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Einleitung

1. Einleitung

Die nicht-hAmatopoietischen Effekte von Erythropiai€Epo), welches primar die Bild-
ung roter Blutkérperchen (Erythrozyten) regulistehen seit einigen Jahren im Fokus der
Forschung. Grund dafir ist, dass rekombinantes(Egm) in tierexperimentellen Studien
vor allem im Herz und im zentralen Nervensystemejsgchitzende und antiapoptotische
Effekte zeigt. Das Verstandnis der Biologie von tRrgpoietin und Erythropoietin-
Rezeptor (EpoR) in nicht-h&dmatopoietischen Gewabedaher von groRem klinischem

Interesse.

1. 1. Biologie des Erythropoietins und Erythropoiein-Rezeptors

1.1.1. Erythropoietin
Erythropoietin, ein Glykoprotein mit einem Molektgawicht von 34 kDa, stimuliert die
Proliferation und Differenzierung erythroider Varfarzellen, insbesondere der BFU-E
(burst forming uni-erythroidund CFU-E ¢olony forming unit-erythroid in der fetalen
Leber und im Knochenmark.Zugleich hemmt es die Apoptose dieser Zellen.Bigdung
von Epo erfolgt auf einem niedrigen basalen Level wird in Abhéngigkeit vom Sauer-
stoffpartialdruck reguliert, wobei sie unter Hypexbis zu 1000-fach gesteigert werden
kann?®

Erythropoietin wird wahrend der Entwicklung zuné&chis der fetalen Leber
produziert; die primare Synthesestatte wechselt iab&/erlauf der Ontogenese zur Niere.
Dieser sogenanntgwitchist speziesspezifisch reguliert. Er beginnt beirankthen etwa
20 Wochenpost conceptionerand ist nach heutigem Kenntnisstand im Alter volis36
Monaten abgeschlossen. Im adulten Organismus diggteber noch mit etwa 15% zur
gesamten Epo-Produktion Hei.

Neben der hepatischen und renalen Synthese vonirkpdulten Organismus,
konnte eine Expression auch in zahlreichen andéetaen Organen nachgewiesen
werden' ?Im fetalen Gehirn sowie in der fetaler Lunge, Nefiere und Milz kann die

Expression volEpo mRNA als gesichert angesehen werdiéh.
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1.1.2. Erythropoietin-Rezeptor

1.1.2.1. Struktur und Aktivierung des Erythropoietin-Rezeptors

Epo vermittelt seine Wirkung durch Bindung an depoRE. Dieser gehort, wie die
Rezeptoren flur verschiedene Interleukine, fur ThHropwoietin, GM-CSF dranulocyte

macrophage colony-stimulating facjprG-CSF @¢ranulocyte-colony stimulating facfor

Wachstumshormon, Prolactin und Leptin zur sogeramr8uperfamilie der Zytokin-

Rezeptorert®’ Der strukturelle Aufbau des EpoR ist in Abbilduhgchematisch darge-

stellt.
SR
Cystein-Paare
Extrazellulare Domane - y
Trp-Ser-X-Trp-Ser
Transmembrandomane Zellmembral

Zytoplasmatische Doméane

Abbildung 1. Schematische Darstellung des EpoRn der extrazelluldaren und in der zytoplasmatische

Domane sind die fur die Mitglieder der Zytokin-Rptm-Familie charakteristischen Motive markiert.

Der aus 507 Aminosauren bestehende Rezeptor hatesimnazellulare und eine
zytoplasmatische Domane, welche Uber eine hydrapfAoAnsmembranhelix miteinander
verbunden sind. Typisch fur die Familie der ZyteRazeptoren sind zwei verschiedene
Motive in der extrazellularen Doméane: 4 konsereie@tystein-Reste und ein 5 Amino-
sauren langes Trp-Ser-X-Trp-Ser-Motiv (X steht dime beliebige Aminosaure) nahe der
transmembranen Domane. Beide Strukturen scheineeirié korrekte Faltung und die
Prasentation des EpoR auf der Zelloberflache raeteuaseirt.

Wie in Abbildung 2 A dargestellt, bilden EpoR innhgtopoietischen Zellen tber

ihre Transmembran-Helices (Leucin-Zipper) ein Homu aus jeweils zwei 66 kDa

2
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groRen Untereinheitefi: *° Durch Bindung eines Epo-Molekiils an ein solcheskfion-
elles Dimer kommt es zu einer Konformationsanderimger extrazellularen Domane,
welche sich auf die zytoplasmatische Domane Ulggrtuéid Signalkaskaden aktiviert
(Abbildung 2A)% 2

A B

EpoR-Homodimer EpoRBcR-Heterodimer

N o

JAK JAK % :@ \PIP ®
.
@

l
¢
@

Abbildung 2. Schematische Darstellung des inaktivennd aktivierten EpoR-Homodimers mit Signal-
transduktionskaskaden sowie eines Heterodimers auspoR und common B-Rezeptor @cR). (A) Die
Bindung von Epo an ein EpoR-Homodimer fihrt zur féomationsdnderung und Autophosphorylierung der
assoziierten Janus Kinasen (JAK), welche die in zgoplasmatischen Domane des EpoR lokalisierten
Tyrosinreste phosphorylieren. Im weiteren Verlawréen der STAT-gignal transducer and activator of
transcriptior), der PI3K- (Phosphoinositol-3-Kinase) und MEHitogen-activated protein kinase kinjse
Erk- (extracellular-signal regulated kinap&ignalweg aktiviert. Phosphorylierungen sind roien Kreisen
dargestellt. GRB2growth factor receptor bound protein-80S:son of sevenles&TP: Guanosintriphosphat
(B) Heterodimere aus einem EpoR und dpoR kdnnen ebenfalls durch Epo aktiviert werden diel

