGA TCT GGA GT
Gata4 GATA4 F TCT CAC TAT GGG CAC AGC AG
Gata4 GATA4 R AAG AGT CCT GCT TGG AGC TG
Hand1 HAND1_F CAA GGA TGC ACA AGC AGG T
Hand1 HAND1 R GCG CCC TTT AAT CCT CTT CT
cinT cTnT fwd GCA CAG TGG ACT TCG ATG AG
cinT cTnT rev TGC AGC ATC ATC TTC AGC TC
Flk1 Flk1 fwd TAG GTG CCT CCC CAT ACC CTGG
Flk1 Flk1 rev TGG CCG GCT CTT TCG CTT ACTG
Gatat Gata1 fwd TTG GAC ACC TTG AAG ACGG
Gata Gata1 rev GCA TAA GAT GGC TGA CAG GC

2.3 Morpholino-modifizierte antisense Oligonukleotide

Die in Tabelle 2.2 aufgelisteten und verwendeten Morpholino-modifizierten

antisense Oligonukleotide wurden von der Firma Gene Tools synthetisiert und

geliefert.

Tabelle 2.2: Verwendete Morpholino-modifizierte antisense Oligonukleotide (M)

Gen Name Sequenz von 5’ nach 3’

4930506M07Rik | zfM07-_anti5™° ACCACCAATGACTTGCACACGAACT
zfMO7-1_anti5™° GCATCACTAGACAAATGACTAAGTA

9530057J20Rik | zfJ20-I_anti5™° CGTTTGATGTTTTGAGCAAGCTGAA
zfJ20-1I_anti5™° CACAAAGCCATATGCAACATTTAAG

A130092J06Rik | zZfMHC5-I_anti5™° GTACACTAGACAAGGGATAACCCTT

zfMHC5-1l_anti5™° | GGCTGACACTCAGAATAACGCAGAC

Ddit4l zfDdit4l -1_anti5™° | GGCAGCTGCTGGAGTCTGCAGAGAT
zfDdit4l -Il_anti5™° | CGTGTGTATCCTCAAGTCTGATGGC
Zfp365 2fZfp365-1_anti5™° | CACAACTGTAGTTGATCCAAAGTGC
ZfZfp365-1_anti5™° | TTTCATAGGCAAAGCAAGACAAGGC
Zfp533 zfZfp533-1_anti5™° | TTTGGTCAGAGCAGCTGGCAGTGAC

zfZfp533-1_anti5™° | TTGTAGTGCGCCTCGGCTTGGCTAT

Random Seq. MO CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA
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2.4 Verwendete shRNA Konstrukte in pGFP-V-RS Vektor

Die verwendeten shRNA Konstrukte gegen das jeweilige Kandidatengen in pGFP-

V-RS Vektor wurden von der Firma OriGene bezogen (Tab. 2.3).

Tabelle 2.3: Verwendete shRNA Konstrukte in pGFP-V-RS Vektor

Pasmid Katalognummer
Gen

Hush 29mer shRNA GFP Klonierungsvektor (pGFP-V-RS)
4930506 M07Rik TG504574

Gen ID=71653

Hush 29mer shRNA GFP Klonierungsvektor (pGFP-V-RS)
A130092J06Rik TG513112

Gen ID=241303

Hush 29mer shRNA GFP Klonierungsvektor (pGFP-V-RS)
Zfp365 TG506468
Gen ID=216049

Hush 29mer shRNA GFP Klonierungsvektor (pGFP-V-RS)
Zfp533 TG314297
Gen ID=154313

Negativ Kontroll shRNA GFP Klonierungsvektor (pGFP-V-
Kontrolle RS) TR30007

Wirkungslose negativ Kontroll shRNA Kassette in GFP
Kontrolle TR30013
Klonierungsvektor (pGFP-V-RS)

2.5 Software

Acrobat Reader 7.0 (Adobe)

AxioVision 2.0.5.3 (Zeiss)

BioEdit 7.0.5.2 (Tom Hall, Department of Microbiology, North Carolina State
University)

EditSeq 4.04, MapDraw 4.04, MegAlign 4.04 (DNASTAR)

Entrez (National Center for Biotechnology Information = NCBI )

Office 2003 (Microsoft)

Photoshop CS2 (Adobe)

Vector NTI Suite 8 (Infor Max, Inc.)

Windows XP Home Edition (Microsoft)

Des weiteren wurden die Dienste von PubMed (NCBI), BLAST (Altschul et al.,
1997), der Zebrafisch Datenbank ZFIN (www.zfin.org) (Sprague et al., 2001) sowie
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der Datenbanken Gene-Hub-GEPIS (Zhang et al., 2007) und bioGPS
(http://biogps.gnf.org) (Wu et al., 2009) in Anspruch genommen.
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3. Methoden

3.1 Zebrafischmethoden
3.1.1 Haltung Zebrafisch und Gewinnung von Embryonen
3.1.1.1 Beschreibung und Herkunft

Der Zebrafisch Danio rerio ist ein den Zuflissen des Ganges in Bengalen (Indien
und Bangladesch) und Pakistan entstammender tropischer SulRwasserfisch, der
im adulten Zustand eine durchschnittliche KorpergroRe von drei bis vier
Zentimetern erreicht und zur Familie der Cyprinidae (Karpfenfische) gehort. Die fur
diese Arbeit verwendeten Zebrafische wurden in Kolner Tierhandlungen bezogen.
Zudem gab es drei transgene Linien, cmlic2::gfp, fli.:EGFP und Gatal:DsRed, die
fur diese Arbeit benutzt wurden. Die Erlaubnis mit der cmlc2::gfp Linie arbeiten zu
durfen, erhielten wir vom Hersteller dieser Linie, Geoff Burns (Burns et al., 2005).
Die fli:EGFP Linie kann o&ffentlich vom Oregon Resource Center bezogen werden.
Beide transgene Linien erhielten wir mit freundlicher Unterstlitzung von Dr. Rauch
von der Universitat Heidelberg. Gatal:DsRed transgene Fische, die ursprunglich
wie zuvor beschrieben im Labor von Dr. Leonard Zon, Children’s Hospital Boston
und Howard Hughes Medical Istitute, generiert wurden (Traver et al., 2003),
erhielten wir mit freundlicher Unterstitzung von Jean-Pierre Levraud. Die

erhaltenen Zebrafische dienten als Elterntiere fur Nachzuchten.

3.1.1.2 Haltung

Ab dem 4. Lebenstag wurden die Zebrafische in einer Zebrafisch-Aquarienanlage,
bestehend aus mehreren seriellen Einheiten, bei einer Wassertemperatur
zwischen 26 und 28°C gehalten (Mullins et al., 1994). Die Anlage wurde
kontinuierlich  mit  Frischwasser versorgt, wobei taglich 1/10 des
Flussigkeitsvolumens durch Frischwasser ersetzt wurde. Dazu wurde
Leitungswasser 1:1 mit deionisiertem Wasser gemischt. Innerhalb der
Aquarienanlage wurde das Wasser durch ein Pumpensystem in Zirkulation
versetzt. Dabei wurden Schwebeteilchen durch integrierte Filtereinheiten aus dem
Wasser herausgesiebt und das gefilterte Wasser anschlielend durch UV-

Bestrahlung sterilisiert. Der Akkumulation toxischer Substanzen (z.B. Nitrit) wurde
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durch eine bakterielle Aufbereitung des Wassers entgegengewirkt. Die Fltterung
der Fische erfolgte 3 mal taglich. Neben dem gangigen Trockenfutter (TetraMin)
wurden Salinenkrebse und Bosmidien geflttert, um eine ausgewogene Ernahrung
der Fische zu gewahrleisten. Der Hell-Dunkel Rhythmus wurde auf 14 Stunden
Licht und 10 Stunden Dunkelheit eingestellt.

3.1.1.3 Gewinnung von Embryonen

Die Gewinnung der Embryonen flir die verschiedenen Experimente erfolgte
morgens mit Beginn der Lichtphase. Hierzu wurden am Abend vor dem
gewulnschten Ablaichtermin Kreuzungen von jeweils einem Weibchen und zwei
Mannchen in dafir vorgesehene Plastikablaichboxen angesetzt. In diesen Boxen
konnten Weibchen und Mannchen durch eine Trennscheibe voneinander getrennt
gehalten werden. Direkt zu Beginn der Hellphase erfolgte die Eiablage, wobei
durch gezieltes Entfernen der Trennscheiben in einem gewissen Zeitfenster der
Zeitpunkt des Ablaichens beeinflusst werden konnte. Zwanzig bis dreillig Minuten
nach dem Ziehen der Trennscheibe konnten die Embryonen, die durch ein Gitter
auf den Boden der Ablaichbox fielen und somit von den Elterntieren abgeschirmt
waren (Zebrafische sind Laichrduber), abgesammelt werden. Uberfiihrt in
Petrischalen wurden diese dann bis zum gewunschten Entwicklungsstadium bei

23 — 28 °C in Aquarienwasser gehalten.

3.1.1.4 Unterdrickung der Melanophorenbildung

Die Unterdruckung der Pigmentbildung diente zur erleichterten Beobachtung und
Dokumentation der Zebrafische. Zu diesem Zweck wurden die Embryonen im 26
Somitenstadium (22 hpf) (nach Kimmel et al., 1995) nach der Befruchtung in 0,2
mM 1-phenyl-2-thiourea (PTU; Sigma) in Aquarienwasser Uberfuhrt (Lawson et al.,
2002).

PTU LOsung:
0,2 mM PTU (Stammlosung: 2mM in H20)

in Aquarienwasser
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3.1.2 Dechorionisierung und Lagerung von Zebrafisch-

Embryonen

3.1.2.1 Mechanische Dechorionisierung von Embryonen

Fir die Durchfihrung der Experimente und zur besseren Dokumentation wurden
mit Hilfe spitzer Uhrmacherpinzetten Embryonen, die noch nicht selbstandig
geschlupft waren, vom Chorion befreit. Zur Betaubung der Fische wurden diese
zunachst in ,Tricaine® (MS222, Sigma) Uberfluhrt (siehe Westerfield, M. (2007)
THE ZEBRAFISH BOOK, 5th Edition; A guide for the laboratory use of zebrafish
(Danio rerio), Eugene, University of Oregon Press). Anschlielend wurden die
Embryonen in 4% Paraformaldehyd (PFA) in PBS (phosphate buffered saline)
Uberflhrt und zwei Stunden bei Raumtemperatur (RT) oder iber Nacht (UN) bei
4°C fixiert. So fixierte Embryonen konnten tUber mehrere Wochen stabil bei 4°C
gelagert werden. Fir Folgeexperimente wurden die Embryonen in 1xPBST (PBS +
0,1% Tween-20) Uberfuhrt.

Losungen:

20 x PBS: Tricaine:

2,76 M NacCl (3-amino-benzoesaure-ethylester, MS222)
50 mM KCI 400 mg Tricaine

160 mM Na,HPO, 97,9 ml H,O

50 mM KH,PO, 2,1 ml TrispH9

ph7, Lagerung bei -20°c

3.1.3 in situ Hybridisierung mit Digoxygenin markierten RNA Sonden an

ganzen Embryonen

Das Verfahren der in situ Hybridisierung dient zur Detektion der raumlichen
Expression von RNA. Dabei ermdglichen Digoxygenin markierte antisense RNA-
Sonden eine nicht radioaktive Technik (Tautz und Pfeifle, 1989).

Die fixierten Embryonen wurden mit Digoxygenin markierten antisense RNA-
Sonden inkubiert. Die hybridisierten Sonden wurden immunochemisch, mittels

alkalische Phosphatase (AP) gekoppelter anti-Digoxygenin F,, Fragmente
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nachgewiesen, wobei durch die enzymatische Umsetzung spezifischer Substrate
farbige Prazipitate erzeugt wurden.

Die in situ Hybridisierung erfolgte nach dem in einigen Punkten modifizierten
Protokoll von Schulte-Merker et al. (1992). Die Modifikation bestand bei jungeren
Embryonen in einem Austausch der Proteinase K-Behandlung nach dem
Fixierungsschritt durch eine Hitzebehandlung. Des weiteren wurden einige
Ldsungen in ihrer Zusammensetzung verandert. Fir die automatisierte in situ
Hybridisierung wurde der InsituPro Automat (Abimed) verwendet (Plickert et al.,
1997).

3.1.3.1 Hitzebehandlung von Zebrafisch Embryonen (nach mindl. Mitteilung
M. Gajewski)

Die Hitzebehandlung diente zur Denaturierung moglicher mit der mRNA
assoziierten Ribosomen und anderer Proteine, um die mMRNA somit zuganglich fur
die markierten antisense RNA-Sonden zu machen.

Hierzu wurden die in 1xPBST uberfuhrten Embryonen 10 Minuten in zuvor
gekochtem Wasser inkubiert, das Zusammenkleben der Embryonen durch
gelegentliches Invertieren unterbunden und anschlieRend 5 Minuten auf Eis

abgekuhlt, um eine Renaturierung der Proteine zu verhindern.

3.1.3.2 Proteinase K-Behandlung von Zebrafisch Embryonen

Die Proteinase K-Behandlung erleichtert den Zugang der mRNA fur die markierte
antisense RNA-Sonde. Insbesondere bei alteren Larven kam diese Behandlung
zur Anwendung, da auf diese Weise erheblich intensivere Farbungen zustande
kamen.

Die Embryonen wurden zunachst in 1xPBST Uberflhrt und dann, je nach
Entwicklungsstadium, in einer Proteinase K-Losung (10 pg/ml) (Stammidsung
10mg/ml) inkubiert.
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Tabelle 3.1: Dauer Proteinase-K-Behandlung

Entwicklungsstadium | Dauer Proteinase-K-Behandlung
48 hpf 30 min
3dpf 40 min
5dpf 45 min

Nach der Inkubation mit Proteinase K wurden die Embryonen fur 20 Minuten in 4%

PFA fixiert und fur Folgeexperimente 5 mal 5 Minuten mit 1XPBST gewaschen.

3.1.3.3 Behandlung mit Essigsaureanhydrid

Die Behandlung mit Essigsaureanhydrid flhrt zu einer Inhibition endogener
Phosphatasen und reduziert eine unspezifische Hintergrundfarbung bei spaterer
Verwendung phosphatasegekoppelter Antikorper.

Die Embryonen wurden 2 mal 5 Minuten mit 150 pyl PBST gewaschen. Dann
wurden sie in 150 pul einer Losung aus 2,5 ul Essigsaureanhydrid pro ml 0,1 M
Triethanolamin (pH 7,8) tberflhrt und 10 Minuten inkubiert. Anschliel3end wurden
die Embryonen 4 mal 10 Minuten mit 150 yl PBST gewaschen.

3.1.3.4 Vorhybridisierung

Die Embryonen wurden 5 Minuten in Hybridisierungs-Lésung (Hybmix) inkubiert.
Anschlieend wurde der Hybmix erneuert und die Embryonen darin eine Stunde
bei 65°C inkubiert.

3.1.3.5 Hybridisierung

Nun erfolgte eine Inkubation mit Sonde fur 16 Stunden bei 65°C. Dazu wurde die
antisense RNA-Sonde (~ 1 ul der Sonde) in ein kleines Volumen Hybmix

aufgenommen (20-100 ng Sonde pro ml Hybmix).

3.1.3.6 Waschschritte

Es erfolgten mehrere Waschschritte bei 65°C, um die Sonde vollstandig zu
entfernen und somit auch unspezifische Wechselwirkungen zwischen Sonde und

MRNA zu verhindern:
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1. 30 Minuten Hybmix
2. 2 x 30 Minuten Losung aus 50% Hybmix / 50% 2 x SSCT
3. 2 x 30 Minuten 0,2 x SSCT.

3.1.3.7 Antikdrper Inkubation

Die Embryonen wurden 2 mal 10 Minuten mit PBST bei RT gewaschen, dann 10
Minuten in Block |-, und anschlieiend 60 Minuten mit Block II-L6ésung bei RT
inkubiert. Zur eigentlichen Antikdrperinkubation wurde die Block II-Losung durch
150 pl einer 1:2000 Verdunnung anti-Digoxygenin-AP F,, Fragmente (Roche) in
Block lI-Lésung ersetzt und die Embryonen 4 Stunden bei RT inkubiert.
AnschlieRend wurde 8 mal 15 Minuten bei RT mit PBST gewaschen.

3.1.3.8 Farbsubstratreaktion

Der flr die alkalische Phosphatase bendtigte pH-Wert wurde durch eine
Inkubation der Embryonen fir 10 Minuten in 500 ul AP-Puffer adaptiert. Die
Farbreaktion erfolgte durch Uberfihrung der Embryonen in 500 ul BM-Purple-
Substrat (Roche). Die Inkubation erfolgte im Dunkeln. Die Dauer der Farbreaktion
hing von der mRNA-Konzentration ab.

Nach gewunschter Farbintensitat wurde die Farbsubstratreaktion durch
mehrmaliges Waschen mit PBST gestoppt. Eine endgultige Inaktivierung der
alkalischen Phosphatase wurde durch Fixierung der Embryonen in 4% PFA in
PBS erzielt.

3.1.3.9 Losungen fur die in situ Hybridisierung

20 x PBS 1 x PBST
2,76 M NaCl 1 x PBS
50 mM KCI 0,1 % Tween-20

160 mM Na,HPO,
50 mM KH,PO4

20 x SSC 2 x SSCT
3 M NaCl 2 x SSC
0,3 M NaCitrat 0,1 % Tween-20

pH 4,7
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0,2 x SSCT
0,2 x SSC
0,1 % Tween-20

AP-Puffer
100 mM Tris pH 9,5
50 mM MgCl,
100 mM NaCl
0,1 % Tween-20
5 mM Levamisol (aus 1M
Stammldsung)

TEA/AA

0,1 M Triethanolamin ph 8
0,25% Essigsaureanhydrid
Lagerung bei 4°C

Block-Lésungen

Block I: 0,2 % BSA (Bovine Serum Albumine) in PBST
Block II: 0,2 % BSA /5 % Schaf-Serum
(hitzeinaktiviert fur 1h bei 56°C) in PBST

Hybmix

50 % Formamid (aus 100% Formamid Stammlésung)
5 x SSC (aus 20 x SSC Stammldsung)

1 % Boehringer Block (Roche)

1 mg/ml Hefe RNS (Roche) (aus 10mg/ml Stamml&dsung)
100 pg/ml Heparin (aus 10 mg/ml Stammlésung)

1 x Denhards (aus 100 x Denhards Stammldsung

0,1 % Tween-20 (aus 10% Tween Stammldsung)

0,1 % Chaps (aus 10% Chaps Stammlésung)

5 mM EDTA (aus 0,5 M Stamml6sung)

Lagerung bei-20°C

3.1.4 Analyse von Embryonen nach in situ Hybridisierung

Die gefarbten Embryonen wurden vollstandig in 4 % Methylcellulose (Sigma) auf
einen Hohlschliff Objekttrager Uberflihrt und mit einer feinen Prapariernadel in eine
geeignete Position gebracht. Mittels eines Stereomikroskops (MZFLIII; Leica)
wurden die Embryonen anschliel3end analysiert und mit einer Digitalkamera (DFC
480, Leica) fotografiert.

Herstellung der 4% Methylcellulose-Losung:
Es wurden 4 g Methylcellulose in 100 ml VE Wasser gegeben. Unter standigem
Ruhren wurde das Pulver bei 4°C Uber Nacht gelost. Im Anschluss wurde die hoch

viskose Lésung flr eine Stunde bei 6500 rpm zentrifugiert.

3.1.5 Injektion von Morpholino-modifizierten antisense Oligonukleotiden
3.1.5.1 Herstellung der Kapillaren

Die fur die Injektion bendtigten Glaskapillaren mit Filament (Lange = 100mm,
Aulendurchmesser 0,1mm, Wandstarke = 0,21mm) (Hilgenberg) wurden mit Hilfe
eines Sutter P9 Micropipette Puller (Sutter) gezogen (Parameter: erhitzen = 537,
zichen = 100, Geschwindigkeit = 100, Zeit = 150) und mit 1 — 1,5 pl der

Morpholinoinjektionsldésung rickseitig beladen.
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3.1.5.2 Vorbereitung der Injektionslésung

Die im lyophilisiertem Zustand gelieferten Morpholino-modifizierten antisense
Oligonukleotide (Gene Tools) wurden in H,O geldst, so dass die Konzentration der
Stammlésung 3 mM betrug.

Aus dieser Stammlosung wurde dann die Injektionslosung hergestellt. Diese
bestand aus H,O, Phenolrot (Sigma) und KCI. Phenolrot wurde der Losung
zugesetzt, um das injizierte Volumen sichtbar zu machen und somit besser
kontrollieren zu kénnen. Die Injektionskonzentration der Morpholino-modifizierten

Oligonukleotide betrug zwischen 0,6 und 1 mM.

Tabelle 3.2: Komponenten fir Injektionslésungen

Komponente Endkonzentration

Morpholino-modifizierte Oligonukleotide | 0,6 — 1 mM

Phenolrot 0,2 % (Stammlosung: 2%)

KCI 0,1 M (Stammldsung: 1M)

3.1.5.3 Injektionen

Die Injektionen erfolgten mit Hilfe der Injektionsanlage Femtojet® (Eppendorf).
Dazu wurde die Injektionslosung direkt in den Dotter unterhalb der Zelle(n) von
Embryonen im Ein- bis Zweizellstadium injiziert. Das Injektionsvolumen betrug
zwischen 5-10 nl.

Direkt im Anschluss an die Injektion wurden die Embryonen in Petrischalen mit
Aquarienwasser Uberfuhrt und konnten sich dort bis zur Auswertung bei 23°C
entwickeln. Wie im Abschnitt 3.1.1.4 beschrieben, wurden die Embryonen im 26
Somitenstadium (22 hpf) zur Unterdriickung der Melanophorenbildung in eine 0,2
mM PTU-L6sung Uberflhrt.

Aus jedem Gelege wurden parallel zu den injizierten Embryonen nicht-injizierte

Embryonen als Kontrollansatz bei gleichen Entwicklungsbedingungen gehalten.
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3.1.6 Analyse von morphologischen Effekten

Lebende Embryonen wurden vom Aquarienwasser in 4%ige Methylcellulose
(Sigma) Uberflhrt und auf einen Objekttrager mit Hohlschliff gegeben. Die weitere

Analyse erfolgte wie bei der Analyse von in situ Praparaten.

3.1.7 Analyse der Herzschlagrate

Zur Analyse des Herzschlags wurden die Zebrafische mittels Stereomikroskops
beobachtet. Es wurde jeweils ein Morpholino-injizietes Gelege und ein
Wildtypgelege, die unter gleichen Bedingungen gehalten wurden, ausgezahlt. Uber
eine Zeitspanne von einer Minute wurden die Kontraktionen des Herzens mit
Hilfe einer Stoppuhr und eines Koloniezahlers aus der Zellkultur gemessen. Aus
den ermittelten Messergebnissen wurden das arithmetische Mittel und der

dazugehorige Fehler bestimmt.

3.1.8 Diaminofluoren (DAF)- Farbung (modifiziert von Miwa et al., 1991)

Mit Hilfe der DAF-Farbung lassen sich Erythrozyten in fixieten Embryonen
detektieren und visualisieren. Erythrozyten, die Hamoglobin synthetisiert haben,
oxidieren mit Hilfe der Hamoglobin Peroxidase das Diaminofluoren, wodurch eine
braune Farbung entsteht.

Fir diese Farbung mussten die Embryonen mindestens 30 Minuten bei
Raumtemperatur in 4% PFA fixiert worden sein. Anschliefend wurde 3 mal mit
PBST gewaschen.

Nun wurden die Embryonen fur 1 Stunde bei Raumtemperatur in DAF-
Farbelésung im Dunkeln inkubiert. Zu diesem Ansatz wurde dann 30%iges H,0-
hinzugeflgt, bis eine Endkonzentration des H,O; in der Lésung von 0,3% vorlag.
Die Embryonen wurden weitere 20 Minuten inkubiert. Anschlielend wurden die
Embryonen erneut 3 mal mit PBST gewaschen und uber Nacht bei 4°C in 4% PFA
nachfixiert.