spezifischen Signalwege induzieren.
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Zu den Signalkaskaden, die durch Epo aktiviert eerdjehtéren der STAT5A und
STATSB (signal transducer and activator of transcriptiprer MEK fnitogen-activated
protein kinase kina3#erk- (extracellular-signal regulated kinakeSignalweg und die
Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K), welche anschliel3elie Serin/Threonin-Kinase Akt
phosphorylierf? Der erste Schritt der Signaltransduktion ist dégenseitige Phosphory-
lierung der mit dem EpoR konstitutiv assoziiertemuk Tyrosin Kinasen 2 (JAK2), die
durch die Konformationsanderung in unmittelbare &&ueinander kommen. JAK2
aktiviert neben dem EpoR selbst die Tyrosinresktdremher anderer Proteine. In der zyto-
plasmatischen Domane des EpoR kdnnen bis zu 8 iyeste phosphoryliert werden, an
welche Proteine mit SH&KC homology2)-Doménen binden. Diese kdnnen anschlie3end
ebenfalls an ihren Tyrosinresten phosphoryliertdear Durch negative Riuckkopplungs-
mechanismen werden Tyrosin-Phosphatasen aktivietthe sowohl den EpoR als auch

die JAK2 dephosphorylieren und die Signalkaskaderbrecherf?

Der EpoR ist zudem in der Lage mit anderen Rezepiowvie zum Beispiel dem
common pB-Rezeptor fcR) des Interleukin-3-Rezeptors (IL-3) oder des GBIF-
Rezeptors zu interagieren (Abbildung 2 B) und sm-Bjpezifische Signalkaskaden zu
aktivieren. Dies erklart vermutlich synergistiscB#ekte von Epo, GM-CSF, IL-3 und
anderen hamatopoietischen Faktoren auf die Erythesp®>?’ Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass der Stammzell-Faktor-Rezeptor (KIT) EeoR durch Phosphorylierung der
zytoplasmatischen Tyrosinreste aktiviert und diegkrchanismus fur die Bildung der
CFU-E essentiell ist

Auch in nicht-hamatopoietischen Zellen konnte detdfodimersisierung des EpoR
mit anderen Rezeptoren von Bedeutung sein. Wahdewersuchungen aus dem Jahr 2004
in BcR knockoutMausen gcR") darauf hinweisen, dass Epo gewebeschiitzendet&ffek
durch Bindung an einen EpdRR-Heterorezeptor vermittélt zeigt hingegen die
aktuellste Studie, dass kardioprotektive Effekt@ \@arbepoietin unabhéangig vofitR
sind®® In Endothelzellen induziert Epo seine Wirkung aiiber Heterorezeptoren aus dem
BcR und dem VEGFvascular endothelial growth factpRezeptor 2! Dies zeigt, dass
unterschiedliche Mechanismen flr eine gewebespebd# Aktivierung der Epo-
Signalkaskaden relevant sein kdnnen.
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1.1.2.2. Expression des Erythropoietin-Rezeptors

Der EpoR wird von frihen und linienspezifischen héwpoietischen Vorlauferzellen

exprimiert, welche durch Epo in ihrer Proliferationd Differenzierung stimuliert werden.
Wahrend der Erythropoiese nimmt die Anzahl der E@aR der Oberflache der sich

entwickelnden Zellen zunéchst zu, mit fortschrein Differenzierung jedoch wieder

ab3?3* So besitzt der fritheste Zelltyp der erythroidenig,i die BFU-E, noch eine relativ

geringe Dichte von EpoR auf seiner Oberflache, edthmpriméare CFU-E und Proerythro-

blasten ca. 1.100 Rezeptoren/Zelle besitZéteife Erythroblasten besitzen ca. 300 Rezep-

toren auf ihrer Oberflache; bei Retikulozyten kdwine Epo-Bindung mehr detektiert

werden®® Die Anzahl der EpoR auf Epo-abhangigen Zelllinibgjspielsweise KU812F

und UT7/Epo, wird mit ca. 200 beziehungsweise 10.Z0gegebefr’ *® Ferner wurden

moderateEpoR mRNA-Level und eine moderate Epo-Bindung in platgmten hamato-

poietischen Stammzellen beziehungsweise an Megakgsn detektiert! %

Die EpoR Expression konnte auf3erdem in zahlreichen nicimat@poietischen

Zellen oder Geweben nachgewiesen werden. Diesemiatmnen sind unter Berucksichti-

gung der jeweiligen Nachweismethode und mit Angdbe Spezies in Tabelle 1 zu-

sammengefasst.

Tabelle 1.Expression deEpoRin nicht-hamatopoietischen Organen und Gewebear Bericksichtigung

der Spezies und Nachweismethode.

Organ/ Struktur/Zelltyp Spezies Nachweismethode und Referenz
Gewebe

Auge/ Ganglienzellen Homo sapiens In-situ Hybridisierung®,

Retina RT-PCR, Immunhistochenfie

aulere und innere plexiCavia aperea
forme Schicht

Immunhistochemi®

Horizontalzellen Cavia aperea Immunhistochemi®
Darm nicht spezifiziert Homo sapiens RT-PCR, Immunhistochenfie
Herz atriale und ventrikulare Homo sapiens RT-PCR, Western BI&t
Kardiomyozyten
Myokard Homo sapiens, Mus musculus, Immunhistochemie***4 Western
Rattus norvegicus Blot*
Epikard Mus musculus In-situ Hybridisierung®
Endokard Mus musculus In-situ Hybridisierund®
Perikard Mus musculus In-situ Hybridisierund®
Fibroblasten Oryctolagus cuniculus Western Blot®
Endothel Homo sapiens Immunhistochemi&
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Leber Hepatozyten Homo sapiens, RT-PCR, Real-timePCR’
Sus scrofa Immunhistochemi®
Stromazellen Mus musculus Northern Blof?®
Lunge Mesothel Homo sapiens RT-PCR, Immunhistochenft¢
Alveolen Homo sapiens RT-PCR, Immunhistochenfté®
Glatte Muskulatur Homo sapiens RT-PCR, Immunhistochenfté®
Chondrozyten Homo sapiens RT-PCR, Immunhistochenfté®
Endothel Homo sapiens RT-PCR, Immunhistochenfi&
Milz nicht spezifiziert Homo sapiens RT-PCR, Immunhistochenfie
Sus scrofa, Mus musculus Real-timePCR" %
Spalax ehrenbergi Northern Blot*
Neben- Kortex Homo sapiens RT-PCR, Immunhistochenfie
niere Medulla Homo sapiens RT-PCR, Immunhistochenfie
Niere Kortex (Nierenrinde) ~ Homo sapien, Mus musculus, RT-PCR? Immunhistochemfe
Medulla (Nierenmark) Rattus norvegicus RT-PCR? Immunhistochemfe
Papilla (Spitzen der RT-PCR? Immunhistochemfe
Markkegel)
proximaler Tubulus Homo sapiens Immunhistochemi®
Plazenta binukledre Zellen Mus musculus, Rattus norvegictfd-Epo-Bindung®
Trophoblasten Homo sapiens, Ovis aries RT-PCR* Immunhistochemfé >3
Western Blot*
Endothel/Nabelschnur Homo sapiens Immunhistochemi >
HUVEC (human Homo sapiens RT-PCR?®, '*3-Epo-Bindung’
umbilical vein
endothelial celly
Prostata  Epithel, nicht spezifizierHomo sapiens RT-PCR, Immunhistochentie
Testis Leydig-Zellen Rattus norvegicus 1%|_Epo-Bindung®, RT-PCR®
Skelett- Satellitenzellen Mus musculus RT-PCR, Western Blot,
muskel Immunhistochemi®
Uterus Endometrium (Epithel) Homo sapiens RT-PCR, Immunhistochenfie
Endothel des Endo-  Mus musculus Immunhistochemi®
metriums
ZNS Gehirn Homo sapiens RT-PCR, Immunhistochenfi¢”
Hirnstamm RT-PCR, Immunhistochenfle
Ruckenmark RT-PCR, Immunhistochenfi¢*
Gliazellen RT-PCR*
Neuronen Homo sapiens, Rattus norvegicBI-PCR*, Immunhistochemfé %
Astrozyten Homo sapiens Immunhistochemi¥
Endothel: Rattus norvegicus RT-PCR,**-Epo-Bindung®

RBEC (at brain
capillary endothelial
cells,primére Zellen)
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Demnach wird der EpoR in einer Vielzahl von Organ@eweben und Zelltypen
exprimiert. Aul3er in den gewebespezifischen Ze#ityfkonnte der EpoR auch in endo-
thelialen Zellen von Herz, Lunge, Gehirn und Plazedetektiert werden. Wahrend
Expressionsanalysen auf RNA-Ebene durch RT-PCRntgative Real-time PCR oder
Northern Blot als valide betrachtet werden kénmeissen Daten, die allein durch immun-
histochemische Analysen oder Western Blot gewomneden, kritisch betrachtet werden.
Grund dafir ist, dass die kommerziell erhaltlicltggoR Antikorper unspezifisch binden
und beispielsweise im Western Blot mit anderen étnen wie dem Hsp7Chéat shock
protein 70) kreuzreagieren. Auch die immunhistologisché@nbBngen mit diesen Anti-
korpern sind teilweise inkonsistent; oftmals wurdkmmit auch Signale in Geweben von
Mausmutanten mit homozygotEpoRDeletion detektiert’ ®®

Zwei jungst publizierte und kontrovers diskutier8udien von Amgen Inc.
(Thousand Oaks, CA, USA) stellen das Vorhandensmies funktionellen EpoR-Homo-
dimers auf endothelialen, kardialen, neuronalenrendlen Zellen sowie auf Tumorzellen
in Frage®®"* So wurde in verschiedenen Zelllinien und prim&Zetien zwarEpoRmRNA
detektiert, aber in Western Blot Analysen mit eineau entwickelten, EpoR-sensitiven
Antikorper (A82, noch nicht kommerziell erhaltlickonnten nur auf einer der unter-
suchten Zelllinien (HUVEC) eine Zahl von 80 bis 1I6poR-Homodimere nachgewiesen
werden®® In Proteinpraparationen aus Leber, Niere, Gehird Herz war der EpoR mit
dem A82-Antikdrper nicht detektierbar. Zudem konimekeiner der untersuchten Zellen
durch Zugabe von rEpo eine Aktivierung des JAK/STARkt- oder MAPK/Erk-
Signalwegs nachgewiesen werden. Dies wéare zumimaeBalle der HUVEC-Zellen zu
erwarten gewesetl.

Diese Daten stehen auch im Widerspruch zu deneehén, voneinander unab-
hangigen und in verschiedenen Modellsystemen defdhgen in vitro und in vivo
Studien zur Kardio- und Neuroprotektion durch rEH®A Erythropoiesis Stimulating
Agent3. Obwohl die Zahl der EpoR-Homodimere auf differienten Neuroblastomzellen
SH-SY5Y sogar mit weniger als 50 angegeben wiryereEpoRknockdowrEXxperimente
in diesen Zellen, dass antiapoptotische Effekte vigpo tatsachlich Gber den EpoR
vermittelt werderf? Daher kann man davon ausgehen, dass in nicht-baniatischen
Geweben, in deneBpoRMRNA exprimiert wird, der EpoR zumindest in geendpichte
auf der Zelloberflache préasentiert wird, wodurcte dEpo/ESA-vermittelten Effekte

induziert werden kbnnen.
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1.1.3. Rolle des Erythropoietin-Rezeptors im Herzen

1.1.3.1. Entwicklungsbiologische Relevanz des Eryibpoietin-Rezeptors im Herzen
Erste Hinweise fur eine Funktion von Epo und EpoR Herzen resultierten aus der
Untersuchung von transgenen Mausen mit homozyd@tstion deEpo (Epo’) oder des
EpoR (EpoR") Gens® 3 Beide Mausmutanten sind embryonal letal (E12.5) weisen
im Vergleich zu Wildtyp-Embryonen - neben einerwgeren Anamie - am Herzen eine
Hypoplasie der Ventrikel, eine Abloésung des Epikasdwie eine gestdrte Gefal3bildung
auf. Darlber hinaus ist die Zahl der proliferieremd<ardiomyozyten deutlich reduziert,
was als Hinweis darauf verstanden wird, dass Epdriihen Entwicklungsstadien die
Zellteilung stimulier”® Ein weiteres Indiz fir die Relevanz des endogeBpn/EpoR
Systems wahrend der Embryonalentwicklung lieferie EpoR Maus, eineEpoR”
Mausmutante, die das humaBpoR Transgen exprimiert. Die Nachkommen dieser Linie
Uberleben den sonst letalen hamatopoietischen Bhpahos ins Erwachsenenalter ohne
Stérung der Herzentwicklung oder -funktioh.