FUr Folgeexperimente wurden die Embryonen wieder mit PBST gewaschen.
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Losungen:
DAF-Farbel6sung:
0,01% Diaminofluoren
200 mM Tris (pH 7,0)
0,05% Tween-20

3.1.9 Generierung von Kontroll-Konstrukten zur Uberprifung der Spezifitat
der Morpholino-modifizierten antisense Oligonukleotiden (MO)

MRNA und cDNA wurden wie in Kapitel 3.3.1.1 bzw. 3.3.2 beschrieben hergestellt.
Die verwendeten Oligonukleotide zur Generierung von 5’UTR-Fragmenten sind in
Tabelle 2.1 aufgefihrt und wurden um die Restriktionsschnittstellen Clal bzw.
Ncol, je nach ihrer Orientierung, verlangert. Zur Herstellung der Kontroll-
Konstrukte, die die 5’UTR des jeweiligen Gens inklusive Zielsequenz der beiden
verwendeten Morpholino-modifizierten antisense Oligonukleotide vorgeschaltet vor
einem GFP Reporter enthielten, wurden die 5UTR-PCR-Fragmente und ein
pCS2+ Vektor, der bereits eGFP enthielt, mit den Enzymen Clal und Ncol (NEB)
verdaut. Die Restriktion und Ligation wurden im Allgemeinen nach Sambrook und
Russel (1989) durchgefuhrt. Fur die DNA-Ligation wurde die ATP-abhangige T4
DNA-Ligase nach Angaben des Herstellers (Invitrogen) verwendet. Es wurde ein
Ligationsansatz mit einem molaren Verhaltnis Vektor zu Insert von 1:3 angestrebt
und nach folgender Formel berechnet:

Masserragment [Ng] = 125 ng x Lange Fragment (bp) / Lange Vektor (bp).

Die Plasmidaufreinigung und Plasmid-DNA-Isolierung erfolgte per Miniprep mit
dem Promega ,Wizard Plus SV Minipreps” Kit nach Angaben des Herstellers.

Die Linearisierung der Plasmide erfolgte mit Notl, um die Transkription vom SP6
Promoter aus zu lenken. Die mRNA wurde mit Hilfe des mMessage mMachine
Kits der Firma Ambion nach Angaben des Herstellers synthetisiert. Die so
erhaltene mRNA wurde in einer Gro3enordnung von 250 ng/ul (versetzt mit 0,1
mol/L KCL und 0,2% Phenolrot) in 1-Zellstadiumembryonen injiziert (siehe Kapitel
3.1.5.3). AnschlielRend wurden die Embryonen in Petrischalen mit Aquarienwasser

uberfuhrt und bis zur Auswertung bei 23°C gehalten.



3. Methoden 25

3.2 Zellkulturmethoden
3.2.1 Kultivierung von ES-Zellen

Alle Experimente wurden mit der murinen ES-Zelllinie CGR8 (ECACC Nr.
95011018) durchgefuhrt.

25 cm? Kulturflaschen wurden mit 0,2% Gelatine (Sigma-Aldrich) ausgekleidet, um
die Zelladharenz zu verbessern. In diesen Flaschen erfolgte die Kultivierung unter
Feederzell-freien Bedingungen in einem Standard-ES-Zellmedium bestehend aus
Glasgow’s Minimum Essential Medium (GMEM, Invitrogen), versetzt mit 10%
fotalem Rinderserum (FBS, GIBCO), 2mmol/l L-Glutamin, 100 U/ml Leukamie
inhibierender Faktor (LIF-1, Calbiochem) und 50 pmol/l b-Mercaptoethanol
(Invitrogen) wie bereits beschrieben (Gissel et al., 2005). Die Zellen wurden jeden
alternierenden Tag bei einer Konfluenz zwischen 60 - 70% passagiert. Dabei kann
der Zusammenschluss von einzelnen Zellen zu grof3eren Zellverbanden unter dem
Lichtmikroskop verfolgt werden.

Die entstandenen Zellverbande wurden mittels des proteolytischen Agens
Trypsin/EDTA (Invitrogen) wieder zu Einzelzellen dissoziiert. Hierzu wurden die
Zellen mit 37°C warmen PBS gewaschen, 2-5 Minuten mit Trypsin/EDTA Ldsung
inkubiert, die vom Flaschenboden geldsten Zellen vorsichtig mit einer Pipette in
Einzelzellen aufgetrennt und zum Abstoppen der Reaktion in das 5-fache Volumen
des Kulturmediums gegeben. Nach anschlieBender Zentrifugation (5 Minuten;
1000 rpm) wurden die Zellen dann je nach gewunschter Zelldichte in
Kulturmedium resuspendiert und in die vorbereiteten gelatinierten Kulturflaschen
uberfihrt.

Die Flaschen wurden bei 37°C, 5% CO, —Gehalt und einer relativen Luftfeuchte

von 95% in einem Inkubator inkubiert

3.2.2 Einfrieren und Auftauen von ES-Zellen

CGR8-ES-Zellen konnen in flussigem Stickstoff gelagert und nach Bedarf
aufgetaut und kultiviert werden.
Zum Einfrieren wurden die Zellen wie in Kapitel 3.2.1 dissoziert, mit Hilfe einer

Neubauer Zahlkammer gezahlt und nach der Zentrifugation moglicht schnell und
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vorsichtig in eiskaltes Einfriermedium (90% fétales Rinderserum (FBS, GIBCO),
10% Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich)) uberfihrt. Der Titer der Zellen
sollte 1x10° Zellen/ml betragen. AnschlieRend wurden die Zellen in Kryotubes fiir
zwei Tage bei —80°C eingefroren, bevor sie im flussigen Stickstoff gelagert
wurden. 24 Stunden nachdem die Zellen in den Stickstoff Uberfihrt wurden, wurde
ein Kontrollkryotube der Zellen aufgetaut, um zu Uberprifen, ob der
Einfrierprozess erfolgreich war.

Zum Auftauen wurde ein 15 ml Falcon-Rohrchen mit 10 ml 37°C warmen
Kulturmedium vorbereitet. Die Zellen wurden zugig in einem 37°C warmen
Wasserbad aufgetaut. Die aufgetauten Zellen wurden in das vorbereitete Medium
uberfuhrt und 6 Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert, anschlie®end in Kulturmedium
resuspendiert und in eine zuvor gelatinierte Kulturflasche Uberfuhrt. Die Flaschen
wurden bei 37°C, 5% CO; —Gehalt und einer relativen Luftfeuchte von 95% in
einem Inkubator inkubiert. Am folgenden Tag wurde das Medium gewechselt, um
tote Zellen und andere Ruickstande zu entfernen. Danach wurden die Zellen wie in
Kapitel 3.2.1 kultiviert.

3.2.3 Differenzierung von ES-Zellen

Die ES-Zelldifferenzierung erfolgte mit einem konventionellen hangende-Tropfen-
Protokoll (Gissel et al., 2005). Im Deckel einer 10 cm Bakterienschale wurden
Tropfen & 20 pl aus einer Trypsindissoziierten ES-Zellsuspension (2,5 x 10*
Zellen/ml) generiert. Die Zellsuspension wurde mit Differenzierungsmedium (DM —
Iscove’s modifiziertes Dulbecco’s Medium (IMDM), GIBCO) hergestellt, welchem
20% fotales Kalbserum, 1% nicht essentielle Aminosauren, 2mmol/l L-Glutamin
und 100 umol/l b-Mercaptoethanol hinzugefluigt wurden. Anschlieend wurde der
Deckel vorsichtig auf den unteren Teil der Bakterienschale, der 5ml PBS enthielt,
gesetzt. Die Schalen wurden bei 37°C, 5% CO,—Gehalt und einer relativen
Luftfeuchte von 95% in einem Inkubator fur zwei Tage inkubiert. Es kommt zur
Bildung von  multizellularen  Aggregaten (EBs), die dann mittels
Differenzierungsmedium gesammelt und in eine neue 10 cm Bakterienschale
uberfihrt wurden. Die EBs wurden bei 37°C in 5% CO,-Gehalt im Inkubator unter

Schutteln gehalten. Jeden alternierenden Tag wurde das Medium gewechselt.
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Nach acht Tagen der Differenzierung konnten schlagende Areale mit Hilfe eines
Mikroskops beobachtet werden. Die Anzahl der schlagenden EBs pro Schale

wurde ausgezahilt.

3.2.4 Transfektion von ES-Zellen mittels Elektroporation

Zur Herstellung stabiler Knockdown-Klone gegen die zu untersuchenden Gene,
wurden von der Firma OriGene (Rockville, MD) die Saugetier shRNA
Expressionsvektoren pGFP-V-RS gegen das jeweilige Gen und entsprechende
Kontrollvektoren bezogen.

Die Anwendung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

10° CGR8 ES-Zellen in PBS (frei von Ca* und Mg*) wurden mit 25 ug des Vektors
mittels Bio-Rad Gene Pulser (Hercules) Elektroporator transfiziert. Die
Elektroporation erfolgte mit 500 uF und 240V wie zuvor beschrieben (Andressen
et al., 2001). Die transfizierten Zellen wurden, wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben,
kultiviert und mit 2 ug/ml Pyromycin (Invitrogen) selektiert. Nach 10 bis 14 Tagen
wurden die GFP exprimierenden Klone unter dem Fluoreszenzstereomikroskop

aussortiert und fur weitere Experimente verwendet.

3.2.5 Immunohistochemie (IHC)

FUr die Immunohistochemie wurden 13 Tage alte EBs mittels Trypsin/EDTA-
Lésung (Invitrogen) dissoziert und in 6-Well-Zellkulturplatten auf zuvor mit 0,2%
Gelatine (Sigma-Aldrich) Uberzogenen Deckglasern in Differenzierungsmedium
(siehe Kapitel 3.2.3) ausplattiert. Nach 48 Stunden wurden die dissoziierten EBs
15 Minuten mit PBS gewaschen und anschlieRend mit eiskaltem Methanol fur 30
Minuten bei —20°C fixiert. Danach wurden die dissoziierten EBs 2 mal 15 Minuten
mit einer Waschlésung (FACS wash (BD Bioscience) + 0,1% Saponin (Sigma))
gewaschen. Es erfolgte eine Inkubation der dissoziierten EBs in 5% BSA fur 1
Stunde bei Raumtemperatur. Nachdem dann 1 mal far 15 Minuten mit
Waschlésung gewaschen wurde, wurden die dissoziierten EBs mit dem primaren
Antikérper (1:200 verdinnt in Waschlésung) bei 4°C Uber Nacht inkubiert.
Folgende primare Antikorper wurden verwendet:

¢ Mouse monoclonal to heavy chain cardiac Myosin (aMHC) (Abcam)
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e Mouse monoclonal to VEGF (Sigma)

e Mouse polyclonal to Myocardin (Abcam)

Die dissoziierten EBs wurden dann 3 mal fur 15 Minuten mit Waschlésung bei
Raumtemperatur gewaschen. AnschlieBend wurden die dissoziierten EBs mit
dem, zum Fluorochrom des primaren Antikorpers spezifischen, sekundaren
Antikorper in Waschlosung (1ul/ml) fur 1 %2 Stunden bei 4°C im Dunkeln inkubiert.
Die verwendeten sekundaren Antikérper waren Anti-mouse IgG Alexa Fluor 488
und 594 (Invitrogen). Zum Farben der Nuklei war der Antikérperldsung Hoechst
33342 Dye (Sigma Aldrich) zugefugt. Zum Schlu® wurde 2 mal 10 Minuten mit
Waschlésung gewaschen und die Deckglaser mit Prolong Gold (Invitrogen) auf
Objekttragern befestigt. Die so praparierten dissoziierten EBs konnten bei —20°C
fur langere Zeit gelagert werden. Aufnahmen der immunohistochemischen
Farbung wurden mit dem inversen Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axiovert 200

vorgenommen.

3.2.6 Mikroarray-Analyse

TotalRNA wurde mittels des RNeasy Mini Kit (Qiagen) nach Angaben des
Herstellers aus den aus den knockdown-Klonen und Wildtyp CGR8 ES-Zellen
gewonnen EBs isoliert. Die Qualitat der RNA wurde mit der denaturierten
Agarosegel Methode bestatigt. 100 ng total RNA wurden fur die aRNA
Amplifikation mit GeneChip® 3’ IVT Express Kit (Affimetrix) verwendet. Die
Durchfuhrung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Nach 16 Stunden
biotinylierter in vitro Transkription wurde die aRNA aufgereinigt. 15 ug der
aufgereinigten aRNA wurden mit Fragmentationslosung fragmentiert. 12,5 ug der
fragmentierten aRNA wurden mit Mouse Genome 430 2.0 Arrays fur 16 Stunden
bei 45°C im Hybridisierungsofen hybridisiert. Dann wurden die Arrays gewaschen
und mit Phycoerythrin mit Affymetrix Fluidics Station 450 gefarbt und mittels
Affymetrix Gene-Chip Scanner 3000 7G gescannt. Die Qualitatskontrollmatrizen
wurden mit Affymetrix GCOS Software bestimmt.

Die CEL-Dateien wurden fur weitere Analysen verwendet. Die Daten wurden einer

Hintergrungkorrektur unterzogen und der RMA (robust multi-array average) wurde



3. Methoden 29

mit R-Bioconductor-Paketen normalisiert (Bolstad et al., 2003). Die hierarchische
Clusteranalyse wurde unter Verwendung der Cluster (Eisen Labor) Software
durchgefuihrt. Ebenso wurde eine Hauptkomponentenanalyse mit made4
(Multivariate analysis of microarray data using ADE4) -Paketen mit R-bioC
unternommen. Zur Bestimmung der unterschiedlich exprimierten Transkripte
(differentially expressed transcripts, DET) wurde die empirische Bayes-Methode
mit dem LIMMA (Linear Models for Microarray data) -Paket in R angewandt
(Smyth, 2004). Die original p-Werte (p-values) wurden mit der Benjamini Hochberg
Methode in LIMMA mit P < 0,05 angeglichen, um die False Discovery Rate (FDR)
zu finden. Des weiteren wurden die Transkripte mit einem log Fold Change von

1,5 oder -1,5 gefiltert, um eine engere Auswahl zu treffen.

3.2.7 Genontologie (Gene Ontology, GO)

Zur Bestimmung der biologischen Bedeutung von DET wurde die Datenbank flur
Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) genutzt. DAVID stellt
biologische Prozesse, molekulare Funktion und zellulare Komponenten fur DET
mit einem EASE Enrichment Score P < 0,01 zur Verfugung (Dennis et al., 2003;
Hosack et al., 2003).

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 RNA Isolation
3.3.1.1 gesamtRNA Isolation aus Zebrafischembryonen

Die gesamtRNA wurde mit Hilfe von Trizol (Gibco) isoliert. Dazu wurden
Embryonen in Trizol homogenisiert (1ml Trizol / 100 Embryonen).

Das Homogenisat wurde mit 12000xg bei 4°C fir 10 Minuten zentrifugiert, um das
aufgebrochene Zellmaterial am Boden zu sammeln. Der Uberstand wurde in ein
frisches Eppendorf Reaktionsgefald uberfuhrt und 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurden 200 pl Chloroform pro ml Trizol zum Uberstand
gegeben, 15 Sekunden gevortext und 3 Minuten lang bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt der Proben mit 12000xg bei

4°C far 15 Minuten, wurde die wassrige Phase in ein neues Reaktionsgefaly
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uberfuhrt und mit 500 pl Isopropanol pro ml Trizol gemischt. Es folgte ein
Inkubationsschritt fir 10 Minuten bei Raumtemperatur und Zentrifugation mit
12000xg bei 4°C flr 15 Minuten.

Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet mit 1 ml 75% EtOH
gewaschen. Die Losung wurde vorsichtig kurz gemischt und 5 Minuten bei 4°C mit
7500xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das RNA-Pellet maximal
5 Minuten getrocknet.

Nach dem Trocknen wurde das RNA-Pellet in 200 ul H,O pro ml Trizol
resuspendiert und bei 37°C 10 Minuten inkubiert.

3.3.1.2 gesamtRNA Isolation aus ES-Zellen

Die gesamtRNA wurde unter Verwendung des RNeasy-Kit (Qiagen) nach

Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

3.3.2 cDNA Synthese

Die cDNA wurde durch Erst-Strang-Synthese unter Verwendung des
SuperScriptlll-RT-Kit (Invitrogen), SuperScript Vilo-Kit (Invitrogen) oder des Erst-
Strang-Synthese-Kits der Firma Promega nach Angaben des Herstellers
durchgefuhrt.

3.3.3 Polymerasekettenreaktion (PCR) (Mullis et al., 1986; Erlich, 1989)

Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) ist ein
Verfahren zur gezielten Amplifizierung von DNA in vitro. Durch Verwendung der
thermostabilen DNA-Polymerase aus Thermophilius aquaticus (Taq Polymerase)
beim Polymerisationszyklus ist es moglich, den gesamten Ablauf der PCR zu
automatisieren. Zur Durchfihrung der PCR wurden die Tag-Polymerase von der
Firma Amplicon und die PCR Maschinen Mastercycler Grandient und Mastercycler
Personal (Eppendorf) verwendet.

Reaktionsprofil:
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Tabelle: 3.3 PCR-Profil zur DNA Amplifikation

Schritt 1 | Denaturierung |95°C 2 min

Schritt 2 | Denaturierung |95°C 30 sec N

Schritt 3 g\nlaggrung Tgmperatu__r . |30 sec { Wiederholung

er Primer Primerabhangig

In Abhangigkeit von der j

Schritt 4 | Extension 72°C Lange des gewunschten 34x
PCR-Produkts (1 min/kb)

Schritt 5 |Elongation 72°C 5 min

Schritt6 | hold 12°C

3.3.4 DNA Sequenzierung

Die Sequenzierung der DNA-Fragmente erfolgte im Institut fur Genetik der

Universitat zu Koln nach Sanger (Sanger et al., 1977). Folgender
PCR-Profil

Reaktionsansatz und

BigDye
Puffer

Oligonukleotid
DNA / Plasmid

0,5 pl
1,75 ul
0,5 ul

wurden verwendet.

3.3.5 Quantitative PCR

10ng / 100ng

Tabelle 3.4: PCR-Profil fur DNA Sequenzierung

Schritt 1 94°C 1 min

Schritt2  [94°C 10 sec )
Schritt 3 55°C 15 sec > x 34
Schritt 4 60°C 4 min

Schritt 5 Hold 12°C

Das Verfahren der quantitativen PCR wurde mit Hilfe des ABI-7500 Fast PCR
Systems (Applied Biosystems) durchgefuhrt. Hierzu wurde der SYBR Green PCR
Master Mix (MESA FAST Mix, Eurogentec) nach Angaben des Herstellers
verwendet. Die verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 2.1 aufgefuhrt.

Folgendes PCR-Profil wurde eingesetzt:
Tabelle 3.5 : PCR-Profil fir quantitative PCR

Schritt 1

95°C |5 min

Schritt 2

95°C |15 sec

Schritt 3

60°C |30 sec

Schritt 4

72°C |30 sec

N
F40x
J
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Das mRNA Niveau wurde gegen ein endogenes Kontroliniveau (GAPDH)
normalisiert und mittels der Cycle-Threshold- (Ct) Methode kalkuliert. Die relative

Expressionhohe der Zielgene wurde in einer Excel-Datei dargestellt.

3.3.6 Aufreinigung von PCR-Fragmenten aus Agarosegelen (Gelextraktion)

Zur elektrophoretischen Trennung von Nukleinsduren wurden Gele mit einem
Agaroseanteil zwischen 0,8 % und 1,2 % in 1 x Tris-Acetat Elektrophorese (TAE)-
Puffer verwendet, wobei der Agaroseanteil von der Grolde der zu analysierenden
Nukleinsauren abhangt (Sambrook et al., 1989). Die Proben wurden mit 1/6 6 mal
Ladepuffer Il versetzt und in 1 mal TAE in einer Flachbettgelkammer aufgetrennt.
Um die Nukleinsdurebanden nachweisen zu konnen, wurden die Gele mit
Ethidiumbromid versetzt (2ul Ethidiumbromidlésung (10ug/ml) auf 100 ml), so
dass sie auf einem UV-Transiluminator (Gene Flash; Syngene) sichtbar gemacht
und fotografiert werden konnten. Die Bande des gewiunschte PCR-Fragments
wurde mit Hilfe einer Skalpellklinge aus dem Agarosegel ausgeschnitten und das
erhaltene Gelstick in ein 1,5 ml Reaktionsgefaly uberfuhrt. Die Aufreinigung
erfolgte Uber das Rapid PCR Purification System (Marligen Biosciences Inc.) nach

Angaben des Herstellers.

Verwendeter Ladepuffer || (Sambrook et al., 1989):
0,25% Bromphenolblau

0,25% Xylencynol FF

15% Ficoll (Typ 400; Pharmacia) in H,O

Verwendeter Gro3enstandard:
2-log-DNA-ladder (New England Biolabs)

3.3.7 in vitro Transkription fur die Herstellung von in situ Sonden

Markierte antisense Ribonukleinsaure (RNA) Sonden fur die in situ
Hybridisierungen wurden durch Amplifikation der gewunschten Fragmente durch
PCR generiert, wobei Oligonukleotide mit T7- bzw. T3-Promotersequenz

verwendet wurden. Entsprechend dem auf der DNA Matrize vorhandenen
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Promoter, erfolgte die Herstellung der Sonde mittels der Polymerase T7 oder T3
(Roche). Die Markierung der Sonden erfolgte mit Digoxygenin unter Verwendung

des Digoxygenin-RNA Labeling Mix der Firma Roche.

Transkriptionsansatz:

500ng PCR-Produkt

2 pl 10 x Dig RNA Labeling Mix

2 ul RNS Polymerase (20 U/ul)

2 ul 10 x Transkriptionspuffer (enthalt 60 mM MgCl,) und
1 ul RNase Inhibitor (40U/ul, Roche)

Mit H,Opepc (DEPC = Diethylpyrocarbonat) wurde auf ein Gesamtvolumen von
20yl aufgefullt.

Die Loésung wurde 3-4 Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde 1 ul
DNase (RNase frei) (10U/pl) zugefugt und fur 15 Minuten bei 37°C inkubiert, um
die DNA-Matrize abzubauen. Durch Zugabe von 1ul RNase freiem 0,2M EDTA
(pH=8,0) wurde die Reaktion abgestoppt. Uber eine Ethanolfallung mit 2,5x
Volumen 100% Ethanol und 1/10 Volumen 4M LiCl fir mindestens 2 Stunden bei
—20°C erfolgte die Aufreinigung der Transkripte. Die gefallte LOosung wurde
anschliellend mit 70%igem Ethanol gewaschen und das RNA-Pellet in 20 pl
H2Opepc geldst. 1/2 pl RNase Inhibitor (40U/ ul) wurde zugegeben und fir 15
Minuten bei 37°C inkubiert. Die dauerhafte Aufbewahrung bei —20°C wurde durch
die Zugabe von einem Volumen Formamid ermdglicht. Die Qualitat der
Transkription wurde durch Auftragen von 2,5% des Transkriptionsansatzes auf

einem 1%igen Agarosegel Uberpruft.

3.4 Bioanalytische Methoden

3.4.1 Datenbankrecherche nach Homologen im Zebrafisch

Die aus einer Musterung stammenden Maus-Kardiomyozyten (Doss et al.,

2007a+b) wurden wie folgt auf Homologie im Zebrafisch untersucht.
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Zunachst wurde uber die Suchfunktion des National Center of Biotechnology
Information (NCBI) die gegebene Nummer fur den Datenbankeintrag aufgerufen.
Uber die Entrez-Funktion des NCBI konnte die Proteinsequenz des
entsprechenden Gens ermittelt werden. Anhand dieser Sequenz konnte dann mit
Hilfe  des  BlastP-Programms in der Datenbank von  ensembl

(http://www.ensembl.org) die Suche nach dem homologen Gen im Zebrafisch

durchgefuhrt werden. Hierzu wurde die Zv6 verwendet.