Um den Einfluss deEpoR Expression auf die Entwicklung nicht-hamatopoie-
tischer Gewebe zu untersuchen, wurde eine Mausteutatwickelt, dereEpoRGen sich
unter der Kontrolle einer Gatal-HRDhgmatopoietic regulatory domginKassette
befindet. DieEpoR Expression ist bei diesen Tieren aufgrund der Kxdiet durch den
Gatal Promotor auf hamatopoietische Zellen beschranid. There tberleben bis ins Er-
wachsenenalter, haben ein morphologisch normaliekeites Herz und unter Normalbe-
dingungen eine normale Herzfunkti6hDaher wurde zunécht postuliert, dass die gestorte
Herzentwicklung inEpoR" Mausen auf die verminderte Anzahl von zirkulierende
Erythrozyten und somit auf eine Sauerstoffmindesoegung der Kardiomyozyten zurtick-
zufiihren ist* Allerdings kénnten in der Gatal-HRBEpoR Mausmutante auch andere
Gata-Transkriptionsfaktoren das Gatal-Element wfspeh induzieren und somit die
normale Herzentwicklung bedingéhHinweise fiir die Bedeutung des EpoR in der Herz-
entwicklung liefern auch zahlreiche vitro Studien, in denen sich rEpo positiv auf die
Proliferation und das Uberleben von Kardiomyozyaeswirkt’® ' Eine Mausmutante mit

konditionaler Deletion deBpoRGens im Herzen wurde bislang nicht beschrieben.
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1.1.3.2. Kardioprotektive Effekte durch rekombinantes Erythropoietin
Wie in vitro und in vivo Experimente zeigen, spielt der EpoR nicht nur wétrder
Kardiogenese eine Rolle, sondern vermittelt auctdi@protektive Effekte von rEpo.
Tabelle 2 fasst die wesentlichem vivo Experimente zur Kardioprotektion durch rEpo
zusammen:
a) aus dem Schadigungsmodell ,Myokardinfarkt* (MIgildem durch Verschluss
einer Koronararterie ein Infarkt induziert wird
b) das Modell der Schadigung durch Ischamie und Regien (I/R), in welchem
der Herzmuskel einer begrenzten Ischdmie und arfamnder Reperfusion aus-
gesetzt wird, und
c¢) aus dem Schadigungsmodell einer durch das Anthliazykxorubicin-

induzierten Kardiomyopathie.

Tabelle 2.Zusammenfassung wesentlicher Publikationerirzuivo Kardioprotektion durch rEpo oder rEpo-
Derivate inwichtigen Schadigungsmodellen.

Schadigungsmodell Dosis (rEpo, CEPO oder Effekt
und Spezies Darbepoietin-a)
VIRE rEpo - erhbhte Kapillardichte
Rattus norvegicus 5000 U/kg nach MI (s.c. taglich fir 4 - reduzierte Infarktgrof3e
Tage) - verbesserte Herzfunktion (LVEDP,
1000 U/kg nach MI (s.c. 3x pro Woche EF%)
fir 4 Wochen)
M1 € rEpo - reduzierte InfarktgréRRe
Mus musculus 1000 U/kg (12 Stunden vor LAD-Liga-
tion)
oder
Mausmutante mit transgener Epo-
Uberexpressiont@6 Maus)
M & CEPO - Hamatokrit unverandert

Rattus norvegicus 5 pg/kg (i.v. 5 min vor Reperfusion) - verbesserte Herzfunktion (LVIDd,
50 pg/kg (s.c. jeden Tag fur 6 Tage) EF%, EDV, ESV)

M1 & rEpo - verringerte Expression proinflamma-
Rattus norvegicus 1500 U/kg (s.c. Beginn 6 Wochen nach torischer Zytokine (TNFs, TNF,
Myokardinfarkt, 2x wochentlich fur 4 IL-1B, IL-6)
Wochen) - verbesserte Herzfunktion (LVEDP,
EF%, LV dP/dt)
- verringerte Fibrose
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IIR® Darbepoietin-a - reduzierte InfarktgroRe
Rattus norvegicus 40 pg/kg (i.p. direkt nach LAD-Ligation - verbesserte Herzfunktion (LVEDP,
oder nach Ligation und alle drei LV dP/dt)
Wochen 1x fir 9 Wochen, oder alle drei vermindertes ANP im Plasma
Wochen 1x, Start 3 Wochen nach - erhdhte Kapillardichte
Ligation)
IIR*® rEpo - verbesserte Herzfunktion (LVEDP,
Oryctolagus 1000 U/kg (12 Stunden vor Ischamie) LV dP/dt)
cuniculus 5000 U/kg (wahrend der Ischamie) - verringerte Apoptose

- reduzierte InfarktgroRe

IIR® rEpo - verbesserte Herzfunktion (LVEDP)
Rattus norvegicus 5000 U/kg (i.p. 24 Stunden und 0.5 - verringerte Apoptose
Stunden vor Ischamie)

IIR® rEpo - verringerte Apoptose

Mus musculus 2500 U/Kkg (i.v. 24 Stunden und 30 min - reduzierte Infarktgrof3e
vor Ischamie)

I/IR® rEpo - reduzierte InfarktgroRe

Rattus norvegicus 5000 U/kg (i.p. 24 Stunden vor - verminderte Infiltration neutrophiler
Ischamie) Granulozyten

- verringerte Expression proinflamma-
torischer Zytokine (TNFe, IL-6)

- erhdhte Expression anti-inflamma-
torischer Zytokine (IL-10)