3.4.2 Ermittlung des ,open reading frame“ (ORF) und der 5 UTR der
Kandidatengene

Die aus der Datenbankrecherche erhaltenen Transkriptsequenzen der
Kandidatengene mussten fir die Bestimmung der Morpholinosequenz um die
5'UTR verlangert werden. Zunachst musste hierfur, falls nicht schon vorhanden,
das Start-Methionin des ORF bestimmt werden. Dazu wurde das 5-Ende der
Transkriptsequenz mit Hilfe des BlastN-Programms in der Datenbank gegen ESTs
(expressed  sequence tagged  sites) abgeglichen. Die  erhaltene
Sequenzverlangerung konnte mit dem Programm MapDraw (DNASTAR) in eine
Proteinsequenz umgeschrieben werden. Diese wurde dann auf ein mogliches
Start-ATG untersucht. Sobald dieses identifiziert werden konnte, wurde die
verlangerte Sequenz erneut mit BlastN gegen die EST-Datenbank abgeglichen

und um die gefundene Sequenz (5’ UTR) verlangert.
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4. Ergebnisse

4.1 Identifizierung von Kandidatengenen in ES-Zellen und

respektive im Zebrafisch
In unserer Arbeitsgruppe haben wir durch die Verwendung von Mouse Embryonic
Fibroblast (MEF) freien murinen CGRS8 embryonalen Stammzellen ein
verbessertes ES-Zellmodell fir die konsistente Genexpression und
Entwicklungsstudien etabliert (Gissel et al., 2005). Um die Schwierigkeiten zu
umgehen, wahrend der embryonalen Entwicklung eine ausreichende Menge an
mesodermalen Zellen und Kardiomyozyten isolieren zu missen, wurden
transgene a-Myosin  Heavy Chain- (a-MHC, kanonischer Marker flr
Kardiomyozyten), T (Brachyury)- (kanonischer Marker fir das naszierende
Mesoderm) und BMP2- (kanonischer Marker fur das kardiogene Mesoderm) ES-
Zelllinien entwickelt, die sowohl Puromycinresistenz als auch enhanced grun
fluoreszierendes Protein (EGFP) unter der Kontrolle des jeweiligen Promoters
exprimieren und somit ermdglichen, reine puromycinresistente und EGFP-positive
a-MHC® Kardiomyozyten, T (Brachyury)" und BMP2" mesodermale Zellen zu
generieren. Durch eine groRangelegte Expressionsstudie mit Affymetrix
Expressionsmikroarrays wurde das komplette Transkriptom dieser reinen
mesodermalen Zellen und Kardiomyozyten ermittelt (Doss et al., 2007a+b).
Bioinformatische Studien der Genexpression in den aus ES-Zellen
hervorgegangen Kardiomyozyten spiegeln die biologischen, physiologischen und
funktionellen Prozesse wieder, die in heranreifenden Kardiomyozyten auftreten
(Doss et al., 2007a). Zusatzlich wurden die Gene (sowohl annotierte als auch
neue nicht-annotierte), die speziell in den beiden mesodermalen Zelllinien
hochreguliert waren, analysiert und identifiziert (Doss et al., 2007b).
Aus diesen Analysen konnten wir zwei Gene

e A130092J06Rik und

e Zfp533
identifizieren, die im Vergleich zu undifferenzierten ES-Zellen und Kontroll-EBs
spezifisch in den Kardiomyozyten hochreguliert waren.

Ebenso wurden zwei Gene



4. Ergebnisse 36

e 9530057J20Rik und

e Ddit4l
identifiziert, die im Vergleich zu undifferenzierten ES-Zellen und Kontroll-EBs in
mesodermalen Zellen und Kardiomyozyten hochreguliert waren.
Weitere zwei Gene

e 4930506M07Rik und

o Zfp365
wurden identifiziert, die im Vergleich zu undifferenzierten ES-Zellen und Kontroll-
EBs speziell in mesodermalen Zellen hochreguliert, aber in Kardiomyozyten
runterreguliert waren.
Diese Gene wurden ausgewahlt, da eine erhdohte Kardiomyogenese, definiert als
eine Zunahme der aus ES-Zellen hervorgegangenen Kardiomyozyten, entweder
bedingt durch eine gezielte Zunahme der mesodermalen T(Brachyury)*- und/oder
BMP2*-Zellpopulationen aus ES-Zellen oder durch die gezielte Differenzierung der
mesodermalen Zellpopulation in kardiale Zellen auftreten kann.
Den mdglichen Einfluss dieser insgesamt sechs Gene in Hinblick auf die
Kardiomyogenese gilt es zu untersuchen.
Der erste Schritt zu Beginn dieser Doktorarbeit bestand in der Identifizierung der
homologen Zebrafischgene zu den oben aufgefuhrten Mausgenen. Hierfur wurde
eine BlastP-Analyse in der Ensembl-Datenbank durchgefiihrt (vergleiche Kapitel 3,
Abschnitt 3.4.1). Alle sechs Gene konnten bei dieser Recherche eindeutig
zugeordnet werden und dienten als Grundlage fur die in vivo Untersuchungen der

vorliegenden Arbeit (Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1 Resultat der Datenbankrecherche nach Homologen Zebrafischgenen

Maus Zebrafisch

Zugriffscodes
Riken-Nummer  Zugriffscodes (Accession Ensembl Transkript ID Name

Name bzw. Genname (Accession Nr.) NI) (Release 45)

Shootin1  4930506M07Rik NP_001107784 NP_001185690 ENSDART00000058027 ZfShootin1

J20 9530057J20Rik ENSDART00000047108 zfJ20

Fam78a A130092J06Rik NP 780720  NP_001107947 ENSDART00000097171 Z£fFam78a

Ddit4 Ddit4l NP_084419 NP_956401  ENSDART00000054788  zfDdit4l
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Zfp365 Zfp365 NP_848794 XP_001339691 zfZfp365

Zfp533 Zfp533 NP_848838 XP_001338404 ENSDART00000059446  ZfZfp533

Eine erste Idee, welche Rolle die Gene im Genom spielen konnten, liefert eine
Analyse ihrer Proteinsequenz in der Maus-, Zebrafisch- und Mensch-
genomdatenbank.

Die identifizierten Proteindoméanen koénnen durch Literaturhinweise auf ihre
madgliche Funktion untersucht werden.

Einen Einblick der Expression der Gene in den einzelnen Geweben liefert eine
Analyse ihrer EST (Expressed Sequence Tag)-Daten in Sequenzdatenbanken.
Die Haufigkeit, wie oft ESTs in cDNA-Datenbanken bestimmter Gewebe auftreten,
kann Auskunft dariber geben, wie spezifisch die exprimierten Gene fir das
entsprechende Gewebe sind. Dies wird in Datenbanken wie Gene-Hub-GEPIS
(Zhang et al., 2007) und bioGPS (http:/biogps.gnf.org) (Wu et al., 2009)

veranschaulicht.

4930506MO7Rik

Die Maus-cDNA-Sequenz 4930506M07Rik (Synomym: Shootin1) umfasst ein 631
Aminosauren kodierendes Protein, dass durch eine 4081 Basenpaare enthaltende
MRNA-Sequenz kodiert wird. Diese ist auf Chromosom 19: 58599204-59599203
der genomischen Sequenz lokalisiert (Abb. 4.1).

In Abbildung 4.2 ist eine Ubersicht Uber die Sequenzahnlichkeit von
4930506M07Rik im Maus-, Mensch- und Zebrafischgenom dargestellit.
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ref |NP_001107784| EMMDRIKKGVHLRPVNQTA-RPKAKPDSLKGSESAVDELKGILGTLNKSTSSRSLKSLGP
ref |[NP 001120683 | EMMDRIKKGVHLRPVNQTA-RPKTKPESSKGCESAVDELKGILGTLNKSTSSRSLEKSLDP
ref |NP_001185690| EMMLRIKKGVQLRPVSQTTNRVRPGPKEPTASNSAIQELOGILNTVKRPGPSSSPGPRPP
* ok ok L ok Rk * & * * * * * ko * * * *
ref INP_001107784| ENSE-TELERILRRRK--LTAEADSSSPTGILATSESKSMPVLGSVSSVTESALNKKTLE
ref |NP_001120683| ENSE-TELERILRRRE--VTAEADSSSPTGILATSESKSMPVLGSVSSVTKTALNKKTLE
ref |NP_0011856530| SPSEKSELEKALQRRREAVESAKNNTNPSSVVDLTQIKQ---------- TRS--=-==-=--
* * kK * % * * *
ref|NP_001107784| AEFNNPCPLTPEPGEGPRKLEGCTNPKVTFQPPSKGGYRRKCVGSENQAEPVVVLDPVST
ref |[NP_001120683| AEFNSPSPPTPEPGEGPRELEGCTSSKEVTFQPPSSIGCRKKYIDGEKQAEPVVVLDPVST
ref|NP_001185690] = —=-------e- |0 S R e b
* k&
ref |[NP_001107784| HEPQTKDQAAEKDPTQFEEEGGETQPEYKEDSGGKTGETDSSNC-=-~=-~
ref|NP_001120683| HEPQTKDQVAEKDPTQHKEDEGEIQPENKEDSIENVRETDSSNC-=-=---
ref |[NP_001185690| ———=TGEDQ-———————————————————————— ETLRHTTTTICTEQLS
* * & * *

Abb. 4.2: Abgleich von 4930506MO7Rik im Maus-, Mensch- und Zebrafischgenom.
Ubereinstimmungen sind durch einen Stern gekennzeichnet.

Folgende Proteinsequenzen konnten fir 4930506M0O7Rik in der Ensembl-
Datenbank ermittelt werden (Abb. 4.3).

1. Cyclase-assoziierte Proteine (CAPs) sind hoch konservierte Actin-bindende
Proteine. CAPs enthalten C-terminal eine Actin-bindende Domane, die das Actin
in Bezug auf Zellsignale reguliert und verantwortlich fir die normale
Zellmorphologie, Zellteilung und Wachstum ist (Freeman et al., 2000).

2. Tropomyosin ist ein Strukturprotein, das an der Kontraktion der Muskelzellen

beteiligt ist.
Protein
Low complexity ...
|l ) CE—————
Coiled-coils (Nco... .
_ TT—
Superfamily do... Adenylate_cyclase-assoc_CAP_N
Prints domain s e s
nin Tropomyosin
- e -
PRO1217
L}
PROSITE profiles PS50099
Variations
Scale bar 0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 831
Legend
g Non-sy y ding Synonymous coding

Abb 4.3: Auszug aus der Ensembl-Datenbank zur Darstellung der Proteindomanen von
4930506M07Rik

Einen Einblick der Expression von 4930506M07Rik in den einzelnen Geweben
liefert eine Analyse ihrer EST (Expressed Sequence Tag)-Daten in der Gene-Hub-
GEPIS- und bioGPS-Datenbank (Abb. 4.4). Allerdings scheint keine Expression

im Herzgewebe vorhanden zu sein.
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Abb. 4.4: EST Abgleich in der bio-GPS- und Gene-Hub-GEPIS-Datenbank zur Darstellung der
Expression von 4930506M07Rik in verschiedenen Geweben.

9530057J20Rik

Einen Einblick der Expression von 9530057J20Rik in den einzelnen Geweben
liefert eine Analyse ihrer EST (Expressed Sequence Tag)-Daten in der bioGPS-
Datenbank (Abb. 4.5). Die Expression ist nur auf wenige Gewebe beschrankt. Es

scheint keine Expression im Herz vorhanden zu sein.
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Abb. 4.5: EST Abgleich in der bio-GPS- und Gene-Hub-GEPIS-Datenbank zur Darstellung der
Expression von 9530057J20Rik in verschiedenen Geweben.

A130092J06Rik

Die Maus-cDNA-Sequenz A130092J06Rik (Synonym Fam78a) umfasst ein 283

Aminosauren kodierendes Protein, dass durch eine 4107 Basenpaare lange
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MRNA-Sequenz kodiert wird. Diese ist auf Chromosom 2: 31422977- 32422976

der genomischen Sequenz lokalisiert (Abb. 4.6).

In Abbildung 4.7 ist eine Ubersicht Uber die Sequenzahnlichkeit von
A130092J06Rik im Maus-, Mensch- und Zebrafischgenom dargestellt.
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[ CCDS set
I Gene associated [0 Non-gene associated
I Fromoter associated Unclassified

There are currently 121 tracks turned off.
Ensembl Mus musculus version 61.37n (NCBIM37) Chromosome 2: 31,905,575 - 31,940,377

Abb.4.6: Auszug aus der Ensembl-Datenbank zur Darstellung genereller Informationen tGber

A130092J06Rik
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CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment

ref |[NP_780720] MPCYFWDCWPSLEIRAVLCAMGCIQSIGGKARVFREGITVIDVKASIDPIPTSIDESSSV
ref |NP_203745] MPGFFCDCWPSLEIRALLYAMGCIQSIGGKARVFREGITVIDVKASIDPVPTSIDESSSV
ref |[NP_001107947| = =====-------m-m-—-—- MGCIQSIRCKPKSFRDSIMVLEVNSSIDSNPTSIDESSSV
& ok ok ok ok kK * * * * * * &k Fhkhk ok ok ok ok ok Rk

ref |NP_T780720| VLRYRTPHFRASAQVVMPPIPKKETWIVGWIQACSHMEFYNQYGEQGMSSWELPDLQEGK
ref |[NP_203745| VLRYRTPHFRASAQVVMPPIPKKETWVVGWIQACSHMEFYNQYGEQGMSSWELPDLQEGK
ref |INP_001107947| VLRYRTPYFRASARVLVPPVAGKESWTVGWIQACNHMEFYNKYGSKGMSSWELPDLRDGK
ol ok W e R e LR * * % dk ok ek khkhdk ddkokdhokd wok ke o e e e W ke ok ok ok

ref |NP_780720| IEAISDSDGVNYPWYGNTTETCTIVGPTKRDSKFIISMNDNEYPSVTWAVPVSESNVAKL
ref INP_203745]| IQAISDSDGVNYPWYGNTTETCTIVGPTKRDSKFIISMNDNEYPSVTWAVPVSESNVAKL
ref|NP_001107947| IQAISDSDGVNYPWYGNTTETCTITGPTKKDTRFTVSMNDNFYPSVTWGVPVSDSSVPQL

* KAk hkkEkkEk Ak hkdkhk kA dk A Ak A hkhkkk dhkkdk & * Ahkkhkhkdkdkhdhdd Fhddk * & *

ref |[NP_780720] TNIYRDQSFTTWLVATNTSTNDMI ILQTLHWRMOLSIEVNPNRPLGQRARLREPIAQDQP

ref |NP_203745| TNIYRDQSFTTWLVATNTSTNDMIILQTLHWRMOLS IEVNPNRPLGQRARLREPIAQDQP

ref |[NP_001107947| SSIWRDQSFSTWLVAISQSTGEVLVLOTVRWRMRLHIAVDPEKPLGQRAALCEPTAQEPP
* L L * & * kK * ko * * * * Kok ok ok kR E * & *

ref |[NP_780720] KILSKNEPIPPSALVKPNANDAQVLMWRPKYGQPLVVIPPKHR

ref|NP_203745]| KILSKNEPIPPSALVKPNANDAQVLMWRPKYGQPLVVIPPKHR

ref|NF_001107947| QILGKNEAIPANALVKPNANDAQVLMWRPRVGEPVVVIPPKH-

*dk dkkk dk e e e ok e o o e o ok e e e e e ek ok

Abb. 4.7: Abgleich von A130092J06Rik im Maus-, Mensch- und Zebrafischgenom.
Ubereinstimmungen sind durch einen Stern gekennzeichnet

In Abbildung 4.8 ist die Expression von A130092J06Rik in den einzelnen
Geweben dargestellt. Neben vielen anderen Geweben ist A130092J06Rik auch im
Herzgewebe exprimiert.
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Abb. 4.8: EST Abgleich in der Gene-Hub-GEPIS- und bioGPS-Datenbank zur Darstellung der
Expression von A130092J06Rik in verschiedenen Geweben.
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Ddit4l

Die Maus-cDNA-Sequenz Ddit4l umfasst ein 193 Aminosauren kodierendes
Protein, dass durch eine 2722 Basenpaare lange mRNA-Sequenz kodiert wird.
Diese ist auf Chromosom 3: 136787937-137787936 der genomischen Sequenz
lokalisiert (Abb. 4.9).
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Abb.4.9: Auszug aus der Ensembl-Datenbank zur Darstellung genereller Informationen tber Ddit4l

In Abbildung 4.10 ist eine Ubersicht Uber die Sequenzahnlichkeit von Ddit4l im

Maus-, Mensch- und Zebrafischgenom dargestellt.

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment

ref |[NP_084419| -=--MVATGSLSSKNPA-—-——=====—= SISELLDGGYHPGSLLSDFDYWDYV-====——

ref |[NP_660287| ----MVATGSLSSKNPA---—-—-—-—- SISELLDCGYHPESLLSDFDYWDYV-------

ref |[NP_956401| MQDQLISSLSSEDSSPSTPTSDAPAKRLSWSKLMOKLHSSQSLDSDSDNHSSTDDSSDSG
* * * ok * *k Ek ok

ref |NP_084419]
ref |NP_660287|
ref |NP_956401|

===VPEPNLNEVV-~FEETTCONLVKMLENCLSRSKQTKLGCSKVLVPEKLTQRIAQDVL
---VPEPNLNEVI--FEESTCONLVEMLENCLSKSKQTKLGCSKVLVPEKLTQRIAQDVL
SICIPDVSQSEFFDPTEEALCKEVVQLIALNLTDAKDGVLHCSKLLIPEKLLEHIGQELV

* * * * * W W * kEkk Kk KRk AK * &

ref |NP_084419]| RLSSTEPCGLRGCVMHVNLEIENVCKKLDRIVCDASVVPTFELTLVFKQESC-PWTSLKD

ref |NP_660287|
ref |NP_956401|

ref |[NP_084419]
ref |NP_660287|
ref |INP_9564011

Abb. 4.10: Abgleich von Ddit4l im Maus-, Mensch- und Zebrafischgenom. Ubereinstimmungen sind

RLSSTEPCGLRGCVMHVNLEIENVCKKLDRIVCDSSVVPTFELTLVFKQENC-SWTSFRD
HLSVSEPCGLRGALIDLCVEQDGSCHARAQIAVDPYLVPTFOQLTLVLRLDSRGLWPKIQG

* %k Ek ok k * * * * kkkk Ehkkk *

FFFSRGRFSSGLEKRTLILSSGFRLVEKKLYSLIGTTVIEEC
FFFSRGRFSSGFRRTLILSSGFRLVEKKKLYSLIGTTIVIEGS
LFTGRSPASPAVRRALRLSTGFRAIKRELYSS-EELLIEEC

* * * w ok kk wkk ok k ok L

durch einen Stern gekennzeichnet
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Abbildung 4.11 veranschaulicht die Expression von Ddit4l in einigen Geweben.

Jedoch scheint Ddit4l nicht im Herzgewebe exprimiert zu sein.
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Abb. 4.11: EST Abgleich in der Gene-Hub-GEPIS- und bioGPS-Datenbank zur Darstellung der

Expression von Ddit4l in verschiedenen Geweben

Zfp365

Die Maus-cDNA-Sequenz Zfp365 umfasst ein 408 Aminosauren kodierendes
Protein, dass durch eine 4259 Basenpaare lange mRNA-Sequenz kodiert wird.
Diese ist auf Chromosom 10: 66862131-67862130 der genomischen Sequenz
lokalisiert (Abb. 4.12).
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There are currently 121 tracks turned off.
Ensembl Mus musculus version §1.37n (NCBIM37) Chromosome 10: 67,348,851 - 67,375,410

Abb.4.12: Auszug aus der Ensembl-Datenbank zur Darstellung genereller Informationen tber

Zfp365

In Abbildung 4.13 ist eine Ubersicht tber die Sequenzahnlichkeit von Zfp365 im

Maus-, Mensch- und Zebrafischgenom dargestellit.

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment
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Abb. 4.13: Abgleich von Zfp365 im Maus-, Mensch- und Zebrafischgenom. Ubereinstimmungen
sind durch einen Stern gekennzeichnet.
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In der Ensembl-Datenbank wurde fur Zfp365 die Znf_C2H2 und die Znf_C2H2-like

Domane gefunden (Abb. 4.14). Diese Domanen gehdren zur Klasse der

Zinkfingerproteine.

Die Funktion von Zfp365 ist unbekannt.
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Abb 4.14: Auszug aus der Ensembl-Datenbank zur Darstellung der Proteindomanen von Zfp365.

Die folgende Abbildung 4.15 zeigt die Expression von Zfp365 in einigen Geweben.

Das Herzgewebe zahlt nicht dazu.
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Zfp533

Die Maus-cDNA-Sequenz Zfp533 umfasst ein 482 Aminosauren kodierendes
Protein, dass durch eine 2734 Basenpaare lange mRNA-Sequenz kodiert wird.
Diese ist auf Chromosom 2: 76953194-77953193 der genomischen Sequenz
lokalisiert (Abb. 4.16).
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Abb.4.16: Auszug aus der Ensembl-Datenbank zur Darstellung genereller Informationen Uber
Zfp533
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In Abbildung 4.17 ist eine Ubersicht Uber die Sequenzahnlichkeit von Zfp533 im

Maus-, Mensch- und Zebrafischgenom dargestellt.

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment
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Abb. 4.17: Abgleich von Zfp533 im Maus-, Mensch- und Zebrafischgenom. Ubereinstimmungen
sind durch einen Stern gekennzeichnet.

In der Ensembl-Datenbank wurden die Znf_U1 und die Znf_C2H2-like Domane flr
Zfp533 gefunden (Abb. 4.18). Diese Domanen gehdren zur Klasse der
Zinkfingerproteine.

Die Funktion von Zfp533 ist unbekannt.
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Abb 4.18: Auszug aus der Ensembl-Datenbank zur Darstellung der Proteindomanen von Zfp533.

Die folgende Abbildung 4.19 zeigt die Expression von Zfp533 in einigen Geweben.

Unter anderem ist eine Expression im Herzgewebe dargestellt.
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Abb. 4.19: EST Abgleich in der Gene-Hub-GEPIS- und bioGPS-Datenbank zur Darstellung der Expression
von Zfp533 in verschiedenen Geweben
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4.2 Identifikation der kandidatengen-spezifischen

Expressionsdoméanen in Zebrafischembryonen
Fur 5 der insgesamt 6 Kandidatengene konnte eine herzspezifische Expression
nachgewiesen werden (Abb. 4.20). Alle Gene sind jedoch auch noch in anderen

Geweben exprimiert, was im folgenden flr jedes der 6 Gene beschrieben wird.

Abb 4.20: Herzspezifische
Ddit4l Expressionsmuster von 5 der 6
Kandidatengene. Zum Vergleich

wurde amhc, ein Marker der nur

im  Atrium  exprimiert  wird
(Berdougo et al.,, 2003) (S),

vmhc (ventricular myosin heavy

9530057J20Rik

chain) (R) und cmlc2 (cardiac
9530057J20Rik

myosin light chain 2) (Yelon et

al., 1999) (Q) herangezogen. Die

Embryonen zeigen
Genexpression in der Herzregion
(A-H, J-L und O-P). Zudem
zeigen die Gene
zf4930506MO7Rik (l), zfZfp365
(N) und zfZfp533 (O) Expression
in den Somiten. Im Fall von
zf4930506M0O7Rik (H), zf
9530057J20Rik  (E+F) und
zfZfp533 (P) auch in den Adern

der Kopfregion.

4930506MO7Rik

4930506M07Rik

A130092J06Rik

Alle Embryonen befinden sich im
long pec Stadium (48hpf);

ventrale Ansicht, anterior oben
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Abbildung 4.20 zeigt die Expression der 6 Kandidatengene (A-P) im Vergleich zu
den spezifischen Markern cmic2 (cardiac myosin light chain 2), vmhc (ventricular
myosin heavy chain) (beide Yelon et al., 1999) und amhc (atrial myosin heavy
chain) (Berdougo et al., 2003) (Q-S). Mit Ausnahme von Zfp365 zeigen alle Gene
eine Herzfarbung. Allerdings unterscheiden sich ihre Expressionsmuster von
denen der Markergene. Es scheint als ware das Gewebe der Expressiondomane
dunner oder die Zellzahl geringer. Im Fall von Ddit4l erscheint die Farbung eher im

Bereich der zufuhrenden Blutgefalle zu liegen.