/R rEpo - reduzierte InfarktgroRe
Rattus norvegicus 5000 U/kg (i.p. 24 Stunden vor - gesteigerte COX-2 Expression
Ischamie) - gesteigerte Synthese der Prostaglan-

dine & und R, im Myokard

Dox-induzierte rEpo - verbesserte Herzfunktion (LVEDP,

Kardiomyopathie®” 5000 U/kg mit Start der Dox- FS%, LV dP/dt)

Mus musculus Behandlung (i.p. alle 5 Tage fiir 2 - verringerte myokardiale Fibrose
Wochen) - reduzierte COX-2 Expression

Dox-induzierte rEpo - verbesserte Herzfunktion (Herzrate,

Kardiomyopathie* 1000 U/kg wahrend der Dox- FS%)

Mus musculus behandlung (alle 3 Tage fur 3 Wochen)- verringerte LDH-Aktivitat

Dox-induzierte rEpo - verringerte Apoptose

Kardiomyopathie® 2500 U/kg mit Start der Dox- - reduzierte Fibrose

Rattus norvegicus  behandlung (i.p. 6x Uber 2 Wochen) - verbesserte Herzfunktion (LVEDP,
FS%, LV dP/dt)

Abkirzungen: CEPO, carbamyliertes Erythropoietin; COX-2, Cysggenase-2; Dox, Doxorubicin; EDV,
enddiastolisches Ventrikelvolumen; EF, Auswurfffakt ESV, endsystolisches Ventrikelvolumen; FS, Ver-
kirzungsfraktion; I/R, Ischamie/Reperfusion; LARft anterior descending artenyl. DH, Lactatdehydro-
genase; LVEDP, linksventrikularer enddiastolisch@muck; LVIDd linksventrikuldrer enddiastolischer

Durchmesser; MI, Myokardinfarkt.
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Die in Tabelle 2 zusammengefassten Ergebnisse wdicten, dass in allen
Schadigungsmodellen durch ESA die Herzfunktion @sskrt werden konnte. Dies ist vor
allem darauf zurlckzufihren, dass apoptotische imfldmmatorische Prozesse sowie
fibrotische Veranderungen des Herzmuskels deuthiatimiert wurden. Obwohl da&po
Gen im adulten gesunden Herzen nicht exprimierdwscheint interessanterweise in
Infarktarealen des Myokards sowie in Hypoxie-koioditerten murinen Herzen d&po
Silencing aufgehoben zu sein, dapo mRNA beziehungsweise Epo Protein in diesen
Schadigungsmodellen detektiert werden kofhté® Dies konnte auf eine autokrine
und/oder parakrine Funktion vom endogenen Epo hseme

Unser heutiges Verstandnis der molekularen Gruedlader Kardioprotektion
durch rEpo ist in Abbildung 3 zusammengefasst. Eiratrale Rolle spielt dabei die
endothelial nitric oxide synthageNOS). Durch Stimulation der Kardiomyozyten niipo
wird die eNOSExpression durch AP-lativator proteinl) gesteigert, wahrend gleich-
zeitig das Enzym durch Phosphorylierung aktiviemdwDas durch die eNOS gebildete
Stickstoffmonoxid vermindert zum einen oxidativeineSs durch Inhibition der NADPH-
Oxidase, zum anderen induziert es antiapoptotiBcheesse durch Inhibition der Caspase-
3/Caspase-8 Aktivierung und Modulation decl-2-Expressiort* °* Zudem verhindert
Stickstoffmonoxid die Infiltration von Leukozytens Myokard®™' °* Ein weiterer Prozess,
der die Inflammation reduziert, ist die STAT3/5 wdttelte Repression der Gene fur die
proinflammatorischen Zytokin€NF-, IL-6 und IL-14.2" & Weiterhin scheint der Trans-
kriptionsfaktor Gata4 eine zentrale Rolle zu spieleEpo induziert die Gata4-
Phosphorylierung, was zu einer erhéhten Expressinbcl-2 fiihrt®* % Im Gegensatz
dazu hebt die Uberexpression einer dominant-negatiorm von Gata4 (dnGata4) in
Kardiomyozyten die kardioprotektiven Effekte vonptE auf’® Weitere durch Gata4
regulierte Gene, die im Rahmen der Kardioprotektiarch rEpo eine Rolle spielen, sind
bel-x(L) undVegf*®°

Neben der akuten Kardioprotektion ist rEpo auchdime Gefal3neubildung und
damit fur ein verbessertaemodelling des geschadigten Herzens relevant. Es wurde
gezeigt, dass rEpo die Anzahl der zirkulierendiedothelial progenitor cell€EPCs) sowie
deren Proliferation, Migration und Fahigkeit zurh&sion in neu gebildeten Blutgefalen
erhoht, wahrend es gleichzeitig proapoptotischedse hemmt. 2%
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Abbildung 3. Schematische Darstellung molekularer Mchanismen, die durch rEpo ausgeldst werden
und zur Kardioprotektion filhren. Zentrale Rollen spielen die Phosphorylierung dem3kriptionsfaktors
Gata4, welcher die Genexpression der antiapoplaisd-aktorerbcl-2 und bcl-x sowie des Wachstums-

faktorsVegfpositiv beieinflusst (+) und die endotheliale Ngnghase (eNOS).

Ein wichtiges Schadigungsmodell, welches auch im wderliegenden Arbeit
verwendet wurde, ist die Doxorubicin-induzierte #iamyopathie. Doxorubicin, ein
Anthrazyklin-Derivat, ist ein Chemotherapeutikunr Zehandlung von Leukdmien und
soliden Tumoren. Die klinische Anwendung ist allegs oftmals durch kardiotoxische
Effekte limitiert’*® **Eine Kardiomyopathie ist insbesondere durch diggkterung der
Ventrikel und eine daraus resultierende globalezidsuffizienz gekennzeichnet. Die
Pathomechanismen der Doxorubicin-induzierten Kangimpathie sind nur teilweise ver-
standen. Einige Studien zeigen, dass eine Stérengadrenergen Regulation, Calcium-

iiberschuss in den Zellen sowie reaktive Sauergetfes (ROS) daran beteiligt sittd:**°
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Zudem triggern oxidativer Stress und die Abnahme elelogenen Antioxidantien die
intrinsische, Mitochondrien-abhangige Apoptd¥e!! Ferner wird in priméren Kardio-
myozyten der Ratte durch Doxorubicin die Caspaakt®iert; eine Depletion der Histon-
acetyltransferase p300 fithrt zur Akkumulation desn®rsuppressors p5% ' Ein
zentraler Aspekt ist die Depletion des Transkrimgiaktors Gata4, welche auf RNA- als
auch auf Proteinebene gezeigt wute’* Da Gata4 ein positiver Regulator wichtiger
kardialer Gene ist, beispielsweise fur die sark@meProteinea-MHC (myosin heavy
chain) und Troponin |, resultiert dies in einer vermirtda Kontraktilitit des
Herzmuskel§! AuRerdem wird durch den Gata4 Mangel die Expressiber
antiapoptotischen Gerel-2 undbcl-x(L) supprimiert? %4

Im Kontext einer Kardioprotektion durch rEpo istdeatsam, dass durch Doxorubi-
cin-Behandlung die EpoR Proteinlevel im Myokarduziért werderi’ Interessanterweise
kann durch eine Applikation von rEpo sowohl die Dabicin-vermittelte Gata4d
Depletion, als auch der EpoR Abbau aufgehoben wéfde

Trotz zahlreicher tierexperimenteller Studien, eleine Gewebeprotektion durch
rEpo zeigen, sind die ersten klinischen Studien Kardioprotektion durch rEpo bei
Patienten mit Myokardinfarkten eher enttauschefid:®In zwei Studien blieben bei einer
einmaligen Gabe von Darbepoietini300 g i.v.) beziehungsweise Epoieiirt40.000 U
i.v.) signifikant positive Effekte aus> *®Allerdings wurde in der DarbepoietinGruppe
eine erhéhte Anzahl von EPC’s im Blut gemed3®&im Gegensatz dazu konnte in einer
weiteren Studie durch eine dreimalige Gabe von r8po 30.000 U i.v.) die Infarktgrol3e
signifikant reduziert werdett’ In allen Studien zur Kardioprotektion wurde die
Applikation von Epo oder den Epo-Derivaten gut rsgen. Allerdings sind andere
Studien, die eine Haufung von kardiovaskularen Kidtaponen zeigten, zu bertck-
sichtigen. Bei Patienten mit Diabetes, Niereningighz und Andmie hat Darbepoietin-
keinen Benefit erbracht (maximal 600 pg monatlick.,i Dosis abhéngig vom
Hamoglobinlevel):*” In der aktuellsten Studie wurde bei Schlaganfatighten neben rt-
PA (recombinant tissue-type plasminogen activatbochdosiertes rEpo zur Neuro-
protektion eingesetzt (3 x 40.000 U i.\*.Wahrend bei Patienten, welche entweder nur
rEpo oder rt-PA erhielten, ein Benefit zu beobachtar, stieg in jener Patientengruppe,
welche rEpo und rt-PA in Kombination erhielt, dieoialitat infolge von Hirnblutungen,

Hirnédemen und Thrombosen signifikant'ah.
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Experimentelle Studien weisen darauf hin, dass Kenplikationen in den
klinischen Studien moglicherweise auf geschadigteldihelien zurtckzufuhren sind.
Beispielsweise wird Thromboplastin in der extrazéllen Matrix von Endothelzellen
durch rEpo verstarkt exprimiert, was zu einer gréieHaftung der Thrombozyten an
vorgeschadigten Endothelien fiifif.Zudem stimuliert rEpo die Bildung einBieointima
(verdickte Endothelschicht im Gefal3) und fuhrt soStenosen in einer vorgeschadigten
CarotisArterie}?° Beide Faktoren kénnten zu einer erhdhten Throngefabr fithren.
Die klinischen Studien zeigen, dass den Grundlagen EpoR Biologie in nicht-
hamatopoietischen Zellen fur die Gewebeprotektioncll rEpo eine essentielle Rolle

zukommt.

1.1.4. Regulation de&€poR Gens unter Nomoxie

DasEpoRGen ist eirsingle-copyGen und liegt beim Menschen auf dem proximalen Arm
vom Chromosom 19 (NCBAccessionNG_021395), bei der Maus auf dem proximalen
Arm vom Chromosom 9 (NCBAccessionNC_000075). Beide sind mit einer Lange von 5
(murin) bis 6.5 kb (human) relativ kurze Gene, alis 8 Exons bestehéas humane und
murine Gen sind zu 81.6% homolog. Wahrend in ddRé&jion die Homologie nach dem
Stoppcodon endet, ist der Promotorbereich bis @a.pupstreamdes ATG-Startcodons
in Saugern stark konserviert. Dieser Promotorbbret in hamatopoietischen Zellen fir
eine basal&poR Transkription essentiell und wurde als ,minimaRFromotor* definiert:
Abbildung 4 stellt schematisch einen Teil des memiEpoR Genlocus sowie einen

Ausschnitt aus dem minimalen Promotor dar.
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Abbildung 4. Der Promotorbereich des murinenEpoR Gens.Die Transkriptionsstartstelle ist mit einem
Pfeil, die 5° UTR g(ntranslated regiop mit einer weiRen Box und Exon 1 mit einer schwarBox
dargestellt. Die Enhancer und Inhibitor Elementerden von Youssouffiaret al und Heberleiret al
identifiziert> *® Der untere Teil der Abbildung stellt einen Aussthaus dem minimalen Promotor mit
proximalem CACCC-Element, GATA-Bindungstelle und B6x dar. Die Abbildung wurde nach

Youssoufiaret al. modifiziert®

Der minimale Promotor enthalt essentielle Bindéstefiir verschiedene Transkrip-
tionsfaktoren: drei CACCC-Motive, eine GATA-Box siweine GC-Box: 2% 1%
Auffallig ist, dass sich im gesamten Promotorbdrdieine TATA-Box oder CAAT-Box
befinden® Diese beiden klassischen Konsensus-Sequenzerersgial Promotor vieler
Gene eine Rolle beim Aufbau des Transkriptionstiihskomplexes. So bindet zum
Beispiel an die TATA-Box TBPTATA binding proteiy ein mit dem Transkriptionsfaktor
Il D (TFIID) assoziiertes Protein. In Ubereinstimngumit dem Fehlen der TATA-Box
konnte auch keine direkte Bindung von TFIID an dgwoR Promotor nachgewiesen
werden*?!