Neben der Herzfarbung weisen alle Embryonen eine Farbung im Kopfbereich auf.
Zudem zeigen die Gene zf4930506M07Rik (Abb. 4.20 1), zfZfp365 (Abb. 4.20 N)
und zfZfp533 (Abb. 4.20 O) Expression in den Somiten und im Fall von
zf4930506MO07Rik (Abb. 4.20 H), zf9530057J20Rik (Abb. 4.20 E+F) und zfZfp533
(Abb. 4.20 P) auch in den Adern der Kopfregion.

4.3 Ermittlung der 5’UTR zur Herstellung von genspezifischen

Morpholino-modifizierten antisense Oligonukleotiden (MO)

Bei den sechs Kandidatengenen handelt es sich um Gene, deren Funktion noch
unbekannt ist. Da eine Splice-Morpholino-Strategie evtl. zu unubersichtlichen
Nebeneffekten flhrt, wurde eine 5’MO basierende Strategie gewahlt. Hierflr ist es
notwendig die 5’UTR zu identifizieren. Nach Angaben des Herstellers (Gene
Tools) ist die Effizienz des knockdown um so grof3er, desto naher der Morpholino
gegen das 5-Ende des Gens gerichtet ist. Zu diesem Zweck wurden die 5’Enden
der Kandidatengene mit BlastN analysiert (Altschul et al., 1997).

Hierzu wurden verschiedene Zebrafisch-Datenbanken durchmustert (siehe Kapitel
3, Abschnitt 3.4.2). Fur zfA130092J06Rik und zfZfp533 musste aullerdem der
Beginn des ORF (open reading frame) ermittelt werden.

Die, aufgrund bioinformatischer Weise erhaltenen, 5’Enden wurden mittels eines
Primer walks verifiziert. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 2.1 aufgefuhrt. Die
Primer wurden so angelegt, dass sie in Abstanden von 100 bis 150 bp aufeinander

folgten.
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In der folgenden Abbildung sind die 5’UTR-Regionen und der Beginn des ORF der

Gene gezeigt:

4930506MO7Rik:

ttatcttagcaaataagagacttattagtacataatgtgtatataaatatgtaggctaacataaaatattttgtgacaatt
aataccaccaacaactggggttattaaaattattttggaagttcgtgtgcaagtcattggtggttttattcacttattcaa
ttattatatttcacaaattattttacttagtcatttgtctagtgatgcagtgctctcgctctttatagcagtaattctagt
gtctgacagaaacctgtggtttacatggtcagtttaacggtgaacacacgcgggggaatgtaggtgtgttcaggtaatcat
ttcctgteccgettgegetetgettactgttttgtcggaagagtattaaatcatttaccacaactttcaatg

9530057J20Rik:

Acagttttgaaatgatctaaatgatttcttaaatgttgcatatggctttgtgataatttcttttttcagcttgctcaaaac
atcaaacgaaaaaccgccatg

A130092J06Rik:

ccttcaaaccgcgtctagtctgcgttattctgagtgtcacgtgtgtagtgtgcgttattcaaagtgtgtagtg
tgcaatattttgatggccatgccttgtctagtgtgcgttatactgagggttattccttgtatagtgtgcatta
ttctgagggtcatcccttgtgcaacgtgcacttattctaaagtgtgtagtgtgcattatttctagggtcatct
cttctaaagtgtgcatacttctaagggttatcccttgtctagtgtacagaatgggtc
atcccttgtcaagtgtgcactaattcttcagtgtctagtgtgcatgattctggggggtcatcccttctgt

Ddit4l:

Cggatccgacgagtgttttgcaggatctctgcagactccagcagctgccgcactcaatccgettctcacacac
gcectttgttcgectcttagtectttgttacggactatttcaccaacagaaaagccatcagacttgaggatacaca
cggcttgatatcgactgaacaatg

Zfp365:

agttttattgtctagtttattttattgtaaagcactttggatcaactacagttgtgttaaattgggctctata
aataaagtttgccttgtcttgctttgcctatgaaatctaacatctgtgttgeccaggtcttttaatatgttttt
ttatgttgttgttgacaggtggtctgtgtcatg

Zfp533:

acatctgtcagctccgctttaattcagatagccaagccgaggcgcactacaaaggcagtaaacatgccaagaa
gctcaaagcacaggagtcaccgaaaaataagcagaaaagtgcagtcgcccaggacagcggcactaagacaatc
accagcacctccaccaacaccaccaccaccaccaccaccacctcctcctgcactgcagtcactgeccagectget
ctgaccaaacagagaaaagtacagagccgttggctgcgcacaaagtcccagcctccccgcaagettttgtgec
agctcctgttgcgceccgeggtggecattagtgcccageccttgcaagacagcacccgtgecatgccagceccaccce
accgagccgacaggactcgcagtggccctgaagaacacctccaaacca

Abb. 4.21 : 5’UTR Bereich und der Beginn des ORF der 5 Kandidatengene. Das Start-ATG ist grau
unterlegt. Morpholinosequenz (unterstrichen)
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4.4 knockdown der Kanditatengene durch Injektion von
genspezifischen Morpholino-modifizierten antisense
Oligonukleotiden (MO)

Zur Klarung der Frage, ob und in welcher Weise die Kandidatengene an der
Funktion oder Entwicklung des Herzens bzw. Vaskularsystems beteiligt sind,
wurden Injektionen mit Morpholino-modifizierten antisense Oligonukleotiden (MO)
durchgefuhrt. Die Wirkungsweise der Morpholino-modifizierten antisense
Oligonukleotide liegt in der Anlagerung an die zu ihrer Sequenz komplementare
MRNA, und somit in der Hinderung der Translation. Folglich wird das betreffende
Gen zwar noch transkribiert, die Translation zum Protein bleibt allerdings
weitestgehend aus.

Die Injektionen erfolgten jeweils mit zwei genspezifischen Morpholinos gegen
4930506MO07Rik (zfMO7-I_anti5™° und zfM07-11_anti5™®), 9530057J20Rik (zfJ20-
|_anti5M®  und  zfJ20-1l_anti5™°), A130092J06Rik (zfMHC5-1_anti5™° und
ZIMHCS5-11_anti5™©), Ddit4l (zfDdit4l-|_anti5™° und zfDdit4l-Il_anti5™°), Zfp365
(zfZfp365-1_anti5™° und zfZfp365-11_anti5™°) sowie Zfp533(zfZfp533-1_antis™®
und zfZfp533-1l_anti5™°). AuBerdem wurde ein Kontroll-Morpholino injiziert,
dessen Sequenz zufallig zusammengesetzt war. Die Dosis des Morpholino wurde
so eingestellt, dass die durch Injektion verursachte Todesrate bei 5-10% lag. Zu
hohe MO-Konzentrationen konnen toxische Nebeneffekte mit sich bringen und
sogar todlich auf den Embryo wirken (Heasman, 2002).

Die morphologischen Defekte der Morpholino-injizierten Embryonen wurden mit
Hilfe des Stereomikroskops identifiziert. Zur leichteren Visualisierung der Defekte
am Herzen und den Adern wurden transgene Zebrafischlinien eingesetzt. Hierzu
wurde zum einen die fli.:EGFP Linie benutzt, weil diese den fluoreszenten
Reporter GFP nur im Vaskularsystem exprimiert (Lawson et al., 2002). Mit Hilfe
der transgenen Linie konnten die Defekte unter dem Fluoreszenzstereomikroskop
sichtbar gemacht werden. Zusatzlich kamen noch die cmic2::gfp Linie (Burns et
al., 2005) und die Gatal:DsRed Linie (Traver et al., 2003) zum Einsatz.

Zur Uberprifung der Spezifitit der verwendeten Morpholino-modifizierten
antisense Oligonukleotide, wurde die zu ihrer Sequenz komplementare mRNA mit

Hilfe eines Kontrollkonstruktes (siehe Kapitel 3.1.9) in vitro transkribiert. Das
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Konstrukt enthielt die Zielsequenz der jeweiligen Morpholino-modifizierten
antisense Oligonukleotide vorgeschaltet zu einer EGFP-Reportersequenz. Die
Injektion dieses Konstruktes alleine, als auch in Kombination mit dem Kontroll-
Morpholino fuhrte fur alle 6 Gene zu einer deutlichen Fluoreszenz in den
Embryonen. Im Gegensatz dazu fuhrte die Injektion der mRNA in Kombination mit
dem entsprechenden MO zu einer Unterdriickung der EGFP-Expression, was auf
eine spezifische Bindung des MO an die 5’UTR zurickzuflhren ist (Abb. 4.22)

mRNA + MO mRNA

4930506M07Rik

9530057J20Rik

A130092J06Rik

Ddit4l

Zfp365

Zfp533

Abb. 4.22: Kontrolle der Spezifitdt der verwendeten Morpholino-modifizierten antisense
Oligonukleotide durch den Effekt der MO auf die jeweilige MO-Zielsequenz+EGFP mRNA. Die
mRNA wurde alleine (B, D, F, H, J, L) oder in Kombination mit dem entsprechenden MO (A, C, E,
G, |, K) injiziert. Letzteres flhrte zur Unterdriickung der EGFP-Expression.

Embryonen: 20 hpf
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Eine andere Methode, die Defekte zu verdeutlichen, war die in situ Hybridisierung
mit einem spezifischen Herzmarker. So diente cmlc2 (cardiac myosin light chain 2)
(Yelon et al., 1999) zur Analyse des gesamten Herzens, z.B. in Bezug auf die
Grole oder Anordnung der beiden Herzkammern zueinander.

Desweiteren konnten mit einer Diaminofluorenldésung die roten Blutzellen in den

Morpholino-injizierten Embryonen visualisiert werden.

4.5 Morphologische Veranderungen nach Injektion

genspezifischer MOs

4.5.1 Auswirkungen der zfM07-1_anti5'° und zfM07-1I_anti5'™° Injektionen

Der zfM07-1_anti5™° und zfM07-11_anti5™° wurde in einer Konzentration von 0,75
mM und 1 mM injiziert. Eine Ubersicht (iber die beobachteten Defekte und deren

Penetranz ist in Tabelle 4.2 dargestellt.

Tabelle 4.2: Ubersicht tiber die Injektionen mit zfM07-I_anti5’™° und zfM07-11_anti5™° und
dazugehdrige Kontrollen

Kein
Anzahl Looping Vaskular-  Blutan- Gehirn- Herzédem
Behandlung der Konz. Larven Anzahl des defekt samm- Defekt
Embryonen mM gesamt Experimente  Herzens lungen
Anzahl % Anzahl % Anzahl % Anzahl %  Anzahl %
uninjiziert - 283 15 o o0 o0 0 1 03B 0 0 3 1,06
4930506M07Rik
MO_1 0,75 52 2 23 4 37 71 24 46 21 40 19 37
1 127 4 103 81 89 70 72 57 74 58 93 73
4930506M07Rik
MO_2 0,75 68 2 26 38 48 71 31 46 23 34 24 35
1 118 4 98 83 90 76 75 64 81 69 88 75
Random Seq. 1 79 3 o o0 1 13 2 25 0 0 2 25

Verglichen mit Embryonen, die mit dem Kontroll-Morpholino (Random Sequenz
MO) injiziert wurden, zeigten die mit dem zfM07-I_anti5™° und zfM07-11_anti5™™°
injizierten Tiere die in den folgenden Abbildungen dargestellten morphologischen
Defekte mit hoher Penetranz (siehe auch Tabelle 4.2). Die Injektion des zfMO7-
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|_anti5™© und zfM07-1I_anti5™® unterdriickte ein Looping des Herzens (MO1: @
62,5 % der Tiere; MO2: @ 60,5 % der Tiere) (Abb. 4.23 C) und verursachte eine
Blutansammlung im Bereich der Kopfadern (MO1: @ 51,5 % der Tiere; MO2: g 55
% der Tiere) (Abb. 4.24 D) teilweise gepaart mit Gehirndefekten (MO1: @ 49 % der
Tiere; MO2: @ 51,5 % der Tiere) (Abb. 4.23 B). Zusatzlich fuhrte die Injektion zu
Storungen im Aufbau des Vaskularsystems im Bereich der Kopfadern und des
Rumpfes (MO1: @ 70,5% der Tiere; MO2: g 73,5 % der Tiere) (Abb 4.23 G). Die
intersegmentalen Adern (Intersegmental vessels = ISV) (Isogai et al., 2001) waren

unvollstandig, nicht richtig miteinander verknupft bzw. fehlten an einigen Stellen.

MO 4930506MO07Rik

MO 4930506MO7Rik

Abb. 4.23: Morphologische Defekte nach Injektion von zfM07-1_anti5’"° und zfM07-1I_anti5™°
(A) Wildtyp Kontrolle, (anach Injektion von 0,75 mM zfM07-1_anti5™°, (C-E) nach Injektion von
0,75 mM zfMO7-Il_anti5™, (F) Wildtyp Kontrolle fli::EGFP Linie, (G) nach Injektion von 0,75 mM
szO?-II_antiS"VIO in fli.:EGFP Linie

Larven: 3dpf; Pfeil: Gehirndefekt; Pfeilkopf: Herzdefekt

Die Blutansammlungen in den Morpholino-injizierten Tieren konnten zusatzlich mit
Hilfe der Diaminofluoren- (DAF) Farbung visualisiert werden (Abb. 4.24 D, durch
den Pfeil angezeigt).
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Abb. 4.24: Diaminofluorenfarbung zur Markierung von Erythrozyten
(A-C) Wildtyp Kontrolle, (D-F) nach Injektion von 0,75 mM szO?-I_anti5""IO
Larven: 3dpf; Pfeil: Blutansammlung

Die Expressionsdomanen von zf4930506MO07Rik im Herz und in den Adern des
Kopfes lassen ich sich in Zusammenhang bringen mit den beobachteten Effekten.
Die Morpholino-injizierten Embryonen zeigen, dass der knockdown des Gens zu
Herzdefekten und Defekten im Vaskularsystem flhrt, teilweise gepaart mit
Blutansammlungen im Kopf. Diese Ubereinstimmungen lassen vermuten, dass
zf4930506M07Rik  Einfluss auf die Entwicklung oder Funktion des
kardiovaskularen Systems hat.

4.5.2 Auswirkungen der zfJ20-1_anti5’™° und zfJ20-1I_anti5'™ Injektionen

Der zfJ20-1_anti5™° und zfJ20-1_anti5™° wurde in einer Konzentration von 0,75
mM und 1 mM injiziert. Eine Ubersicht Uber die beobachteten Defekte und deren
Penetranz ist in Tabelle 4.3 dargestellt.
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Tabelle 4.3 Ubersicht Uber die Injektionen mit zfJ20-I_anti5™ und zfJ20-11_anti5™° und
dazugehdrige Kontrollen

Anzahl Gestorte Verkdurzte Gekriimmt
Behandlung der Konz. L Anzahl Notochord  Kérper- er
Embryonen mM arven Experimente  bildung achse Schwanz
gesamt
Anzahl % Anzahl % Anzahl %
uninjiziert - 257 15 o 0 1 04 0 0
9530057J20Rik
MO_1 0,75 63 2 36 57 27 43 18 29
1 124 4 109 88 93 75 78 63
9530057J20Rik
MO_2 0,75 58 2 32 55 19 33 21 36
1 132 4 112 85 94 71 69 52
Random Seq. MO 1 65 3 0 0 1 1,5 1 1,5

Die Injektion von zfJ20-1_anti5™© und zfJ20-11_anti5™© fiihrte in den injizierten
Tieren zu einigen morphologischen Defekten mit hoher Penetranz (siehe auch
Tabelle 4.3). Zum Vergleich dienten Embryonen, die mit dem Kontroll-Morpholino

MO Und

(Random Sequenz MO) injiziert wurden. Die Injektion des zfJ20-1_anti5
zfJ20-11_anti5™® verursachte eine gestérte Notochordbildung (MO1: @ 72,5 % der
Tiere; MO2: @ 70 % der Tiere) (Abb. 4.25 D+E), eine verklrzte Korperachse im
Vergleich zum Wildtyp (MO1: @ 59 % der Tiere; MO2: @ 52 % der Tiere) (Abb.
4.25 C+E) und einen gekrimmten Schwanz (MO1: @ 46 % der Tiere; MO2: g 44
% der Tiere) (Abb. 4.25 E). Die morphologischen Defekte sind in der folgenden

Abbildung gezeigt.
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O“”’
O

MO 9530057J20Rik D MO 8530057J20Rik

I

MO 9530057J20Rik F MO 9530057J20Rik

Abb. 4.25: Morphologische Defekte nach Injektion von zfJ20-I_anti5™° und zfJ20-I1l_anti5™°

(A) Wildtyp Kontrolle, (C) nach Injektion von 0,75 mM zfJ20-I_anti&’ MO , (E) nach Injektion von 0,75
mM zfJ20-II_anti&’ MO , (B) Wildtyp Kontrolle fli::EGFP Linie, (D) nach Injektlon von 0,75 mM zfJ20-
|_anti5™ in fii: EGFP Linie ,(F) nach Injektion von 0,75 mM zfJ20-ll_anti®’ M in fli::EGFP Linie
Larven: 3dpf; Pfeil: Notochorddefekt

Zusatzlich zu den oben aufgeflhrten morphologischen Defekten, deutet eine in
situ Hybridisierung in den Morpholino-injizierten Embryonen auf eine
VergrolRerung des Herzens hin (Abb. 4.26). Die Expressionsdoméane von cmic2
ist in zfJ20-1_anti5™° und zfJ20-1I_anti5™© injizierten Tieren deutlich gréRer (MO1:
@ 64 % der Tiere; MO2: @ 61 % der Tiere) im Vergleich zum Wildtyp.

cmic2 cmlc2

A wt | B MO8530057J20Rik

Abb. 4.26 Auswirkungen der zfJ20-1_anti5™° und zfJ20-11_anti5™© -Injektionen auf die
Expressionsdoméane von cmlc2 im Herzen

(A) cmlc2 Expression im Wildtyp, (B) nach Injektion von 0,75 mM zfJ20-I_anti5
Larven: 3dpf

sMO
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4.5.3 Auswirkungen der zZfMHC5-1_anti5’™° und zfMHC5-11_anti5™°

Injektionen

Der zfMHC5-1_anti5™° und zfMHC5-11_anti5™° wurde in einer Konzentration von
0,75 mM und 1 mM injiziert. Eine Ubersicht (iber die beobachteten Defekte und

deren Penetranz ist in Tabelle 4.4 dargestellt.

Tabelle 4.4 Ubersicht Giber die Injektionen mit zfMHC5-1_anti5™° und zfMHC5-I1_anti5™° und
dazugehdrige Kontrollen

Kein/
Behandlung der Konz. ﬁ;rz\z:: Anzahl Vel:gtrgﬁen Ver:}t"rn(tel Eeln. d SB?ht‘;YaCher
Embryonen mM Experimente es Alrum - schiag ooping des utriuss
gesamt nicht Herzens nach 4dpf

Anzahl % Anzahl % Anzahl % Anzahl %

uninjiziert 197 15 1 05 0 0 1 0,5 0 0

A130092J06Rik

MO_1 0,75 54 2 24 44 21 39 26 48 18 33
1 128 4 97 76 8 69 91 71 78 61

A130092J06Rik

MO 2 0,75 61 2 23 38 19 31 20 33 22 36
1 129 4 102 79 79 61 105 81 66 51

Random Seq.

Mo 1 63 3 2 31 0 0 1 1,6 116

'MO Und

Die morphologischen Defekte, die nach Injektion von zfMHC5-I_anti5
szHC5-II_anti5"\’Io in den Tieren auftraten, verglichen mit Embryonen, die mit
dem Kontroll-Morpholino (Random Sequenz MO) injiziert wurden, waren alle auf
das kardiovaskulare System bezogen. Die injizierten Tiere zeigten diese Defekte
mit hoher Penetranz (siehe auch Tabelle 4.4). Die folgenden Abbildungen geben
einen Einblick in die Auswirkungen der Morpholinoinjektion. Die Injektion des
ZfMHC5-1_anti5™° und zfMHC5-1I_anti5™® unterdriickte ein Looping des Herzens
(MO1: 2 59,5 % der Tiere; MO2: @ 57 % der Tiere) (Abb. 4.27 C+E), verursachte
eine VergroRerung des Atriums (MO1: @ 60 % der Tiere; MO2: g 58,5 % der Tiere)
(Abb. 4.27 C+E) und fuhrte dazu, dass der Ventrikel keine eigene spontane
Kontraktion zeigte (MO1: @ 54 % der Tiere; MO2: @ 46 % der Tiere). Teilweise
waren diese Defekte gepaart mit einem schwachen bzw. gar nicht vorhandenen

Blutfluss nach 4dpf (MO1: @ 47 % der Tiere; MO2: @ 43,5 % der Tiere).
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MO A130092406Rik D MmO A136092JO6Rik
""_‘...|

A

Ve = -: e
% ‘ 1

O A130092J06Rik

F

Abb. 4.27: Morphologische Defekte nach Injektion von szHCS-I_antiS"\’Io und szHC5-II_anti5"VIO
(A) Wildtyp Kontrolle, (C) nach Injektion von 0,75 mM zfMHC5-I_anti5™°, (E) nach Injektion von
0,75 mM szHC5-II_anti5’M°, (B) Wildtyp Kontrolle cmlc2::gfp Linie, (D)nach Injektion von 0,75 mM
ZfMHC5-1_anti5™° in cmlc2::gfp Linie,(F) nach Injektion von 0,75 mM zfMHC5-II_anti5™ in
cmic2::gfp Linie

Larven: 3dpf; Pfeil: Herzdefekte

Zusatzlich zu den in Abbildung 4.27 gezeigten Herzdefekten, konnte auch mittels
in situ Hybridisierung eine VergroRerung des Atriums und ein nicht vorhandenes
Looping des Herzens in den Morpholino-injizierten Embryonen dargestellt werden

'MO

(Abb. 4.28). Die Expressionsdomane von cmic2 ist in zftMHCS5-1_anti5 und

zfMHC5-11_anti5™? injizierten Tieren deutlich gréRer im Vergleich zum Wildtyp.

cmic2 cmic2

#

wt | B MO'A130092J06Rik

Abb. 4.28 Auswirkungen der zZfMHC5-1_anti5™° und zfMHC5-11_anti5™® -Injektionen auf die
Expressionsdomane von cmic2 im Herzen

(A) cmlc2 Expression im Wildtyp, (B) nach Injektion von 0,75 mM szHC5—I_anti5"vIo

Larven: 3dpf

Es gibt eine Ubereinstimmung der Ergebnisse. Die Expression des Gens im Herz,

die bei der in situ Hybridisierung detektiert wurde, kann durch knockdown des



4. Ergebnisse 64

Gens bestatigt werden. Eine Injektion von zfMHC5-I_anti5™° und zfMHC5-

Il_anti5™© fuhrt zu Herzdefekten.

4.5.4 Auswirkungen der zfDdit4l-I_anti5™° und zfDdit4l-Il_anti5™™°

Injektionen

Der zfDdit4l-I_anti5™® und zfDdit4l-1_anti5™° wurde in einer Konzentration von
0,75 mM und 1 mM injiziert. Eine Ubersicht iber die beobachteten Defekte und

deren Penetranz ist in Tabelle 4.5 dargestellt.

Tabelle 4.5 Ubersicht tber die Injektionen mit zfDdit4l-l_anti5™® und zfDdit4l-Il_anti5™° und
dazugehdrige Kontrollen

Anzahl VergroRert Blutan- Herzédem
Behandlung der Konz. Larven Anzahl es Atrium  samm-
Embryonen mM gesamt Experimente lungen
Anzahl %  Anzahl % Anzahl %
uninjiziert 224 15 1 04 0 0 1 04
Ddit4l MO_T1 0,75 61 2 o 0o 1 16 1 16
1 133 4 2 1,5 0 0 1 0,8
Ddit4l MO _2 0,75 67 2 1 15 0 0 0 0
1 114 4 3 2,6 1 0,9 1 0,9
Random Seq. MO 1 74 3 2 2,7 1 1,4 3 4.1

Die Injektion von zfDdit4l-I_anti5™® und zfDdit4l-1l_anti5™M° zeigte keine

signifikanten morphologischen Auswirkungen auf die Embryonen (Tab. 4.5)

4.5.5 Auswirkungen der zfZfp365-1_anti5’™° und zfZfp365-1I_anti5’™°

Injektionen

Der zfZfp365-1_anti5™° und zfZfp365-11_anti5™° wurde in einer Konzentration von
0,75 mM und 1 mM injiziert. Eine Ubersicht iber die beobachteten Defekte und

deren Penetranz ist in Tabelle 4.6 dargestellt.
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Tabelle 4.6 Ubersicht tber die Injektionen mit zfZfp365-1_anti5™° und zfZfp365-1I_anti5™° und
dazugehdrige Kontrollen

Anzahl Verkurzte  Vaskular-  Kein/wenig Langsame
Behandlung der Konz. L Anzahl Korper- defekt Blutfluss r Herz-
Embryonen mM arven Experimente  achse nach 4dpf schlag”
gesamt
Anzahl % Anzahl % Anzahl % Anzahl %
uninjiziert 217 15 2 09 0 0 0 0 105
Zfp365 MO_1 0,75 48 2 177 35 23 48 18 38 15 31
1 126 4 93 74 105 83 78 62 83 66
Zfp365 MO_2 0,75 53 2 16 30 26 49 25 47 13 25
1 137 4 84 61 113 82 76 55 87 64
Random Seq. 1 56 3 2 36 0 0 0 0 2 36
*Wildtyp 153 bpm + 6,5

Zfp365 MO 108 bpm + 4,7

Verglichen mit Embryonen, die mit dem Kontroll-Morpholino (Random Sequenz
MO) injiziert wurden, zeigten die mit dem zfZfp365-1_anti5™° und zfZfp365-
II_anti5"\’Io injizierten Tiere die in den folgenden Abbildungen dargestellten
morphologischen Defekte mit hoher Penetranz (siehe auch Tabelle 4.6). Die
Injektion des zfZfp365-1_anti5™° und zfZfp365-1l_anti5™° filhrte zu einer
verkurzten Korperachse (MO1: @ 54,5 % der Tiere; MO2: @ 45,5 % der Tiere),
verursachte Stérungen im Aufbau des Vaskularsystems im Bereich des Dotters
(MO1: @ 65,5 % der Tiere; MO2: @ 65,5 % der Tiere) (Abb. 4.29 E). Im weiteren
Entwicklungsverlauf wurde ein Stillstand des Blutflusses festgestellt (MO1: @ 50 %
der Tiere; MO2: g 51 % der Tiere). Zusatzlich fuhrte die Injektion zu einer
geringeren Zahl an Herzschlagen (MO1: @ 48,5% der Tiere; MO2: @ 44,5 % der
Tiere). So schlug das Herz im Gegensatz zum Wildtyp (ca. 153 bpm £ 6,5) nur

etwa 108 + 4,7 mal in der Minute.
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MO Zfp365

Abb. 4.29 Morphologische Defekte nach Injektion von szfp365-I_anti5"VIo und szfp365-II_anti5"VIo
(A) Wildtyp Kontrolle, (B) Wildtyp Kontrolle fli::EGFP Linie, (C) vergroRerter Ausschnitt aus B, (D)
nach Injektion von 0,75 mM zfZfp365-1_anti5™°, (E) nach Injektion von 0,75 mM zfZfp365-
|_anti5’ ©in fli::EGFP Linie , (F) vergroRerter Ausschnitt aus E

Larven: 3dpf; schwarzer Pfeil: Herzédem; weilder Pfeil: Vaskulardefekt

Mogliche Beobachtungen in Hinblick auf Veranderungen des Herzens wurden mit
in situ Hybridisierung weiter untersucht.

Hierbei ist eine massive Vergroflerung der Expressionsdomane von cmlc2 in den
injizierten Tieren zu erkennen, aber zeitgleich scheint sich auch das
Expressionsmuster verandert zu haben (MO1: @ 55,5 % der Tiere; MO2: @ 58 %
der Tiere). Es sieht so aus als waren zusatzlich zur Ublichen herzspezifischen
Expressionsdomane weitere Bereiche gefarbt (Abb. 4.30 B). Diese Bereiche
decken sich mit den in Abbildung 4.29 D und E mit einem Pfeil gekennzeichneten

morphologischen Veranderungen der injizierten Tiere.

cmlc2

cmic2

0365

Abb. 4.30: Auswirkungen der zfZfp365-1_anti5™° und zfZfp365-I1l_anti5’ -Injektionen auf die
Expressionsdoméne von cmlc2 im Herzen

(A) cmlc2 Expression im Wildtyp, (B) nach Injektion von 0,75 mM zfZfp365-1_anti5™°

Larven: 3dpf

Es scheint eine Ubereinstimmung zwischen der Expression in den Somiten und
den Vaskularsystemdefekten zu geben. Wie in der Literatur vielfach beschrieben,

orientieren sich die ISVs auf dem Weg zu ihrem Zielort entlang der Somiten. Die
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Somiten haben einen Einfluss auf die Bildung des GefalRsystems. Es besteht also
ein Zusammenhang zwischen der Expression von zfZfp365 in den Somiten und
den durch knockdown hervorgerufenen Stérungen des Vaskularsystems. ZfZfp365
scheint einen Einfluss auf die Bildung oder Aufrecherhaltung des kardiovaskularen

Systems zu haben.

4.5.6 Auswirkungen der zfZfp533-1_anti5"™° und zfZfp533-1l_anti5™°

Injektionen

Der zfZfp533-1_anti5™° und zfZfp533-11_anti5™® wurde in einer Konzentration von
0,75 mM und 1 mM injiziert. Eine Ubersicht (iber die beobachteten Defekte und

deren Penetranz ist in Tabelle 4.7 dargestellt.

Tabelle 4.7 Ubersicht tiber die Injektionen mit zfZfp533-1_anti5™° und zfZfp533-11_anti5™° und
dazugehdrige Kontrollen

Kein Blutan-
Behandlung Konz Anzahl Anzahl Looping VergrofRert Vaskular- samm- Kein
der ’ Larven : des es Atrium  defekte lungenim  Blutfluss
mM Experimente
Embryonen gesamt Herzens Schwanz
Anzahl % Anzahl % Anzahl % Anzahl % Anzahl %
uninjiziert ; 244 15 2 29 0 0 1 04 0 0 1 04
Zfp533 MO_1 0,75 57 2 37 65 41 72 17 30 35 61 42 74
1 135 4 77 57 85 63 62 46 78 58 93 69
ZfpS33MO_2 75 68 2 21 31 34 50 21 31 24 35 46 68
1 115 4 72 63 76 66 68 59 69 60 88 77
,'a"z‘)”dom Seq. 1 69 3 1 14 1 14 1 14 2 29 0 O

Die Injektion von zfZfp533-1_anti5™° und zfZfp533-11_anti5™° hatte hauptsachlich
Auswirkungen auf das kardiovaskulare System der Tiere. Verglichen mit
Embryonen, die mit dem Kontroll-Morpholino (Random Sequenz MO) injiziert
wurden, zeigten die mit dem szfp533-I_anti5"VIO und szfp533-II_anti5"VIO
injizierten Tiere die in den folgenden Abbildungen dargestellten morphologischen
Defekte mit hoher Penetranz (siehe auch Tabelle 4.7). Die Injektion verursachte

eine Unterdruckung des Herzloopings (MO1: @ 61 % der Tiere; MO2: @ 47 % der
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Tiere) (Abb. 4.31 C) und fuhrte zu einem vergroRerten Atrium (MO1: @ 67,5 % der
Tiere; MO2: @ 58 % der Tiere) (Abb. 4.31 C).

Abb. 4.31: Morphologische Defekte nach Injektion von zfZfp533-1_anti5’™° und zfZfp533-Il_anti5™°

(A) Wildtgp Kontrolle, (B) vergroferter Ausschnitt aus B, (C) nach Injektion von 0,75 mM zfZfp533-
I_anti5’M , (D) vergroéRerter Ausschnitt aus E
Larven: 3dpf; Pfeil: Herzdefekt

Zudem konnten Storungen im Aufbau des Vaskularsystems entdeckt werden
(MO1: @ 38 % der Tiere; MO2: @ 45 % der Tiere) (Abb. 4.32 F). Die
intersegmentalen Adern (Intersegmental vessels = ISV) (Isogai et al., 2001) waren
unvollstandig, nicht richtig miteinander verknlpft bzw. fehlten an einigen Stellen.
Ebenso waren im Bereich der caudalen Vene (CV) (Isogai et al., 2001)
Blutansammlungen zu beobachten (MO1: @ 59,5 % der Tiere; MO2: @ 47,5 % der
Tiere) (Abb. 4.32 D) und es wurde ein Stillstand des Blutflusses festgestellt (MO1:
@ 71,5 % der Tiere; MO2: @ 72,5 % der Tiere).

MO Zfp533 MO Zfp533

Abb. 4.32 (A) Wildtyp Kontrolle, (B) Wildtyp Kontrolle fli::EGFP Linie, (C) vergroRerter Ausschnitt
aus B, (D) nach Injektion von 0,75 mM zfZfp533-I_anti5™°, (E) nach Injektion von 0,75 mM
zfZfp533-1_anti5™® in fli::EGFP Linie , (F) vergroBerter Ausschnitt aus E

Larven: 3dpf; Pfeil: vergrofiertes Atrium; Pfeilkopf: Vaskulardefekt
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Die Auswirkungen der Injektionen auf das kardiovaskulare System der Tiere
konnte auch durch die Verwendung der transgenen Zebrafischlinien fli::EGFP und
cmlc2:GFP nachgewiesen werden. In Abbildung 4.33 sind das vergroRerte Atrium,
der Herzschlauch, der auf ein Ausbleiben des Loopings hindeutet, sowie das
unregelmalige und teilweise lickenhafte Muster der intersegmentalen Adern auf
Zellbasis dargestellt. Die fli.:EGFP Linie verdeutlicht die Anordnung der
Endothelzellen (Abb. 4.33 A+B, D+E), die cmlIc2:GFP Linie zeigt die
Myokardzellen (Abb. 4.33 C+F). Die Vergro3erung des Atriums scheint auf das
Endothelgewebe zurtckzufuhren zu sein (Abb.4.33 E).

. R\
MO Zfp533 E ' b L MOZip533 F MO Zfp533

Abb. 4.33 Morphologische Defekte nach Injektion von zfZfp533-1_anti5™° und zfZfp533-1I_antis™°
(A) Wildtyp Kontrolle fli.:EGFP Linie, (B) vergroRerter Ausschnitt aus A, (C) Wildtyp Kontrolle
cmlc2::GFP Linie, (D) nach Injektion von 0,75 mM szfp533—I_anti5"vIO in fli::EGFP Linie, (E)
vergroRerter Ausschnitt aus D (F) nach Injektion von 0,75 mM zfZfp533-1_anti5° in cmlc2::GFP
Linie

Larven: 3dpf; Pfeil: Herzschlauch

Ein weiterer Defekt durch den knockdown von zfZfp533 wird durch die
Verwendung der transgenen Zebrafischlinie Gatal:DsRed in Abbildung 4.34
veranschaulicht. Offenbar hat die Injektion von zfZfp533-1_anti5™° und zfZfp533-
II_anti5"\’Io Auswirkungen auf das blutbildende System der Tiere. Zum einen ist,
wie oben beschrieben, ein Stillstand des Blutflusses in den injizierten Tieren zu
beobachten, zum anderen scheint die Anzahl der Blutzellen im Gegensatz zum
Wildtyp verringert zu sein (MO1: @ 73 % der Tiere; MO2: @ 69,5 % der Tiere) (Abb.
4.34 D).
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MO zfp533 E MO zfp533 F MO Zfp533

Abb. 4.3'\:10Auswirkungen auf Blutkreislauf nach Injektion von szfp533-I_anti5"VIo und zfZfp533-
Il_anti%’

(A) Wildtyp Kontrolle Gatal:DsRed, (B+C) vergroRerter Ausschnitt aus A, (D) nach Injektion von

0,75 mM zfZfp533-1_anti5™ in Gatal:DsRed Linie, (E+F) vergroRerter Ausschnitt aus D
Larven: 3dpf

Die verringerte Zahl der Blutzellen in den Morpholino-injizierten Tieren im
Gegensatz zum Wildtyp konnte zusatzlich mit Hilfe der Diaminofluoren- (DAF)
Farbung visualisiert werden (Abb. 4.35).

D MO Zfp533

Abb. 4.35 Diaminofluorenfarbung zur Markierung von Erythrozyten

(A) Wildtyp Kontrolle, (B+C) vergroRerter Ausschnitt aus A, (D) nach Injektion von 0,75 mM
ZfZfp533-1_anti5™°, (E+F) vergréRerter Ausschnitt aus C
Larven: 3dpf

In Hinblick auf die Ergebnisse kann eine Ubereinstimmung festgestellt werden.
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Die durch die in situ Hybridisierung detektierte Expression von zfZfp533 im Herz,
kann durch knockdown des Gens bestatigt werden. Die Injektion von zfZfp533-
|_anti5™© und zfZfp533-1I_anti5™° fiihrt zu Herzdefekten.

Ebenso scheint ein Zusammenhang zwischen der Expression in den Somiten und
den Vaskulardefekten zu bestehen. zfZfp533 scheint wichtig fur die Entwicklung
und Funktion des Herzens, der BlutgefalRe und des blutbildenden Systems zu

sein.

4.6 Expression der Kandidatengene in ES-Zellen

Nach dem Uberblick, den die in vivo Analyse der Kandidatengene im Zebrafisch
lieferte, folgt nun eine Untersuchung der Kandidatengene in vitro mittels murinen
CGRS8-ES-Zellen.

Nach Durchsicht und Auswertung der vorangegangenen in vivo-Ergebnisse,
wurde die Zahl der zu untersuchenden Kandidatengene auf 4 von ehemals 6
Gene beschrankt. zfDditl4] zeigte nach Injektion der genspezifischen Morpholinos
keine signifikanten morphologischen Defekte. zfJ20 zeigte ebenfalls keine
signifikanten Defekte das kardiovaskulare System betreffend. Daher erschienen
diese beiden Gene flr die Fragestellung dieser Arbeit als weniger relevant und
wurden nicht weiter untersucht.

Murine embryonale Stammzellen sind in der Lage, in vitro in Zellen aller drei
Keimblatter zu differenzieren. Bei der Differenzierung von ES-Zellen zu
Embryonalkérperchen und durch deren Kultivierung ist die Entwicklung von frihen
Kardiomyoblasten zu differenzierten Kardiomyozyten moglich (Maltsev et al.,
1994). Wahrend der Differenzierung gibt es ein entwicklungsspezifisch
kontrolliertes Expressionmuster verschiedener Komponenten, z.B.
herzspezifischer Gene, Proteine und Rezeptoren.

Zur Untersuchung des Expressionsmusters der Kandidatengene, wurden diese
durch Embryonalkdrperchenbildung differenziert und anschlieBend mittels
halbquantitativer (RT) PCR analysiert. Abbildung 4.36 zeigt die Expression der
Kandidatengene im Vergleich zum herzspezischen Marker a-MHC (Myh6).
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d2 d3 d4 d5 d6 d7 di13
GAPDH

4930506M07Rik

9530057J20Rik

A130092J06Rik

Ddit4l

Zfp365

Zfp533

aMHC

Abb.: 4.36: Halbquantitative (RT) PCR zur Ermittlung des Expressionsmusters der Kandidatengene
in undifferenzierten ES-Zellen und differenzierten EBs. Zum Vergleich dient der kardiale Marker
aMHC.

Im Gegensatz zum spezifischen Herzmuskelprotein oMHC sind alle
Kandidatengene bereits in ES-Zellen exprimiert. Die Expression von aMHC
beginnt erst ab Tag 5. Aufgrund der frihen Expression der Kandidatengene
bereits in ES-Zellen, aber auch spater in ihrer Entwicklung, konnten sie einen
Einfluss auf die Bildung und Entwicklung von Kardiomyozyten bereits im

mesodermalen Stadium haben. Zum Vergleich sei aufgefihrt, dass der

mesodermale Marker Tbra erst ab Tag 3 exprimiert wird.

4.7 Generierung und Analyse von stabilen knockdown-Klonen
gegen die Kandidatengene durch Transfektion von CGR8-ES-

Zellen

Zur Generierung von stabilen knockdown-Klonen gegen die Kandidatengene
wurden CGRS8-ES-Zellen mit pGFP-V-RS Plasmidvektoren (OriGene), die die
shRNA des entsprechenden Gens exprimierten, mittels Elektroporation transfiziert.

Diese Vektoren enthielten CMV-Promoter gesteuertes tGFP und ein
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Pyromycingen, welches eine Selektion der Klone mit korrekter Transfektion
ermdglichte. Die stark GFP exprimierenden Klone, die eine erfolgreiche
Transfektion und somit einen knockdown der Gene darstellen, wurden ausgewahlt
und fur weitere funktionelle Studien der ES-Zell-Differenzierung verwendet. Der
erfolgreiche knockdown wurde mittels halbquantitativer (RT) PCR verifiziert. Wie in
Abbildung 4.37 gezeigt, wiesen alle ausgewahlten Klone eine deutliche geringere
Transkriptmenge der Gene auf als der Wildtyp. Somit war der knockdown

erfolgreich.

A130092J06Rik Zfp533 4930506MO7Rik Zfp365

ES d3 d7 ES d3 d7 ES d3 d7 ES d3 d7

genspezifische
Primer

GAPDH

Abb. 4.37 Halbquantitative (RT) PCR zur Kontrolle des Transkriptgehalts der Gene in den
jeweiligen knockdown-Klonen

Alle Klone wurden mindestens zwei Wochen Kkultiviert bevor sie fur weitere
Untersuchungen verwendet wurden.

Die Klone behielten ihre pluripotente Art und wiesen in Bezug auf ihre
Morphologie, Proliferation und Wachstumseigenschaften keine Unterschiede zu
Wildtyp CGR8-ES-Zellen und den Kontrollvektor transfizierten Klonen auf (Abb
4.38).
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Kontrolle 930506MO7Rik A130092J06Rik Zfp365 Zfp533

Abb.4.38: Generierung stabiler knockdown-Klone.

A) ES-Zellen der mit Kontrollvektor und spezifischen knockdown-Vektoren transfizierten Zellen (B)
aus A gewonnene EBs (Durchlicht), (D) aus A gewonnene EBs (Fluoreszenzmikroskop).
MaRstabsbalken: 100 pm

Bei der Differenzierung von ES-Zellen zu Embryonalkérperchen (EBs) kommt es
zu einer spontanen Differenzierung in die Zellen der drei Keimblatter, welche sich
schliellich zu Kardiomyozyten entwickeln und als charakteristisches Merkmal
schlagende Areale hervorbringen. Nach zehn Tagen der Differenzierung konnten
schlagende Areale mit Hilfe eines Mikroskops beobachtet werden. Die Anzahl der
schlagenden EBs pro Schale wurde ausgezahlt (Tab. 4.8). In der Kontrolle wiesen
durchschnittlich 40,25% der EBs schlagende Areale auf. Ahnlich hierzu verhielt
sich 4930506MO07Rik mit durchschnittlich 41,35% der EBs. Die anderen
knockdown-Klone zeigten eine reduzierte Anzahl an EBs mit schlagenden Arealen
(A130092J06Rik D 14,5%, Zfp365 & 23,45% und Zfp533 & 21,1%).

Tab. 4.8: Anzahl der aus knockdown-Klonen generierten EBs mit schlagenden Arealen

Knockdown Anzahl EBs davon davon nicht Prozentzahl
gesamt schlagend schlagend schlagende EBs
Kontrolle 87 36 51 41,4
Kontrolle 128 50 78 39,1
4930506MO0O7Rik 99 39 60 39,4
4930506MO0O7Rik 134 58 76 43,3
A130092J06Rik 114 18 96 16,9
A130092J06Rik 107 13 94 12,1
Zfp365 122 23 99 18,9
Zfp365 157 44 113 28
Zfp533 151 35 116 23,2
Zfp533 116 22 94 19
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4.8 Auswirkungen des knockdown der Kandidatengene auf die

Expression von speziellen Markern der drei Keimblatter

Die Ergebnisse der Zebrafischstudie zeigten eine Beteiligung der Kandidatengene
an der Bildung oder Funktion des Herzens. Ebenso weisen die oben aufgeflihrten
Resultate, dass nach knockdown der Gene in ES-Zellen und anschliefender
Differenzierung bei 3 der Kandidatengene eine reduzierte Zahl schlagender Areale
in den Kardiomyozyten zu finden sind, darauf hin, dass die Kandidatengene eine
Rolle fir die Kardiomyogenese und Funktion von Kardiomyozyten spielen
konnten. Dies sollte nun weiter Uberpruft werden, indem die Auswirkungen des
knockdowns auf die Expression spezieller Marker, insbesondere natirlich des
Mesoderms, mittels semiquantitativer (RT) PCR validiert wurden. Eine Ubersicht

findet sich in Abbildung 4.39.

Kontrolle 930506MO7Rik A130092J06Rik Zfp365 Zfp533
d0 d3 d7 d13 d0 d3 d7 d13 d0 d3 d7 d13 d0 d3 d7 d13 d0 d3 d7 d13

Pax6

Neurod1
DCN
FGF8
AFP

Fit1
Thra
BMP2
aMHC
Thx20
Myocardin
TnnT
TnnC
DES
Hand1
Nodal
Mef2c
HSPB8

TTR
ACTN1
aSMA
Flk1

VEGF

Foxa2

Abb. 4.39: Ubersicht Uiber eine semiquantitative (RT
spezifischen Markern

~

PCR-Analyse der knockdown-Klone mit
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Wie die Abbildung 4.39 zeigt, waren bei knockdown von A130092J06Rik die
kardialen Marker (aMHC, Tbx20, Myocardin, TnnT und TnnC) ebenso wie BMP2

im Vergleich zum Wildtyp deutlich runterreguliert. Im Falle von Zfp533 waren dies

die vaskularen Marker (aSMA, FIk1, VEGF) und Tbra.
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Abb. 4.40: Ubersicht iiber eine quantitative PCR-Analyse der knockdown-Klone mit spezifischen
Markern

Die Ergebnisse der quantitativen PCR spiegeln die Ergebnisse der
semiquantitativen PCR groftenteils wieder (Abb. 4.40).
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Zur Kontrolle der in der semiquantitativen und quantitativen PCR erhaltenen
Ergebnisse zum knockdown von A130092J06Rik und Zfp533, wurde zusatzlich
eine immunohistochemische Farbung mit Antikérpern gegen aMHC und
Myocardin und respektive gegen VEGF durchgefuhrt.

Die Abbildung 4.41 zeigt, wie auch schon die PCR-Ergebnisse zuvor, eine
Abwesenheit von aMHC und Myocardin in den A130092J06Rik knockdown EBs
im Vergleich zum Wildtyp.

Fusion

Kontrolle

A130092J06Rik

Myocardin

Kontrolle

Myocardin

A130092J06Rik

Abb. 4.41: Immunohistochemische Farbung mit Antikérpern gegen aMHC (B+E) und Myocardin
(H+K).

MaRstabsbalken: 100 um

Ebenso verdeutlicht eine immonuhistochemische Farbung mit spezifischen
Antikdrpern die Abwesenheit von VEGF in den Zfp533 knockdown EBs im

Vergleich zum Wildtyp (Abb. 4.42).
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Kontrolle

Fusion

Zfp533

Abb. 4.42: Immunohistochemische Farbung mit Antikérpern gegen VEGF (B+E).
MaRstabsbalken: 100 um

4.9 Mikroarrayanalyse der A130092J06Rik und Zfp533 knockdown
EBs

Aus den anfangs 6 zu untersuchenden Kandidatengenen kristallisierten sich
aufgrund der Ergebnisse hinsichtlich ihrer evtl. Rolle fur die Kardiomyogenese und
Funktion von Kardiomyozyten die Gene A130092J06Rik und Zfp533 flr eine
Mikroarrayanalyse heraus.

Die Mikroarrayanalyse bietet den groRen Vorteil, dass mit ihr simultan die
Expression tausender Gene bzw. Sequenzen untersucht werden kann.

Eine Expressionsstudie mit Affymetrix Expressionsmikroarrays sollte die
Unterschiede zwischen dem Transkriptom von knockdown A130092J06Rik-Tag-
13-EBs und knockdown Zfp533-Tag-13-EBs zu Kontroll-Tag13-EBs identifizieren.
Eine Untersuchung des gesamten Transkriptoms ist notwendig, um Unterschiede
in den biologischen Schllisselprozessen und Signalwegen zu identifizieren. Zur
Klassifizierung der Varianzen im Datensatz wurde eine
Hauptkomponentenanalyse (principal component analysis (PCA)) der
Transkriptome durchgefuhrt (Abb. 4.43). Der Abstand zwischen den Punkten,
welche die einzelnen Proben darstellen, spiegelt den Grad der Ahnlichkeit bzw.
Unterschiede der Proben wieder.