Die transkriptionelle Regulation deBpoR Gens wurde zunachst sowohl in
humanen als auch in murinen hdmatopoietischenrZeharakterisiert. Der Promotor wird
in hamatopoietischen Zellen durch Bindung des utiigexprimierten Spl an die GC-Box
und Bindung des Transkriptionsfaktors Gatal an @&TA-Box aktiviert.”: 2% 123
Interessanterweise wird in frithen hamatopoietiscVieriauferzellen durch die Aktivier-
ung des EpoR ein positiver Ruckkopplungsmechanismdisziert: der h&dmatopoietische
Transkriptionsfaktor Gatal wird durch Phosphorylier aktiviert, wodurch nicht nur die

Expression voiGatal, sondern auch die d&poRverstarkt wird” 1%
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Gatal gehort zur Familie der Gata-Transkriptionsfiadn, welche sich durch die
Bindung an die gemeinsame namensgebende Konseegqusi&z (A/T)GATA(A/G)
auszeichnet und sowohl in Invertebraten als auctWeriebraten hochgradig konserviert
ist.1** Auf Gata-Transkriptionsfaktoren soll im Folgend®th naher eingegangen werden.

Spl 6pecificity protein Y ist ein ubiquitdr exprimierter Transkriptionsfakt der
sich durch das Vorhandensein von drei aufeinantgnfaen klassischen GCyslis,
Zinkfingern und einer BTD(buttonheagtBox (Cys-X-Cys-Pro-X-Cys, X steht fur eine
beliebige Aminos&ure) im N-Terminus auszeichHfet:**Bislang wurden 8 weitere Trans-
kriptionsfaktoren aus dieser Familie identifizi€Bp2-Sp9), wobei nur Spl als Aktivator
desEpoRGens bekannt ist® Ferner wurde kiirzlich die transkriptionell akti8gleiR-Va-
riante deswilms™ tumor suppressoM/t1(-KTS) als positiver Regulator d&poR Gens
identifiziert, der in sehr frihen hamatopoietisctzilen (CD117+) die Transaktivierung
durch Bindung an die GC-Box vermittéft: 12

CACCC-Motive kommen haufig im proximalen Promota@nvHamoglobin- und
anderen erythroid-spezifischen Genen vor und simistnmit GATA- und GC-Boxen
assoziiert?® Der humaneéEpoR Promotor besitzt insgesamt fiinf CACCC-Motive, vhelc
in der distalen 5° Region des Promotors liegenderén Deletionen kaum einen Effekt auf
die Promotoraktivitat habe™ ** Der murine Promotor deSpoRGens besitzt innerhalb
des minimalen Promotors nur drei CACCC-Motive, wiobas am weitesten proximal
liegende CACCC-Motiv (Abbildung 4) in hamatopoietien Zellen signifikant zur
Promotoraktivitat beitragt. Transkriptionsfaktoren der Sp und KLFkrijppel-like factoy
Familien interagieren mit solchen CACCC-Boxéh.*** *!Die Proteine der KLF-Trans-
kriptionsfaktoren zeichnen sich durch 3 konserei@ys-His, Zinkfinger aus?® 3!

Darlber hinaus befinden sich im Promotor und inteeréntron des murineBpoR
Gens zwei weitere Enhancer- und ein Inhibitor-Elem@bbildung 4) ® ° Beide
Enhancer wurden als DNasel hypersensitive Berai#mifiziert™> *?Der distal gelegene
Enhancer weist in MEL-Zellen (erythroide Vorlaufelien im Stadium der CFU-E) eine
mehr als doppelt so hohe Aktivitat auf wie in fridre hamatopoietischen Vorlauferzellen
(BFU-E), was auf eine linien- und entwicklungsaldige Regulation deSpoRPromotors
hinweist™ °® Der Enhancer im ersten Intron dEpOR Gens zeigt ebenfalls in hamato-
poietischen Zellen eine vielfach hohere Aktivitdd a nicht-hamatopoietischen Zellen,
beispielsweise Hela-Zellen oder 3T3-FibroblasténMittels Reportergenanalysen in

hamatopoietischen Zellen wurde iEpoR Promotor das Inhibitor-Element mit alterna-
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tivem Transkriptionsstart identifiziert. Es wird gialiert, dass die Inhibition Gber eine
transkriptionelle Interferenz vermittelt wifd.

Die transkriptionelle Regulation déspoR Gens wurde nicht nur in hamatopoie-
tischen, sondern auch in unterschiedlichen neueonZklllinien untersucht. Wahrend in
humanen neuronalen Teratomzellen (NT2-Zellen) GATA8 Spl als Aktivatoren inter-
agieren, fiihrten eine Uberexpression von GATAZ)d&r -4 oder eine siRNA gegen diese
Faktoren in undifferenzierten humanen Neuroblastlez (SH-SY5Y) zu keiner
Anderung derEpoR mRNA-Level?* 33 Interessanterweise scheinen auch epigenetische
Mechanismen die Aktivitat des humanEpoR Promotor zu beeinflussen. Wéahrend die
meisten CpG-Motive in der Promotorregion -600 bii9 (relativ zum Transkriptions-
start) in den SH-SY5Y Zellen unmethyliert waremdsdiese Motive in Gewebeproben des
adulten humanen Gehirns methyliert. Durch Demetinytig der DNA konnte in SH-
SY5Y Zellen dieEpoRExpression signifikant gesteigert werdéh.