PC 1 zeigt einen deutlichen Unterschied zwischen der Kontrolle und knockdown
A130092J06Rik (36,9%) (Abb. 4.43 A) sowie knockdown Zfp533 EBs (49,4%)
(Abb. 4.43 C). Zum Vergleich wurden die Kontrolle und knockdown
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A130092J06Rik sowie knockdown Zfp533 EBs gegenlber undifferenzierten
Kontroll-ES-Zellen untersucht. Abbildung 4.43 zeigt auch hier deutliche
Unterschiede von den ES-Zellen zu den 13 Tage alten EBs. Im Fall von
knockdown A130092J06Rik betragt die Varianz 50,9% (Abb. 4.43 B), fur
knockdown Zfp533 betragt sie 47,6% (Abb. 4.43 D).
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Abb. 4.43: Hauptkomponentenanalyse (principal component analysis (PCA) der genomweiten
Expression von 13 Tage alten Kontroll-EBs zu 13 Tage alten knockdown A130092J06Rik (A) und
knockdown Zfp533 EBs (C), bzw. von undifferenzierten Kontroll-ES-Zellen zu 13 Tage alten
Kontroll-EBs und 13 Tage alten knockdown A130092J06Rik EBs (B) sowie zu 13 Tage alten
Kontroll-EBs und 13 Tage alten knockdown Zfp533 EBs (D).

Des weiteren wurde eine Heatmap der hierarchischen Clusteranalyse erstellt
(Abb. 4.44). Hochregulierte Cluster sind rot markiert, herunterregulierte sind grin

gekennzeichnet.
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Abb. 4.44: Heatmap der hierarchischen Clusteranalyse von undifferenzierten Kontroll-ES-Zellen
(ES) zu 13 Tage alten Kontroll-EBs (#7) und 13 Tage alten knockdown A130092J06Rik EBs (#56)
(A) sowie zu 13 Tage alten Kontroll-EBs (#7) und 13 Tage alten knockdown Zfp533 EBs (#184)
(B).

Hochreguliert: rot; herunterreguliert: griin
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Die Expressionsstudie mit Affymetrix Expressionsmikroarrays lieferte fur den
knockdown A130092J06Rik insgesamt 491 unterschiedlich exprimierte Gene

(Differentially Expressed Genes, DEG), ermittelt durch einen p-Wert (p-value) von

< 0.05. Von diesen insgesamt 491 Genen waren 215 hochreguliert und 276

herunterreguliert.

Tabelle 4.9: Ubersicht tiber einige in knockdown A130092J06Rik hochregulierte Gene

Kategorie

GO term

Anzahl
Gene

p-value

Gene

GOTERM_BP_FAT

regulation of
transcription, DNA-
dependent

40

7,85E-08

ZSCAN4-PS3, NEPN,
ZSCAN4-PS2, SOX2,
PRRX1, GM13138, PRRX2,
RHOX4E, PAX1, RHOXA4F,
RHOX4G, PLAGLA1,
RHOX4B, FOXH1,
RHOX4A, RHOX4D,
FOXQ1, RHOX4C,
CDKN2A, LHX1, GATAS,
HEY2, HBA-X, PRL2C2,
TWIST1, GM13242,
RHOX6, RHOX5, REX2,
TBX3, EPAS1, ZSCANA4F,
TCFAP2C, ZFP600,
FOXA1, EOMES,
ZSCAN4A, ZSCAN4C,
ISL1, RHOXO,
LOC100048814, SALL4,
FOXG1, ZFP7, EBF1,
VGLL2, KLF4

GOTERM_BP_FAT

embryonic
development
ending in birth or
egg hatching

16

6,16E-05

TBX3, EPAS1, PRRX1,
EOMES, GJBS, CDH1,
PRRX2, PAX1, ADA, PLG,
CITED1, EYA1, RDH10,
SALL4, KRT8, TWIST1

GOTERM_BP_FAT

chordate
embryonic
development

16

5,54E-05

TBX3, EPAS1, PRRX1,
EOMES, GJBS, CDH1,
PRRX2, PAX1, ADA, PLG,
CITED1, EYA1, RDH10,
SALL4, KRT8, TWIST1

GOTERM_BP_FAT

neuron
differentiation

10

0,030552

CCK, MCOLNS3, LHX1,
FOXA1, SOX2, FOXGT,
EOMES, 1D4, ISL1, GDNF

GOTERM_BP_FAT

blood vessel
development

0,005264

TBX3, EPAS1, HEY2,
PRRX1, SOX17, PRRX2,
CITED1, PLG, PRL2C2

GOTERM_BP_FAT

urogenital system
development

0,005254

RDH10, EYA1, LHX1,
SALL1, GATAS3, FOXA1,
GDNF

GOTERM_BP_FAT

kidney
development

0,00626

RDH10, EYA1, LHX1,
SALL1, GATA3, GDNF
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In den hochregulieten Genen (Tab. 4.9) war, im Gegensatz zu den
herunterregulierten Genen (Tab. 4.10), keine Genontologie (Gene Ontology, GO)
fur biologische Prozesse, die die kardiale Funktion betreffen, zu finden. Die Daten
in Tabelle 4.10 deuten darauf hin, dass der knockdown von A130092J06Rik
Einfluss auf die Expression einiger wichtiger Gene flur die kardiale Entwicklung
hat.

Eine vollstandige Auflistung aller gefundener GOs befindet sich im Anhang.

Tabelle 4.10: Ubersicht tiber einige in knockdown A130092J06Rik herunterregulierte Gene

Kategorie

GO term

Anzahl
Gene

p-value

Gene

GOTERM_BP_FAT

extracellular matrix
organization

9

2,26E-05

SMOC2, ITGAS, FBLNS,
COL3A1, POSTN, LOX,
COL11A1, COL5A2,
COL5A1

GOTERM_BP_FAT

collagen fibril
organization

9,03E-05

COL3A1, LOX,
COL11A1, COL5A2,
COL5A1

GOTERM_BP_FAT

vesicle-mediated
transport

0,020251

MYOS5A, MRCA1,
FCGR2B, IRF8, MYO1F,
FCER1G, IGH-6,
ABCA1, STAB2, SIRPA,
FCGR1, FCGR3

GOTERM_BP_FAT

embryonic organ
morphogenesis

0,002755

HOXD9, TSHZ1, FGF9,
ITGA8, TGFB3, GAS1,
ZIC1, COL11A1

GOTERM_BP_FAT

blood vessel
development

10

0,002212

WNT2, NRP1, FGF9,
TBX20, COL3A1, ITGA4,
LOX, COL5A1, WTT,
PITX2

GOTERM_BP_FAT

heart development

0,004557

NRP1, PLN, TBX20,

MYH6, SOX6, ITGA4,

COL11A1, COL5A1,
PITX2

GOTERM_BP_FAT

cardiac muscle
tissue development

0,028571

PLN, MYH6, COL11A1,
PITX2

GOTERM_BP_FAT

ion transport

16

0,018795

SLCOA9, PTPRC,
ATP1B1, CLCAZ2,
CLCA1, GABRAS,
KCNAB1, KCNAT,
SLCO2B1, WNT2,
P2RY6, CYBB, PLN,
SLC4A4, ATP6VOD?2,
KCTD12

GOTERM_BP_FAT

extracellular matrix

27

5,72E-14

FMOD, ADAMTSLA,
COL3A1, ADAMTS15,
TGFB3, POSTN, DCN,
CPZ, WNT2, SMOC2,
COL9A2, LAMB2, LOX,

COL8A2, COL11A1,

LOXL1, FN1, FBNT,
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NID2, COL5A2,
COL5A1, COL4AS,
LAMA2, FBLN2, FREM1,
COL1A2, ADAMTS5

COL3A1, COL1A2, LOX,
COL11A1, COL5A2,
COL5A1, COL4A5

collagen 7 1,26E-07

In der folgenden Tabelle 4.11 sind die essentiellen Marker flr die kardiale
Entwicklung aufgefuhrt, die durch den knockdown von A130092J06Rik beeinflusst

sind.

Tabelle 4.11: Ubersicht tGber einige in knockdown
A130092J06Rik herunterregulierte kardiale Marker

Gen Fold change
Myh6 -3,34142
Tgfb3 -2,07628
Wnt2 -2,66038
Kcnab1 -3,18559
P2ry12 -3,02993
Sox6 -2,95709
Lpl -2,71947
Smoc2 -2,67061
Dsc2 -2,6698
Myo1f -2,64846
PlIn -2,58291
Bicc1 -2,38737
Fbin2 -2,3397
Sgce -2,28251
Myo5a -2,20293
Ctss -2,18959
Casp1 -2,15563
Gucy1a3 -2,11924
Kcna1 -2,08318
Zfhx3 -2,07801
Tgfb3 -2,07628
Lama2 -2,01866
Tbx20 -2,01321

Insgesamt 1afdt sich aus den Ergebnissen, die der knockdown von A130092J06Rik
im Zebrafisch und in murinen ES-Zellen erbracht hat, folgern, dass
A130092J06Rik eine wichtige Rolle fur die Kardiomyogenese und Funktion von
Kardiomyozyten hat und der knockdown zu Beeintrachtigungen der kardialen

Entwicklung fuhrt.
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Fir den knockdown Zfp533 lieferte die Expressionsstudie mit Affymetrix
Expressionsmikroarrays insgesamt 1682 unterschiedlich exprimierte Gene
(Differentially Expressed Genes, DEG), ermittelt durch einen p-Wert (p-value) von
< 0.05. Von diesen insgesamt 1682 Genen waren 1162 hochreguliert und 520
herunterreguliert.

In den hochregulierten Genen (Tab. 4.12) war die Genontologie von biologischen
Prozessen fur die kardiale Funktion zu finden.

Eine vollstandige Auflistung aller gefundenen GOs befindet sich im Anhang.

Tabelle 4.12: Ubersicht tiber einige in knockdown Zfp533 hochregulierte Gene

Kategorie GO term Anzahl p-value | Gene
Gene

RBP4, 2610005L07RIK,
ENAH, PRRX1, ZEBZ2,
CDH1, ZEB1, TTN, TPM1,
SHH, ZIC2, VCAM1, DAB2,
APOB, CHD8, G2E3, CHD?7,
SERPINA1B, POU5F1,
DNMT3L, ANKRD11, KRTS,
TDGF1, CYR61, GM12241,
MLL2, CCNB1IP1, TBX3,
NASP, NODAL, EOMES,
HSPG2, SPINT1, BIRCS,
MYHS6, SIX4, MYH9, UBE2B,
RDH10, EP300, SALL4,
TSC1, ZMIZ1, ZIC5, PBX1,
GNAS, PTCH1

GOTERM_BP_FAT | chordate embryonic
development

46 1,68E-12

RBP4, 2610005L07RIK,
ENAH, CRABP2, SOX2,
PRRX1, ZEB2, COL2A1,
ZBTB16, ZEB1, SHH, ZIC2,
VCAM1, CHD7, POUSF1,
LHX1, TDGF1, FBNZ,
CYR61, GM12241, NANOG,
TBX3, NODAL, OTX2,
HSPG2, EOMES, SPINT1,
SIX4, ACVR2B, RDH10,
DKK1, SALL4, TSCA1,
LAMAS5, FOXG1, ZICS,
PBX1, GNAS, PTCH1, NSD1

GOTERM_BP_FAT embryonic
morphogenesis

39 1,34E-10

RBP4, 2610005L07RIK,
NODAL, OTX2, SOX2,
HSPG2, PRRX1, EOMES,
SPINT1, BIRC6, COL2A1,
SIX4, ZEB1, SHH, VCAMT,
RDH10, CHD7, FOXGH1,
KRT8, PBX1, GNAS, CYR61

GOTERM_BP_FAT embryonic organ
development

29 4,04E-05

RBP4, NODAL, FOXA1,
GOTERM_BP_FAT | respiratory system 15 5,02E-05 SOX2, FOXP1, SHH,
development RDH10, ACVR2B, EP300,
CHD7, LAMAS5, CTGF,
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HHIP, CUX1, NFIB

TBX3, CRABP2, PRRX1,
COL2A1, ZBTB16, SHH,

GOTERM_BP_FAT | imb development 14 | 180E-04 1 "2pH10) CHD7, DKK1,
SALL4, PTCH1, GNAS,
PBX1, FBN2
GOTERM_BP_FAT neural tube 8 0,018287 ENAZHég§%¥gﬁ?gh§'C5’
development GM12241, ZIC2
embrvonic skeletal 2610005L07RIK, RBP4,
GOTERM_BP_FAT y ) » 3,49E-04 | RDH10, NODAL, PRRX1,
g system HSPG2, GNAS, PBX1, SIX4,
evelopment ZEB1. SHH
RBP4, FGF15, ERBB3,
COL2A1, TTN, TPM1,
PTEN, ZIC3, SHH, VCAM1,
FOXH1, CHD7, TDGF1,
GOTERM_BP_FAT | cart development 29 | &98E10 | SEMASC, TBX3, NODAL,
HSPG2, CENPF, MYHS,
FOXP1, ACVR2B, SALL4,
EP300, TSC1, ID2, PKP2,
ZMIZ1, PTCH1, VCAN
. RBP4, TSC1, TDGF,
GOTERM_BP_FAT tisgﬁ;déagvgg;zzm 9 4,80E-04 HSPG2, MYH6, TTN, PTEN,
TPM1, FOXP1
RBP4, HSPG2, MYHS, SIX4,
GOTERM_BP_FAT | striated muscle 13 8,84E-04 | TTN, TPM1, FLNB, PTEN,
tissue development FOXP1, SHH, EP300, TSC1,
TDGF1
MTSS1, ENAH, TRPM7,
. RICTOR, MYH8, TTN,
GOTERM_BP_FAT | 2ctin Cyt‘.’Skt‘?'etO” 14 | 9002879 | \ivHe CDC42BPG, NISCH,
organization ATP2C1, LIMCH1, FAT1,
PAFAH1B1, ABL2
2610005L07RIK, RBP4,
embryonic organ 7,82E-04 NODAL, SOX2, OTX2,
GOTERM_BP_FAT | O noars 15 ’ PRRX1, HSPG2, COL2A1,
ZEB1, SIX4, SHH, RDH10,
CHD7, FOXG1, GNAS
RTN4, TBX3, NODAL,
PRRX1, SPINT1, MYH9,
vasculature 0,001387 | FZD5, PTEN, MEIS1, SHH,
GOTERM_BP_FAT | 4ovelopment 19 ZFP826, APOB, CHD?,
CTGF, ZMIZ1, TDGFH1,
SEMA3C, FIGF, CYR61
RBP4, FOXA1, ZBTB16,
urogenital system 2,91E-04 PTEN, SHH, ZFP826,
GOTERM_BP_FAT 9 y 15 ’ RDH10, ACVR2B, TSCH1,

development

LAMAS, LHX1, SALL1,
GATAS, PBX1, HELLS

Der knockdown von Zfp533 scheint Einfluss auf die Expression einiger wichtiger

Gene fur die Hamatopoiese und vaskulare Entwicklung zu haben (Tab. 4.13).

Diese waren im Vergleich zum Wildtyp deutlich herunterreguliert.
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Tabelle 4.13: Ubersicht tiber einige in knockdown Zfp533 herunterregulierte Gene

Kategorie

GO term

Anzahl
Gene

p-value

Gene

GOTERM_BP_FAT

hemopoietic or
lymphoid organ
development

16

0,001380681

PTPRC, CCR1,
TGFBR2, SOX6, VAV1,
KDR, HBA-A1, TALA1,
HBA-A2, BCL2A1D,
ALAS2, TNFSF11,
AHSP, HBB-B1, HBB-
B2, FAS, HBA-X, CD28

GOTERM_BP_FAT

erythrocyte
differentiation

0,003884378

HBA-A1, HBA-A2, TAL1,
ALAS2, AHSP, SOX®6,
HBA-X

GOTERM_BP_FAT

blood coagulation

0,004279892

P2RY12, PLEK,
PROCR, GP1BB, PF4,
SERPING1, ENTPD1

GOTERM_BP_FAT

vasculature
development

14

0,003547545

EMCN, NRP1, TGFBR2,
ELKS, WT1, KDR,
EDNRA, WNTZ2,
ALDH1A2, AGTR1A,
ZFPM2, SOX18,
ANGPT1, LOX

GOTERM_BP_FAT

vasculogenesis

0,014295611

TGFBR2, ZFPM2,
SOX18, WT1, KDR

GOTERM_BP_FAT

blood vessel
morphogenesis

10

0,030218429

EDNRA, EMCN, NRP1,
TGFBR2, ANGPTT,
ZFPM2, SOX18, ELKS3,
WT1, KDR

GOTERM_BP_FAT

blood circulation

0,035370125

WNT2, EDNRA, FLI1,
AGTR1A, KCNJ8,
PTGS1, GUCY1A3

GOTERM_BP_FAT

extracellular matrix

28

1,94E-08

FMOD, ADAMTSLA1,
MAMDC?2, LUM,
ADAMTS15, TGFB3,
POSTN, DCN, TIMP2,
CPZ, WNT2, SMOC2,
OGN, ALB, PTN, LOX,
ADAMTS12, ENTPD1,
LOXL1, COL8A2,
ANGPTL4, ADAM10,
CCDC80, COL4AG,
COL4AS5, COL1A2,
ADAM12, ADAMTSS

GOTERM_BP_FAT

angiogenesis

0,027242333

EDNRA, EMCN, NRP1,
TGFBR2, ANGPT1,
SOX18, ELK3, KDR

Einige der durch

den knockdown von Zfp533 herunterregulierten essentiellen

Marker fur die Hamatopoiese und vaskulare Entwicklung sind in der folgenden
Tabelle 4.14 aufgefuhrt.
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Tabelle 4.14: Ubersicht tiber einige in knockdown Zfp533 herunterregulierte
Hamatopoiese betreffende und vaskulare Marker

Gen Fold change Gen Fold change
Adamts12 -2,04058 Kcnab1 -4,15019
Aebp1 -2,11986 Kdr -2,07886
Ahsp -2,76841 Lpl -3,37596
Aif1 -4,87871 Lum -3,63
Alas2 -2,40948 Maf -3,35803
Alb -2,28723 MbnI3 -2,55974
Alox5ap -2,05399 Mmrn1 -3,00924
Angpt1 -2,41967 Nfe2 -2,03697
Angptl4 -2,77184 Nrp1 -2,31022
Angptl7 -2,3917 P2ry12 -4,66766
Aplnr -2,68377 Pdgfrl -2,66109
Col1a2 -2,04023 Pf4 -4,13447
Col8a2 -3,64371 Plek -4,35282
Cx3cr1 -3,83661 Prcp -2,00114
Dsc2 -2,84305 Procr -2,36719
Ednra -2,37467 Ptgs1 -3,80286
Eltd1 -2,35979 Rgs2 -2,36858
Fbin5 -2,71827 Slic40a1 -2,24505
Fermt3 -3,54264 Slic4a1 -7,15851
Fli1 -2,62077 Smoc2 -6,5835
Gp1bb -2,49844 Sox18 -2,22861
Gucy1b3 -2,01707 Sox6 -3,26296
Gypa -3,61829 Srpx2 -2,01178
Gypc -2,46827 Tal1 -2,17597
Hba-a1 /// Hba-a2 -12,1255 Tek -3,24503
Hba-x -16,9029 Tgfb3 -2,36912
Hbb-b1 /// Hbb-b2 -13,1736 Thbs1 -2,38153
Hbb-b2 -10,0848 Timp2 -2,04972
Hbb-bh1 -20,9896 Tspan32 -4,83199
Hbb-y -25,1677 Tubb2a -2,00587
Hemgn -4,93345 Vav1 -2,23951
Hpgds -4,3704 Zfpm2 -2,89038
Itga8 -2,27116

AbschlieBend 14Rt sich eine Ubereinstimmung der aus dem knockdown von
Zfp533 im Zebrafisch und in murinen ES-Zellen erbrachten Ergebnisse feststellen.
Alle Resultate deuten darauf hin, dass Zfp533 eine wichtige Rolle fir die
Hamatopoiese, die Entwicklung oder Aufrechterhaltung der Blutgefalle und die

Entwicklung und Funktion des Herzens spielt.
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5. Diskussion

Die wissenschaftliche Forschung ist an entwicklungsbiologischen Prozessen und
Regulationsmechanismen von embryonalen Stammzellen sehr interessiert. ES-
Zellen sind in der Lage, sich in voll funktionsfahige, kontraktile Kardiomyozyten zu
entwickeln (Doetschman et al., 1985 ; Wobus, et al, 1991 ; Maltsev et al., 1994 ;
Metzger et al.,, 1995 ; Mummery et al.,, 2002). Daher setzt die medizinische
Forschung grof3e Hoffnung in die Entwicklung neuer Behandlungsmdglichkeiten
von Herzerkrankungen durch Stammzelltherapie. Fur eine gezielte Anwendung ist
es unumganglich, das genetische Netzwerk genau zu verstehen. Das Wissen Uber
die beteiligten Faktoren und deren zeitliches und raumliches Expressionsmuster
ist grundlegend flir das Verstandnis der Herzentwicklung. Daher ist die Kenntnis
uber die Rolle von Transkripten unbekannter Funktion fur die Kardiomyogenese
und Funktion von Kardiomyozyten in embryonalen Stammzellen von groRem
Interesse.

Die vorliegende Arbeit untersucht die Gene 4930506MO07Rik, 9530057J20Rik,
A130092J06Rik, Ddit4l, Zfp365 und Zfp533 auf eine mogliche Beteiligung an der
kardialen Entwicklung. Es handelt sich hierbei um Gene, die in Maus-
Kardiomyozyten und/oder murinen mesodermalen Zelllinien identifiziert wurden
(siehe Kapitel 4.1).

5.1 Analyse der sechs Kandidatengene im Zebrafisch

Um einen ersten Einblick in die Funktion der sechs Kandidatengene zu erhalten,
wurden die homologen Kandidatengene der Maus im Zebrafisch analysiert. Ziel
war eine Identifizierung und erste funktionale Charakterisierung in vivo.

Es konnte mittels in situ Hybridisierung gezeigt werden, dass — mit Ausnahme von
zfZfp365 — alle Gene im Herz exprimiert waren. Dies ist ein erster Hinweis darauf,
dass sie an der Herzentwicklung beteiligt sein konnten.

Zur Klarung der Frage, ob und in welcher Weise die Kandidatengene an der
Funktion oder Entwicklung des Herzens bzw. Vaskularsystems beteiligt sind,
wurden Injektionen mit Morpholino-modifizierten antisense Oligonukleotiden (MO)
durchgefuhrt. Der dadurch hervorgerufene knockdown der Kandidatengene fihrte

in drei Fallen zu Herzdefekten und bekraftigt damit die These, dass diese Gene in
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die Herzentwicklung involviert sein konnten. Der knockdown von
zf4930506M07Rik zeigte ein Ausbleiben des Herzloopings (Kapitel 4.5.1; Abb.:
4.21). zfA130092J06Rik knockdown flhrte zu einem vergrofierten Atrium (Kapitel
4.5.3; Abb.: 4.25). Ebenso wurde ein Looping des Herzens unterbunden (Abb.:
4.25). Der Ventrikel zeigte keine eigene spontane Kontraktion. In situ
Hybridisierung mit dem kardialen Marker cmlic2 bestatigte die gefundene
vergroRerte Herzregion (Abb. 4.26). Knockdown von zfZfp533 verursachte ein
Ausbleiben des Herzloopings und eine Vergrolerung des Atriums (Kapitel 4.5.6;
Abb.: 4.29).

Zu erwahnen sei hier, dass der knockdown von zf9530057J20Rik zwar keine
direkt sichtbaren Herzdefekte verursachte, in situ Hybridisierung mit dem kardialen
Marker cmic2 aber auf eine Vergrofierung des Atriums hindeutet (Abb.: 4.24).
Ebenso bemerkenswert ist die veranderte Expressionsdomane von cmic2 in
zfZfp365 knockdown-Tieren (Abb. 4.28). Zwar weisen sie keinerlei sichtbare
morphologische Defekte in der Herzregion auf, aber nach in situ Hybridisierung
scheinen zur Ublichen herzspezifischen Expression weitere Bereiche gefarbt zu
sein. Bereiche um das Herz herum sind mit angefarbt, was den Schluss zulasst,
dass kardiale Zellen aullerhalb ihres Zielortes liegen. Mogliche Grinde hierfur
konnten eine Reprogrammierung bzw. Falschprogrammierung von kardialen
Zellen sein oder eine vorzeitige Unterbrechung der Wanderung der kardialen
Zellen wahrend der Kardiogenese.

Neben Herzdefekten traten in 4 Fallen auch Defekte des Vaskularsystems auf.
Der knockdown von zf4930506M07Rik, zf9530057J20Rik, zfZfp365 und zfZfp533
zeigte in unterschiedlichen Bereichen eine gestorte Bildung des Kreislaufsystems.
Bei zf4930506M07Rik traten diese zum Teil gepaart mit Blutansammlungen auf
(Abb.: 4.21 und 4.22). Die Vaskulardefekte von zfZfp365 scheinen sich mit der
oben beschriebenen veranderten Expression von cmlic2 zu decken (Abb. 4.27).
Der knockdown von zfZfp533 scheint sowohl das Vaskularsystem, als auch das
blutbildende System zu beeinflussen (Abb. 4.30 und 4.32).

In einer Reihe verschiedener Studien wurden im Jahr 1996 und 1998 (Stainier et
al., 1996; Alexander et al., 1998) viele Mutationen entdeckt, die die Entwicklung
des Zebrafischembryos beeinflussen (zusammengefasst in Stainier et al., 2002).
Einige Beispiele sind im Folgenden aufgezahlt.
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Ein Fehler in der Fusion der bilateralen Herzprimordia (primitiver
Myokardschlauch) flhrt zu einer Bildung von zwei Herzen, cardia bifida genannt.
In der Mutante lonely atrium ist kein Herzventrikel sichtbar und das Atrium ist
direkt an den Ausflusstrakt gekoppelt. santa hat ein enorm vergroRertes Herz. Die
relative Position der zwei Herzkammern ist in der Mutante overlooped gestort. Die
Mutanten scotch tape und superglue fuhren zu einer signifikanten Reduktion der
Herzgallerte zwischen den beiden Herzschichten (Chen et al., 1996). Weitere
Mutationen, die eine Storung der Herzbildung zur Folge haben, sind z.B. miles
apart und bonnie und clyde. Sie storen die Fusion des primitiven
Myokardschlauchs, was in der Bildung von zwei Herzen auf jeder Seite der
Mittellinie resultiert (cardia bifida). Der cloche Mutante fehlen die Endokardzellen.
Die Myokardschicht wird trotz der Abwesenheit von Endokardzellen gebildet, ist
aber dysmorph: der Ventrikel ist in seiner Grol3e reduziert und die Herzwande des
Atriums sind ausgedehnt. In pandora findet man hauptsachlich eine Kammer, das
Atrium, der Ventrikel ist deutlich reduziert (Stainier et al., 1996). Mutationen die die
Funktion des Herzens beeinflussen, kann man in zwei Kategorien unterscheiden.
In die Beeinflussung der Herzkontraktion, also der Starke oder Zahl der
Herzschlage, oder die Beeinflussung des Rhythmus des Herzschlags, also der
Kontraktion der beiden Kammern zueinander (Chen et al., 1996). In der Mutante
breakdance wurde ein Verhaltnis der Herzschlagrate von Atrium zu Ventrikel von
2:1, in der Mutante hiphop sogar von 3:1 gemessen (Chen et al., 1996).

Ein morphologischer Defekt den die Injektion eines MOs gegen zfA130092J06Rik
mit sich bringt, ist die VergroRerung des Atriums. Zeitgleich ist keine Kontraktion
des Ventrikels vorhanden. Diese Beobachtungen lassen Vermutungen offen, ob
es sich um zwei voneinander getrennte Defekte handelt, oder ob diese Defekte
miteinander verknupft sind, das vergroRerte Atrium also ein sekundarer Defekt
ware

Es ist denkbar, dass das Atrium normal angelegt wurde, aber durch vermehrten
Muskelaufbau und damit verbundene Grollenzunahme die fehlende Funktion des
defekten Ventrikels kompensieren musste. Die Muskelzunahme kam
wahrscheinlich durch erhohte Beanspruchung zustande. Durch erhohte
Schlagkraft des Atriums wurde vermutlich versucht, die Zirkulation des Blutes

aufrecht zu erhalten.
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Eine Vergroferung des Atriums scheint nicht auszureichen, da der Blutfluss nach
vier Tagen in den zfA130092J06Rik injizierten Tieren zum Erliegen kam.

Diese Beobachtungen wurden auch schon in der oben erwahnten
Mutantenmusterung 1996 fur andere Mutationen gemacht.

In der ventrikelspezifischen Mutantengruppe kontrahiert der Ventrikel nur
schwach, und obwohl das Atrium mit Kraft schlagt, kommt die Zirkulation doch
bald zum Stillstand. Das Atrium in den ventrikelspezifischen Mutanten weitet sich
hinter dem fehlenden Ventrikel aus (Stainier et al., 1996).

Zu den im knockdown von zf4930506MO07Rik beobachteten Vaskulardefekten,
zum Teil gekoppelt mit Blutansammlungen, traten in der Musterung von 1996
ahnliche Stérungen des Blutgefalisystems auf.

In verschiedenen Mutanten wurden Blutansammlungen sichtbar nachdem die
Zirkulation eingesetzt hat. Oftmals in Regionen ohne offensichtliche signifikante
Defekte, was zu Uberlegungen fiihrt, ob es sich dabei um ein Problem der
Montage oder Erhaltung von BlutgefaRen handelt (Stainier et al., 1996).

Die Bildung eines geschlossenen Blutkreislaufsystems in Vertebraten ist ein
komplexer Prozess, in den eine Vielzahl von Signalmolekulen involviert sind und
der eine Reihe verschiedener Verhaltensmuster der Zellen mit sich bringt (Cleaver
und Krieg, 1999). Endothelvorlauferzellen, oder Angioblasten, entstehen im
lateralen Mesoderm von Vertebratenembryonen und unterliegen zwei
Hauptprozessen, der Vaskulogenese und der Angiogenese. Die Vaskulogenese
beschreibt die de novo Bildung von BlutgefalRen aus dem Zusammenschluss von
Angioblasten (Risau und Flamme, 1995). Im Gegensatz dazu versteht man unter
Angiogenese die Bildung von neuen Gefallen aus bereits bestehenden. Die
Blutgefal’e haben alle eine ahnliche histologische Struktur. Sie bestehen aus zwei
Basiszelltypen, den vaskularen Endothelzellen und den vaskularen glatten
Muskelzellen. Die innere Auskleidung der Blutgefal3e, angrenzend an das Lumen,
ist ein dunnes, einschichtiges Epithel aus vaskularen Endothelzellen. Glatte
Muskelzellen (oder Perizyten) umgeben die Endothelzellen.

Die Blutzirkulation tragt nicht zur Bildung des primaren Netzwerks bei. Dies
belegen Versuche mit silent heart (sih) Mutationen. Die Herzen homozygoter sih

Zebrafische schlagen, aufgrund eines Defekts in der Expression von kardialem
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Troponin T, nicht (Sehnert et al., 2002). Bis auf die fehlende Zirkulation entwickelt
diese Mutante das primare Gefaldsystem normal (Isogai et al., 2003).

Das Blutgefalisystem ist in zwei separate aber miteinander verknipfte Netzwerke
aus arteriellen und vendsen BlutgefalRen unterteilt. Diese Netzwerke sind sowohl
morphologisch als auch funktionell sehr unterschiedlich voneinander. Historisch
wurde diese Differenzierung hauptsachlich auf physiologische Krafte wie Richtung
und Druck des Blutflusses zurlickgefliihrt. Studien haben den Erwerb der
arteriellen gegenuber der venosen Identitat untersucht.
Zellmarkierungsexperimente haben gezeigt, dass einzelne Angioblasten im LPM,
die mit einem fluoreszentem Tracer markiert wurden, entweder nur zu arteriellen
oder vendsen Endothelzellen flhren, aber nicht zu beiden Zelltypen (Zhong et al.,
2000, 2001). Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Entscheidung uber das
arteriell-vendse Schicksal schon sehr fruh gefasst wird, bevor die Angioblasten zur
Mittellinie wandern. Weitere Studien im Zebrafisch haben einen molekularen Weg
definiert, der zum Erwerb des arteriellen Schicksals wahrend der Embryogenese
fuhrt (Lamont und Childs, 2006). Durch mRNA und Morpholino Injektionen in
Kombination mit Mutanten und transgenen Zebrafischembryonen war es moglich
mehrere Signalwege gleichzeitig zu beeinflussen und somit die genetische
Hierarchie aufzudecken, die flr die arterielle Differenzierung verantwortlich ist
(Ungos und Weinstein, 2008).

Dieser Signalweg enthalt bekannte Signalmolekile wie Sonic hedgehog (Shh),
Vascular endothelial growth factor (Vegf), Notch und Phosphatidylinositol-3-Kinase
(PI3K).

Das Hedgehog (Shh) -Signal steht an der Spitze der genetischen Hierarchie. Shh
wird vom Notochord exprimiert. Ein Verlust des Shh-Signals fuhrt zu einem Fehler
in der Bildung der dorsalen Aorta (Lawson et al., 2002).

Vegf arbeitet unterhalb von Shh und vermittelt die Fahigkeit von Shh, die Bildung
der dorsalen Aorta zu regulieren, da die Uberexpression von Vegf mRNA die
Expression von arteriellen Markern in Abwesenheit des Shh-Signals erhalten
kann. Ebenso wie Shh beeinflusst Vegf das arterielle Schicksal. Vegf wird von
den Somiten exprimiert. Diese Expression wird durch Shh-Signale des Notochords

induziert und reguliert (Lawson et al., 2002). Neben Shh und Vegf spielt auch der
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Notch-Signalweg eine Rolle in der Determinierung des arteriellen Schicksals
(Lawson et al., 2001).

Der Signalweg unterhalb von Notch wurde in Zebrafischstudien beschrieben. Eine
Mutation im Zebrafischhomolog der Phospholipase C y-1 (plcgl), bekannt fur den
Einfluss auf die normale Funktion von Vegf, wurde identifiziert (Lawson et al.,
2003). Diese plcgl-Mutante zeigt spezifische Defekte in der Bildung der Arterie
und einen Verlust in der Expression arterienspezifischer Marker. Der Verlust von
Notch-, Vegf- oder Shh-Signalen fuhrt zum Verlust der arteriellen Identitat,
wahrend exogene Aktivierung oder Uberexpression dieser Faktoren eine
ektopische Expression von arteriellen Markern nach sich zieht (Ungos und
Weinstein, 2008).

Der knockdown von zfZfp533 scheint sowohl das Vaskularsystem, als auch das
blutbildende System zu beeinflussen. Es gibt Hinweise darauf, dass die Fuhrung
der Gefalle durch das Gewebe an ihren Zielort gestort sein kdnnten.
Experimentelle Studien im Zebrafisch haben ergeben, das der Semaphorin-Plexin-
Signalweg eine bedeutende Rolle in der Fuhrung der ISV spielt, indem er das
Wachstum dieser Gefalde auf definierte Bereiche entlang der intersegmentalen
Begrenzungen beschrankt (Torres-Vazquez et al., 2004). So flhrt z.B. der Verlust
der plxnD1-Funktion im Zebrafisch zu ISVs die aufs Geratewohl quer durch die
Somiten wachsen und Verzweigungen bilden.

Die Expression von zfZfp533 in den Somiten und die Ausbildung von Defekten in
den ISVs nach Injektion von zfZfp533 MO legt nahe, dass dieses Gen
moglicherweise fiur die Bildung des Gefalisystems verantwortlich ist. Das
vergroRerte Atrium konnte durch eine kardiale Hypertrophie hervorgerufen
werden. Sie fuhrt dazu, dass die einzelnen Muskelfasern an Dicke zunehmen,
ohne aber gleichzeitig das Gefallsystem zu erweitern. Es handelt sich um einen
Kompensationsmechanismus, der durch vasoaktive Peptide, wie Endothelin und
Angiotensin I, aktiviert wird. Diese Peptide werden von neonatalen
Kardiomyozyten, die unter Einwirkung mechanischer Krafte stehen, gesteigert
produziert (Komuro 2000 und 2001).

Generell kann man aus diesen Beobachtungen schlieRen, dass es sich bei
4930506M07Rik, A130092J06Rik, Zfp365 und Zfp533 um Gene handelt, die
Einfluss auf das kardiovaskulare System besitzen.
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5.2 Analyse der Kandidatengene in murinen embryonalen

Stammzellen

Nach dem Uberblick, den die in vivo Analyse der Kandidatengene im Zebrafisch
lieferte, folgt nun eine Untersuchung der Kandidatengene in vitro mittels murinen
CGRB8-ES-Zellen.

Die Zahl der zu untersuchenden Kandidatengene wurde, nach Durchsicht und
Auswertung der vorangegangenen in vivo-Ergebnisse, auf 4 von ehemals 6 Gene
beschrankt. zfDditl4l zeigte nach Injektion der genspezifischen Morpholinos keine
signifikanten morphologischen Defekte. zfJ20 zeigte ebenfalls keine signifikanten
Defekte das kardiovaskulare System betreffend. Daher erschienen diese beiden
Gene fur die Fragestellung dieser Arbeit als weniger relevant und wurden nicht
weiter untersucht.

Trotzdem wurde zunachst das Expressionsmuster aller sechs Kandidatengene
untersucht. Im Gegensatz zum spezifischen Herzmuskelprotein a«MHC sind alle
Kandidatengene bereits in ES-Zellen exprimiert. Die Expression von oaMHC
beginnt erst ab Tag 5 (Abb. 4.34). Das embryonale Herz ist ein kontrahierendes
Blutgefal® mit einer aufleren Muskelschicht (Myokard) und einer inneren
Endothelschicht (Endokard). Myokard- und Endokardzellen entstammen beide aus
bilateralen mesodermalen Zellpopulationen. Viele mesodermale
Transkriptionsfaktoren, wie BMP2, Tbra, Nkx2.5, Gata4 und MLC2v steuern
wahrend der ES-Zell-Differenzierung der Reihe nach die Bildung von schlagenden
Arealen in den EBs. Diese schlagenden Areale sind ein charakteristisches
Merkmal fur Kardiomyozyten. Aufgrund der frihen Expression der
Kandidatengene bereits in ES-Zellen, aber auch spater in ihrer Entwicklung,
konnten sie einen Einflu auf die Bildung und Entwicklung von Kardiomyozyten
bereits im mesodermalen Stadium haben. Zum Vergleich sei aufgefuhrt, dass der
mesodermale Marker Tbra erst ab Tag 3 exprimiert wird.

Zur Klarung der Frage, ob und in welcher Weise die Kandidatengene an der
Funktion oder Entwicklung des Herzens bzw. Vaskularsystems beteiligt sind,
wurden stabile knockdown-Klone gegen die Kandidatengene (4930506MO7Rik,
A130092J06Rik, Zfp365 und Zfp533) generiert. Die Klone behielten ihre



5. Diskussion 926

pluripotente Art und wiesen in Bezug auf ihre Morphologie, Proliferation und
Wachstumseigenschaften keine Unterschiede zu Wildtyp CGR8-ES-Zellen und
den Kontrollvektor-transfizierten Klonen auf (Abb 4.38). Nach zehn Tagen der
Differenzierung konnten schlagende Areale beobachtet werden. Ahnlich wie der
Wildtyp verhielt sich 4930506M07Rik. Die anderen knockdown-Klone zeigten eine
reduzierte Anzahl an EBs mit schlagenden Arealen (Tab. 4.8). Dies kdnnte ein
weiterer Hinweis darauf sein, dass diese Gene fir die Herzentwicklung von
Bedeutung sind.

Die Auswirkungen des knockdowns auf die Expression spezieller Marker,
insbesondere naturlich des Mesoderms, wurden mittels semiquantitativer (RT)
PCR validiert. Wahrend der Differenzierung kann ein spezifisches
Expressionsmuster verschiedener herzspezifischer Gene beobachtet werden. So
sind viele Transkriptionsfaktoren bekannt, die eine entscheidende Rolle in der
frihen kardialen Entwicklung haben (Wobus et al., 1998). Charakteristische
Marker fur Kardiomyozyten sind z.B. die Transkriptionsfaktoren Bmp2, Tbra,
Nkx2.5, Mef2c und Hand1.

Nach knockdown von A130092J06Rik waren die kardialen Marker (aMHC, Tbx20,
Myocardin, TnnT und TnnC) ebenso wie BMP2 im Vergleich zum Wildtyp deutlich
runterreguliert. Im Falle von Zfp533 waren dies die vaskularen Marker (aSMA,
FIk1, VEGF) und Tbra (Abb. 4.39).

Dies ist ein weiteres Indiz, dass speziell A130092J06Rik eine Rolle fur die
Kardiomyogenese und Funktion von Kardiomyozyten spielen koénnte. Zfp533
scheint ein Faktor in der Vaskularentwicklung zu sein.

Eine Entwicklung in kardiale bzw. vaskulare Zellen ist auf embryonale
Vorlauferzellen im Seitenplattenmesoderm zurtckzufihren. Die frihe Expression
von A130092J06Rik und Zfp533 (Abb. 4.34) und damit wahrscheinlich auch friihe
Wirkung auf den Regulationsmechanismus, scheint zu einem Zeitpunkt
einzusetzen, an dem sich beide Zelltypen noch gemeinsam entwickeln (Wang et
al., 2007).

Kardiovaskulare Vorlauferzellen besitzen die Mdglichkeit in Kardiomyozyten, glatte
Muskelzellen und Endothelzellen zu differenzieren (Kattman et al., 2006; Wu et al.,
2006; Moretti et al., 2006).
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Die Ergebnisse der quantitativen PCR spiegeln die Ergebnisse der
semiquantitativen (RT) PCR groftenteils wieder (Abb. 4.40).

Da speziell A130092J06Rik und Zfp533 einen Einfluss auf die Herz- bzw.
Vaskularentwicklung zu haben scheinen, wurde die verminderte Expression der
Marker aMHC, Myocardin sowie VEGF durch immunohistochemische Farbung
validiert (Abb. 4.39 bzw. 4.40). Wie zu erwarten, war die Expression der drei
Marker signifikant reduziert.

Daraufhin wurde zur Ermittlung eines globalen Uberblicks der Gene
A130092J06Rik und Zfp533 eine Mikroarrayanalyse durchgefihrt. Diese stitzt die
These, dass A130092J06Rik eine Rolle fur die Kardiomyogenese und Funktion
von Kardiomyozyten spielen konnte. Insgesamt konnten 22 kardiale Marker
entdeckt werden, die nach knockdown von A130092J06Rik im Vergleich zum
Wildtyp herunterreguliert waren (Tab. 4.11). Zu diesen zahlten unter anderem
aMHC (Myh6), Tgfb3, Wnt2, Kcnab1 und Tbx20.

Zudem konnte die These gestltzt werden , dass knockdown von Zfp533 Einfluss
auf die Hamatopoiese und vaskulare Entwicklung haben konnte. Die Expression
einiger wichtiger Gene fur die Hamatopoiese und vaskuldre Entwicklung war
beeinflusst (Tab. 4.13). Unter anderem waren dies Col8a2, Fli1, Nrp1 und KDR
(VEGF).

Diese waren im Vergleich zum Wildtyp deutlich herunterreguliert.

Aus den zuvor beschriebenen Beobachten kann der Schluss gezogen werden,
dass die beiden spezifisch in den Kardiomyozyten hochregulierten Gene

e A130092J06Rik und

o Zfp533

eine entscheidende Rolle fur die Kardiomyogenese spielen.

Mit der Charakterisierung von A130092J06Rik und Zfp533 als wichtige Faktoren
fur die Kardiomyogenese, wurde ein interessantes Feld eroffnet, dessen

detaillierterer Erforschung es nachzugehen gilt.
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6. Zusammenfassung

Herz-Kreislauferkrankungen sind eine der haufigsten Todesursachen in Europa. Ein durch
den Verlust von funktionalen Kardiomyozyten hervorgerufener Herzfehler ist am weit
verbreitetsten. Daher ist es ein erster Schritt, in Hinblick auf zuklnftige
Therapiemdglichkeiten, das genetische Netzwerk zu verstehen, das zu funktionalen
Kardiomyozyten flhrt. Viele Fragen hinsichtlich beteiligter Gene und molekularer
Signalwege bleiben derzeit aber noch offen. Daher ist eine Untersuchung von
Transkripten unbekannter Funktion und ihre Rolle fur die Kardiogenese von grof3em
Interesse. Durch  eine  grofangelegte Expressionsstudie = mit  Affymetrix
Expressionsmikroarrays in der Arbeitsgruppe wurde das komplette Transkriptom von
reinen mesodermalen Zellen und Kardiomyozyten ermittelt (Doss et al.,, 2007a+b). Aus
diesen Analysen konnten wir zwei Gene A130092J06Rik und Zfp533 identifizieren, die
spezifisch in den Kardiomyozyten hochreguliert waren. Ebenso wurden zwei Gene
9530057J20Rik und Ddit4l identifiziert, die in mesodermalen Zellen und Kardiomyozyten
hochreguliert waren. Weitere zwei Gene 4930506M07Rik und Zfp365 wurden identifiziert,
die in mesodermalen Zellen hochreguliert, aber in Kardiomyozyten runterreguliert waren.
Als Vergleich dienten jeweils undifferenzierte ES-Zellen und Kontoll-EBs. Um eine erste
funktionale Charakterisierung dieser Gene fur eine intakte Herzentwicklung zu erhalten,
wurden durch Injektion von Morpholino-modifizierten Oligonukleotiden  knockdown-
Studien im Zebrafisch durchgefuhrt. knockdown von 4930506M07Rik, A130092J06Rik
und Zfp533 fihrte zu Herzdefekten. Ebenso wurde das Differenzierungspotential der
Gene in murinen ES-Zellen untersucht. Hierzu wurde mit Hilfe der short hairpin RNA
(shRNA) Methode die Genexpression inhibiert. Besonders fur A130092J06Rik konnte
eine wichtige Rolle fur die Differenzierung von ES-Zellen zu frihen mesodermalen Zellen
und intakten Kardiomyozyten dargelegt werden. Fur Zfp533 konnte zudem ein Einfluss
auf die Hamatopoiese und vaskulare Entwicklung nachgewiesen werden. Mittels PCR,
Immunohistochemie und Mikroarrayanalysen wurde gezeigt, dass der knockdown der
beiden Gene die Expression spezifischer mesodermaler und kardialer Marker signifikant
reduzierte. Die vorliegenden Resultate zeigen, dass die beiden, spezifisch in
Kardiomyozyten hochregulierten, Gene A130092J06Rik und Zfp533 eine entscheidende

Rolle fur die Kardiomyogenese spielen.
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7. Abstract

Heart failure due to the loss of functional cardiomyocytes is one of the most
frequent cardiovascular diseases. Understanding the genetic network that leads to
functional cardiomyocytes is the first step to develop future therapies. Two murine
engineerd mesodermal ESC lines as well as a cardiac-specific ESC line were
established in our group. A global transcriptome analysis yielded two genes
A130092J06Rik and Zfp533 up-regulated in cardiomyocytes, two genes
9530057J20Rik and Ddit4l up-regulated in cardiomyocytes and pure mesodermal
cells and two genes 4930506MO7Rik and Zfp365 up-regulated in pure
mesodermal, but down-regulated in cardiomyocytes (Doss et al., 2007a+b). We
were interested in a fast screen for the functional role of transcripts with unknown
function (TUFs) for an intact activity of the heart. Therefore we searched for
homologues in the zebrafish genome and performed a morpholino-based
knockdown approach. Morpholino-oligonucleotide injections of 4930506M07Rik,
A130092J06Rik und Zfp533 caused highly specific cardiovascular defects in the
majority of them such as altering of heart morphology and defects to a different
extent and penetrance. For knockdown of the gene expression in murine ESCs to
further analyze the potential for cellular differentiation, short hairpin RNA (shRNA)
was used. PCR, Immunohistochemistry and microarray analysis indicated that the
knockdown of A130092J06Rik and Zfp533 suppresses the expression of specific
mesodermal and cardiac marker genes significantly. The present results
demonstrate that, the in cardiomyocytes specifically up-regulated, genes

A130092J06Rik and Zfp533 play a crucial role in cardiomyogenesis.
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Durch Mikroarray ermittelte Gen-Ontologie in A130092J06Rik knockdown:

Gene Ontologies Enriched with Upregulated Transcripts
Term
G0:0051252~regulation of RNA metabolic process
G0:0006355~regulation of transcription, DNA-dependent
G0:0009888~tissue development
G0:0001890~placenta development
G0:0019219~regulation of nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid
metabolic process
G0:0031326~regulation of cellular biosynthetic process
G0:0048568~embryonic organ development
G0:0008284~positive regulation of cell proliferation
G0:0010468~regulation of gene expression
G0:0045449~regulation of transcription
GO0:0010556~regulation of macromolecule biosynthetic process
G0:0043009~chordate embryonic development
G0:0009887~organ morphogenesis
G0:0060284~regulation of cell development
G0:0001892~embryonic placenta development
G0:0035113~embryonic appendage morphogenesis
G0:0030326~embryonic limb morphogenesis
G0:0001701~in utero embryonic development
G0:0045596~negative regulation of cell differentiation
G0:0043583~ear development
G0:0048729~tissue morphogenesis
G0:0045935~positive regulation of nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid
metabolic process
G0:0035108~limb morphogenesis
G0:0014031~mesenchymal cell development
G0:0051173~positive regulation of nitrogen compound metabolic process
G0:0048762~mesenchymal cell differentiation
G0:0060485~mesenchyme development
G0:0045893~positive regulation of transcription, DNA-dependent
G0:0045941~positive regulation of transcription
G0:0051254~positive regulation of RNA metabolic process
G0:0010628~positive regulation of gene expression
GO0:0050767~regulation of neurogenesis
G0:0001656~metanephros development
G0:0010604~positive regulation of macromolecule metabolic process
G0:0031325~positive regulation of cellular metabolic process
G0:0002052~positive regulation of neuroblast proliferation
G0:0045664~regulation of neuron differentiation
G0:0014033~neural crest cell differentiation
G0:0014032~neural crest cell development
G0:0001568~blood vessel development
G0:0010557~positive regulation of macromolecule biosynthetic process
G0:0045665~negative regulation of neuron differentiation
G0:0042472~inner ear morphogenesis
G0:0001944~vasculature development
G0:0001822~kidney development
G0:0045892~negative regulation of transcription, DNA-dependent

PValue

4,88E-08
9,96E-08
4,86E-07
5,18E-06

6,53E-06
1,06E-05
1,48E-05
1,58E-05
1,59E-05
1,91E-05
2,11E-05
6,50E-05
3,00E-04
3,86E-04
5,62E-04
7,18E-04
7,18E-04
7,70E-04
9,40E-04
0,001035
0,001321

0,001557
0,001738
0,001779
0,002075
0,002078

0,00224
0,002249
0,002353
0,002386
0,002971
0,003473
0,003854
0,004358
0,005103
0,005176
0,005482
0,005697
0,005697
0,005779
0,005934
0,006198
0,006451
0,006662
0,006697
0,007288
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G0:0007596~blood coagulation 0,007524
G0:0051253~negative regulation of RNA metabolic process 0,00759
G0:0044106~cellular amine metabolic process 0,007644
G0:0031328~positive regulation of cellular biosynthetic process 0,008239
G0:0006413~translational initiation 0,008461
G0:0009309~amine biosynthetic process 0,008707
G0:0009891~positive regulation of biosynthetic process 0,008851
G0:0048699~generation of neurons 0,009145
G0:0005911~cell-cell junction 7,49E-07
G0:0043296~apical junction complex 4,81E-05
G0:0016327~apicolateral plasma membrane 5,45E-05
G0:0030054~cell junction 0,005089
G0:0004252~serine-type endopeptidase activity 2,14E-04
G0:0008236~serine-type peptidase activity 4,65E-04
G0:0004175~endopeptidase activity 9,31E-04
G0:0008238~exopeptidase activity 0,003051
mmu04530:Tight junction 6,56E-04
mmu04514:Cell adhesion molecules (CAMs) 0,001307
mmu00260:Glycine, serine and threonine metabolism 0,002033
mmu04670:Leukocyte transendothelial migration 0,002451
mmu04610:Complement and coagulation cascades 0,002901

Gene Ontologies Enriched with Downregulated Transcripts

Term PValue

G0:0006911~phagocytosis, engulfment 5,29E-07
GO0:0050778~positive regulation of immune response 3,85E-06
G0:0019724~B cell mediated immunity 9,52E-06
G0:0006909~phagocytosis 2,00E-05
G0:0031347~regulation of defense response 2,49E-05
G0:0002449~lymphocyte mediated immunity 2,69E-05
G0:0002526~acute inflammatory response 4,08E-05
G0:0045807~positive regulation of endocytosis 4,11E-05
G0:0002861~regulation of inflammatory response to antigenic stimulus 4,64E-05
G0:0002673~regulation of acute inflammatory response 4,64E-05
GO0:0050727~regulation of inflammatory response 4,82E-05
G0:0009887~organ morphogenesis 5,33E-05
G0:0002697~regulation of immune effector process 6,96E-05
G0:0032103~positive regulation of response to external stimulus 8,11E-05
G0:0002706~regulation of lymphocyte mediated immunity 1,02E-04
G0:0050766~positive regulation of phagocytosis 1,28E-04
G0:0051050~positive regulation of transport 1,45E-04
GO0:0050729~positive regulation of inflammatory response 1,53E-04
GO0:0002703~regulation of leukocyte mediated immunity 1,54E-04
G0:0031325~positive regulation of cellular metabolic process 1,55E-04
GO0:0050764~regulation of phagocytosis 1,80E-04
G0:0031328~positive regulation of cellular biosynthetic process 2,14E-04
G0:0009891~positive regulation of biosynthetic process 2,37E-04
G0:0030324~lung development 2,99E-04
GO0:0030100~regulation of endocytosis 3,24E-04
G0:0030323~respiratory tube development 3,33E-04
GO0:0010647~positive regulation of cell communication 3,46E-04
G0:0051173~positive regulation of nitrogen compound metabolic process 3,80E-04
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G0:0002863~positive regulation of inflammatory response to antigenic stimulus
G0:0002864~regulation of acute inflammatory response to antigenic stimulus

G0:0002822~regulation of adaptive immune response based on somatic recombination

of immune receptors built from immunoglobulin superfamily domains
G0:0002819~regulation of adaptive immune response
G0:0002253~activation of immune response
G0:0048568~embryonic organ development

G0:0031349~positive regulation of defense response
G0:0016485~protein processing

G0:0045935~positive regulation of nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid

metabolic process

G0:0051604~protein maturation

G0:0009967~positive regulation of signal transduction
G0:0010604~positive regulation of macromolecule metabolic process
G0:0002705~positive regulation of leukocyte mediated immunity
G0:0002708~positive regulation of lymphocyte mediated immunity
GO0:0010557~positive regulation of macromolecule biosynthetic process
G0:0042590~antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via
MHC class |

G0:0006897~endocytosis

G0:0042471~ear morphogenesis

G0:0016477~cell migration

G0:0002699~positive regulation of immune effector process
G0:0001568~blood vessel development

G0:0001944~vasculature development

G0:0048562~embryonic organ morphogenesis
G0:0002437~inflammatory response to antigenic stimulus
G0:0015698~inorganic anion transport

GO0:0060627~regulation of vesicle-mediated transport
G0:0009888~tissue development

G0:0007423~sensory organ development

G0:0030879~mammary gland development

G0:0002888~positive regulation of myeloid leukocyte mediated immunity
G0:0030595~leukocyte chemotaxis

G0:0060326~cell chemotaxis

G0:0006820~anion transport

GO0:0007507~heart development

G0:0002866~positive regulation of acute inflammatory response to antigenic stimulus
G0:0002696~positive regulation of leukocyte activation
G0:0050867~positive regulation of cell activation

G0:0002675~positive regulation of acute inflammatory response
G0:0002824~positive regulation of adaptive immune response based on somatic
recombination of immune receptors built from immunoglobulin superfamily domains
G0:0002821~positive regulation of adaptive immune response
G0:0043583~ear development

G0:0048732~gland development

G0:0006956~complement activation

G0:0042742~defense response to bacterium

G0:0006935~chemotaxis

G0:0045893~positive regulation of transcription, DNA-dependent
G0:0002694~regulation of leukocyte activation

G0:0045941~positive regulation of transcription

G0:0051254~positive regulation of RNA metabolic process

3,98E-04
3,98E-04

4,60E-04
4,60E-04
4,75E-04
4,88E-04
4,99E-04
6,06E-04

8,22E-04
8,52E-04
8,63E-04
0,001016
0,001136
0,001136
0,001211

0,001299
0,001529
0,001848
0,001888
0,001923
0,002113

0,00249
0,002659
0,002688
0,002723
0,002723

0,00287
0,002995
0,003178
0,003556

0,00362

0,00362
0,003983
0,004384

0,00563
0,005793
0,006299
0,006829

0,006982
0,006982
0,007116
0,007951
0,008193
0,008316
0,008636
0,008922

0,00896
0,009047
0,009387
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G0:0006910~phagocytosis, recognition
G0:0005581~collagen

G0:0044459~plasma membrane part
GO0:0031226~intrinsic to plasma membrane
G0:0009897~external side of plasma membrane
G0:0005887~integral to plasma membrane
G0:0005604~basement membrane
G0:0031224~intrinsic to membrane
G0:0016021~integral to membrane
G0:0008201~heparin binding
G0:0019864~IgG binding
G0:0005509~calcium ion binding
G0:0019763~immunoglobulin receptor activity
mmu04512:ECM-receptor interaction
mmu04510:Focal adhesion
mmu05414:Dilated cardiomyopathy
mmu05322:Systemic lupus erythematosus

mmu04610:Complement and coagulation cascades

mmu05410:Hypertrophic cardiomyopathy (HCM)

0,009539
5,66E-08
2,07E-07
5,02E-07
9,15E-07
1,06E-06
2,12E-06
0,003507
0,004489
5,33E-07
1,59E-05
1,13E-04
8,21E-04
1,67E-07
8,14E-05
2,66E-04
0,002969
0,003741
0,006072
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Durch Mikroarray ermittelte Gen-Ontologie in Zfp533 knockdown:
Gene Ontologies Enriched with Upregulated Transcripts

Term
G0:0043009~chordate embryonic development
G0:0009888~tissue development
GO0:0007507~heart development
G0:0001701~in utero embryonic development
GO0:0016071~mRNA metabolic process
G0:0009887~organ morphogenesis
G0:0006397~mRNA processing
G0:0010629~negative regulation of gene expression
G0:0010468~regulation of gene expression
G0:0019219~regulation of nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid
metabolic process
GO0:0006396~RNA processing
G0:0045449~regulation of transcription
G0:0010605~negative regulation of macromolecule metabolic process
G0:0045892~negative regulation of transcription, DNA-dependent
G0:0051253~negative regulation of RNA metabolic process
G0:0016481~negative regulation of transcription
G0:0031326~regulation of cellular biosynthetic process
G0:0008380~RNA splicing

G0:0045934~negative regulation of nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid

metabolic process

G0:0010558~negative regulation of macromolecule biosynthetic process
G0:0010556~regulation of macromolecule biosynthetic process
G0:0051172~negative regulation of nitrogen compound metabolic process
G0:0031327~negative regulation of cellular biosynthetic process
G0:0009890~negative regulation of biosynthetic process
G0:0048729~tissue morphogenesis

G0:0031324~negative regulation of cellular metabolic process
G0:0016568~chromatin modification

G0:0051252~regulation of RNA metabolic process
G0:0009952~anterior/posterior pattern formation

G0:0016070~RNA metabolic process

G0:0048568~embryonic organ development
G0:0002009~morphogenesis of an epithelium

G0:0048864~stem cell development

G0:0035113~embryonic appendage morphogenesis
G0:0030326~embryonic limb morphogenesis

G0:0035108~limb morphogenesis

G0:0007283~spermatogenesis

G0:0006355~regulation of transcription, DNA-dependent
G0:0045941~positive regulation of transcription

G0:0003007~heart morphogenesis

G0:0010628~positive regulation of gene expression
G0:0045935~positive regulation of nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid
metabolic process

G0:0030324~lung development

G0:0030323~respiratory tube development

G0:0045893~positive regulation of transcription, DNA-dependent
G0:0010604~positive regulation of macromolecule metabolic process
G0:0045596~negative regulation of cell differentiation

PValue

7,98E-12
4,88E-10
2,42E-09
9,10E-09
1,21E-08
2,17E-08
2,26E-08
1,91E-07
2,15E-07

3,82E-07
8,93E-07
1,19E-06
1,64E-06
2,32E-06
2,63E-06
4,15E-06
4,72E-06
5,15E-06

5,82E-06
6,45E-06
6,59E-06
7,14E-06
1,17E-05
1,44E-05
2,19E-05
2,80E-05
5,89E-05
6,18E-05
6,75E-05
7,55E-05
7,98E-05
8,83E-05
9,41E-05
1,11E-04
1,11E-04
1,47E-04
1,77E-04
1,83E-04
1,92E-04
1,97E-04
3,13E-04

3,25E-04
3,98E-04
4,69E-04
4,86E-04
5,01E-04
5,03E-04
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G0:0048706~embryonic skeletal system development
GO0:0051254~positive regulation of RNA metabolic process
G0:0051173~positive regulation of nitrogen compound metabolic process
G0:0040029~regulation of gene expression, epigenetic
G0:0030900~forebrain development

GO0:0010557~positive regulation of macromolecule biosynthetic process
G0:0016458~gene silencing

G0:0048738~cardiac muscle tissue development
G0:0019827~stem cell maintenance

G0:0060537~muscle tissue development
G0:0014033~neural crest cell differentiation
G0:0014032~neural crest cell development
G0:0035148~tube lumen formation

G0:0048806~genitalia development
G0:0014031~mesenchymal cell development
G0:0060429~epithelium development
G0:0007517~muscle organ development
G0:0031328~positive regulation of cellular biosynthetic process
G0:0048562~embryonic organ morphogenesis
G0:0048762~mesenchymal cell differentiation
GO0:0016331~morphogenesis of embryonic epithelium
G0:0031325~positive regulation of cellular metabolic process
G0:0014706~striated muscle tissue development
G0:0060562~epithelial tube morphogenesis
G0:0060485~mesenchyme development
G0:0009891~positive regulation of biosynthetic process
G0:0001841~neural tube formation

G0:0048705~skeletal system morphogenesis
G0:0007417~central nervous system development
G0:0001838~embryonic epithelial tube formation
G0:0007281~germ cell development
G0:0001944~vasculature development
G0:0007492~endoderm development
G0:0014020~primary neural tube formation
G0:0035196~gene silencing by miRNA, production of miRNAs
G0:0043583~¢ear development

G0:0007423~sensory organ development
G0:0043066~negative regulation of apoptosis
G0:0001822~kidney development

G0:0016477~cell migration

G0:0031050~dsRNA fragmentation
G0:0001667~ameboidal cell migration
G0:0043069~negative regulation of programmed cell death
G0:0001568~blood vessel development
G0:0060548~negative regulation of cell death
G0:0007398~ectoderm development
G0:0048704~embryonic skeletal system morphogenesis
G0:0001825~blastocyst formation

G0:0030540~female genitalia development
GO0:0031532~actin cytoskeleton reorganization
G0:0010464~regulation of mesenchymal cell proliferation
G0:0001755~neural crest cell migration
G0:0048514~blood vessel morphogenesis

5,07E-04
5,47E-04
5,53E-04
5,94E-04
5,97E-04
6,29E-04
6,58E-04
6,58E-04
7,37TE-04
7,62E-04
7,73E-04
7,73E-04
8,32E-04
9,16E-04
9,93E-04
0,001002
0,001028
0,001227
0,001234
0,001279
0,001311
0,001324
0,001331
0,001421
0,001444
0,001456
0,001626
0,001628
0,001918
0,002278
0,002327
0,002345
0,002732
0,002828
0,002847
0,002889
0,003159
0,003473
0,003554
0,003628
0,003964

0,00403
0,004282
0,004282
0,004472
0,005826
0,005975
0,006012
0,006666
0,006907
0,007085
0,007085
0,008029
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G0:0034754~cellular hormone metabolic process 0,008251
G0:0048701~embryonic cranial skeleton morphogenesis 0,008277
G0:0043632~modification-dependent macromolecule catabolic process 0,008598
G0:0008284~positive regulation of cell proliferation 0,008659
G0:0006259~DNA metabolic process 0,00975
G0:0005634~nucleus 2,51E-19
G0:0043229~intracellular organelle 1,12E-12
G0:0044428~nuclear part 5,27E-10
G0:0043231~intracellular membrane-bounded organelle 1,68E-08
G0:0031981~nuclear lumen 2,54E-06
G0:0005654~nucleoplasm 7,24E-06
G0:0044446~intracellular organelle part 3,01E-05
G0:0044451~nucleoplasm part 4,15E-05
G0:0070013~intracellular organelle lumen 1,03E-04
G0:0043232~intracellular non-membrane-bounded organelle 1,88E-04
G0:0016324~apical plasma membrane 2,96E-04
G0:0005681~spliceosome 5,75E-04
G0:0000792~heterochromatin 0,001068
G0:0005911~cell-cell junction 0,001243
G0:0005694~chromosome 0,002241
G0:0000785~chromatin 0,002325
G0:0044427~chromosomal part 0,002904
G0:0005905~coated pit 0,003117
G0:0043292~contractile fiber 0,003163
G0:0030017~sarcomere 0,003791
G0:0000803~sex chromosome 0,004641
G0:0043296~apical junction complex 0,004763
GO0:0016327~apicolateral plasma membrane 0,005417
G0:0015629~actin cytoskeleton 0,005862
G0:0044449~contractile fiber part 0,005889
G0:0030529~ribonucleoprotein complex 0,006728
G0:0000790~nuclear chromatin 0,007679
G0:0030016~myofibril 0,008231
G0:0046914~transition metal ion binding 2,03E-06
G0:0032559~adenyl ribonucleotide binding 6,30E-04
G0:0019787~small conjugating protein ligase activity 0,001587
GO0:0003705~RNA polymerase Il transcription factor activity, enhancer binding 0,002007
mmu04120:Ubiquitin mediated proteolysis 2,31E-04
mmu04530:Tight junction 8,33E-04
mmu04340:Hedgehog signaling pathway 0,002831

Gene Ontologies Enriched with Downregulated Transcripts

Term PValue

m_eicosanoidPathway:Eicosanoid Metabolism 0,006125
G0:0051050~positive regulation of transport 4,98E-06
G0:0006909~phagocytosis 8,43E-06
G0:0019724~B cell mediated immunity 9,32E-06
G0:0006911~phagocytosis, engulfment 1,10E-05
G0:0006935~chemotaxis 2,13E-05
G0:0002694~regulation of leukocyte activation 2,66E-05
G0:0002449~lymphocyte mediated immunity 3,38E-05
GO0:0050867~positive regulation of cell activation 5,96E-05
GO0:0015671~oxygen transport 6,04E-05
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G0:0045807~positive regulation of endocytosis
G0:0050864~regulation of B cell activation
GO0:0050778~positive regulation of immune response
GO0:0060326~cell chemotaxis

GO0:0030595~leukocyte chemotaxis

G0:0002696~positive regulation of leukocyte activation
G0:0051249~regulation of lymphocyte activation
G0:0030097~hemopoiesis

G0:0002861~regulation of inflammatory response to antigenic stimulus
G0:0002673~regulation of acute inflammatory response
G0:0030324~lung development

G0:0030323~respiratory tube development
G0:0006897~endocytosis

G0:0030100~regulation of endocytosis
G0:0051251~positive regulation of lymphocyte activation
G0:0051604~protein maturation

G0:0030099~myeloid cell differentiation
G0:0048534~hemopoietic or lymphoid organ development
G0:0050871~positive regulation of B cell activation
G0:0002819~regulation of adaptive immune response

G0:0002822~regulation of adaptive immune response based on somatic recombination

of immune receptors built from immunoglobulin superfamily domains
GO0:0050766~positive regulation of phagocytosis
GO0:0050727~regulation of inflammatory response
G0:0032103~positive regulation of response to external stimulus
G0:0050729~positive regulation of inflammatory response
G0:0002526~acute inflammatory response

G0:0042981~regulation of apoptosis

G0:0050764~regulation of phagocytosis

G0:0060627~regulation of vesicle-mediated transport
G0:0043067~regulation of programmed cell death
G0:0050900~leukocyte migration

G0:0001568~blood vessel development

G0:0002864~regulation of acute inflammatory response to antigenic stimulus
G0:0002863~positive regulation of inflammatory response to antigenic stimulus
G0:0006910~phagocytosis, recognition

G0:0002253~activation of immune response
G0:0002706~regulation of lymphocyte mediated immunity
G0:0002697~regulation of immune effector process
GO0:0050870~positive regulation of T cell activation
G0:0001944~vasculature development

G0:0016485~protein processing

G0:0008284~positive regulation of cell proliferation
G0:0030218~erythrocyte differentiation

GO0:0007596~blood coagulation

G0:0002703~regulation of leukocyte mediated immunity

G0:0042590~antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via

MHC class |

GO0:0030168~platelet activation

G0:0045597~positive regulation of cell differentiation
G0:0034101~erythrocyte homeostasis
G0:0045582~positive regulation of T cell differentiation
G0:0007229~integrin-mediated signaling pathway

7,43E-05
1,62E-04
1,63E-04
2,39E-04
2,39E-04
2,68E-04
2,69E-04
3,37E-04
4,98E-04
4,98E-04
6,26E-04
7,13E-04
7,38E-04
8,15E-04
9,08E-04
0,001042
0,001042
0,001071
0,001082
0,001211

0,001211
0,001324
0,001329
0,001381
0,001562
0,001727
0,001809
0,001829
0,001989
0,002116
0,002153
0,002338
0,002373
0,002373
0,002373
0,002439
0,002624
0,002779
0,002836
0,002893
0,003155

0,00325
0,003512
0,003813
0,003813

0,004384
0,004432
0,004472
0,004575
0,004624
0,005717
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G0:0002824~positive regulation of adaptive immune response based on somatic
recombination of immune receptors built from immunoglobulin superfamily domains
G0:0002821~positive regulation of adaptive immune response
G0:0045621~positive regulation of lymphocyte differentiation
G0:0031347~regulation of defense response
G0:0050670~regulation of lymphocyte proliferation
G0:0032944~regulation of mononuclear cell proliferation
GO0:0010647~positive regulation of cell communication
G0:0045619~regulation of lymphocyte differentiation
G0:0070663~regulation of leukocyte proliferation
G0:0002437~inflammatory response to antigenic stimulus
G0:0009897~external side of plasma membrane
G0:0005833~hemoglobin complex

G0:0031226~intrinsic to plasma membrane
G0:0005887~integral to plasma membrane
G0:0044459~plasma membrane part

G0:0031224~intrinsic to membrane

G0:0005604~basement membrane

G0:0016021~integral to membrane

G0:0000323~lytic vacuole

G0:0005773~vacuole

G0:0005581~collagen

G0:0019864~IgG binding

G0:0008201~heparin binding

G0:0008009~chemokine activity

G0:0042379~chemokine receptor binding
G0:0019763~immunoglobulin receptor activity
mmu04142:Lysosome

mmu04060:Cytokine-cytokine receptor interaction
mmu04062:Chemokine signaling pathway
mmu05322:Systemic lupus erythematosus

0,005767
0,005767
0,005767
0,006623
0,007323
0,007323

0,00759
0,007908
0,008238
0,008949
1,17E-06
1,73E-05
3,92E-04
5,04E-04
6,71E-04
0,001299
0,001351
0,001408
0,002716
0,007203
0,008687
1,03E-04
4,78E-04
0,001399
0,001576
0,002836
0,001192
0,002022
0,003216
0,005943
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