1.1.5. Regulation de&€poR Gens unter Hypoxie

Eine Stimulation derfEpoR Expression unter Hypoxie wurde in verschiedenetiede
beziehungsweise Organsystemen nachgewiesen. Bsigpige konnte die Expression der
EpoR mMRNA in endothelialen Vorlauferzellen und im adiftenzierten Endothel, in
primaren Neuronen sowie in der NeuroblastomzedlliSH-SY5Y, aber auch in anderen
Tumorzelllinien durch Hypoxie gesteigert werdén'****” AuRerdem wurde bei Ratten
unter Hypoxie ein Anstieg détpoRExpression inGlomus caroticumeiner Ansammliung
von Chemorezeptoren an dearotis, nachgewiesett® Die Mechanismen der hypoxischen

Induktion de€EpoRGens sind bislang nicht identifiziert worden.

1.2. Regulation desiypoxia inducible factor(HIF)

Ein zentraler Regulator fur die Anpassung von Zellmd Geweben an hypoxische Be-
dingungen, wie sie beispielsweise wahrend eineskisiybnfarkts oder im Schadigungs-
modell der Ischamie/Reperfusion vorkommen, ist @eanskriptionsfaktorkomplex HIF
(hypoxia inducible factgr HIF induziert unter Hypoxie die Expression vomrhm als 70
Gener® Zu diesen gehdren ddSpo Gen sowie die Gene zahlreicher glykolytischer
Enzyme, Glukosetransporter und von Wachstumsfaktaie Vegf® **'*! Abbildung 5
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fasst grundlegende Mechanismen der Regulation vénurter Normoxie und Hypoxie

Zusammen.

Zytoplasma
Hypoxie —] FI;lI_IHD
pVHL
Normoxie
OH !
@ Hydroxylierung Ubiquitinierung  proteosomaler
" @ "~ Abbau
Hypoxie Nukleus
@ HIF
@ i £ Erythropoiese
I\T —> Transkription—» Angiopoiese
HRE Metabolismus

Zielgene

Abbildung 5. Darstellung grundlegender Mechanismerder posttranslationalen Regulation von HIF
(hypoxia inducible factoy unter Normoxie und Hypoxie. Unter normoxischen Bedingungen wird HIF
durch PHD prolyl-4-hydroxylase domain-containing protginnd FIH €actor inhibiting HIF) hydroxyliert
und durch pVHL (Von-Hippel-Lindau) fur den proteosalen Abbau markiert. Unter Hypoxie werden PHD
und FIH gehemmt, HIi& wird in den Nukleus transportiert und bildet zusaen mit HIF das

transkriptionell aktive HIF, welches an das HRggoxia response elemgites Zielgens bindet.

Die transkriptionell aktive Form von HIF bestehsainer konstitutiv exprimierten
B-Untereinheit sowie einex-Untereinheit (HIF-&, HIF-20. oder HIF-31), welche haupt-
sachlich auf Proteinebene durch Sauerstoff requéd. Die Gene fur beide Unterein-
heiten werden fortlaufend transkribiert und tratista Unter Normoxie wird die-Unter-
einheit an zwei spezifischen Prolylresten durchiyftrgdroxylasen Prolyl-4-hydroxylase
domain-containing proteind®HD1, PHD2, PHD3 oder PHD4), und an einem Asgdezgly
durch eine Aspargylhydroxylase (FIHactor inhibiting HIF) hydroxyliert****” Diese
spezifischen Hydroxylierungen werden vom Tumorsapgor Von-Hippel-Lindau
(pVHL) erkannt, welches die-Untereinheit ubiquitiniert und somit fiir den prosemalen

Abbau markiert****°Beij einem ausreichenden Sauerstoffangebot widesd\ufbau des
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vollstandigen HIF-Komplexes aus den beiden Untéigten verhindert. Wie in Abbildung

5 dargestellt, bleibt unter hypoxischen Bedingunden Hydroxylierung an den Prolyl-
und Aspargylresten aus. DieUntereinheit von HIF wird damit stabilisiert unéedrans-
kriptionell aktive Form von HIF kann ausgebildetrden. Uber diesen Mechanismus ist
die Zelle sehr schnell in der Lage auf Hypoxie gagieren und Gene zu aktivieren, welche
zur Anpassung an die reduzierte Sauerstoffversgrguiorderlich sind.

HIF-Transkriptionsfaktorkomplexe vermitteln ihre thktat Gber die Bindung an
das HRE fiypoxia response elemgftDieses aus deCore-Sequenz CGTG und weiteren
flankierenden Basen bestehende DNA-Element istobildung 6 dargestellt.

el al ol al e

L [,
o N
= Vo A

Prozent (%)

Nukleotid-Position

Abbildung 6. Konsensus-Sequenz des HREhypoxia response elementsRelative Haufigkeit (%) der
Nukleotide in 108 bekannten HRE-Motiven. Blau hildgte Boxen kennzeichnen Basen, welche mit der

HIFa-Untereinheit interagieren. Die Abbildung wurde wtengeret al.iibernommen und modifiziett.

Das Vorhandensein des HREBre-Motivs ist zwar fir eine transkriptionelle
Aktivierung der Zielgene unter Hypoxie notwendigdpch nicht ausreichend. Meist
befinden sich DNA-Bindungsmotive fur andere Tramsionsfaktoren in unmittelbarer
Né&he des HRE. Diese Faktoren sind oft nicht durgpddie induzierbar, amplifizieren
aber die Hypoxie-Antworl. Hypoxia responseElemente kénnen in Promotoren (zum
Beispiel beiWtl), in intronischen BereicherAfgiopoietir), oder 3~ des Polyadenylier-

ungssignals ihrer Zielgene lokalisiert sefip¢).*>**>°
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1.3. Gata-Transkriptionsfaktoren

1.3.1. Charakteristika der Gata-Transkriptionsfaktoren

Gata-Transkriptionsfaktoren stellen bei Vertebragare Gruppe von sechs verschiedenen
Proteinen dar, die eine zentrale Rolle bei deriferation und Differenzierung von Zellen
spielen™® Die Proteine dieser Familie von Transkriptionsfe&h sind ca. 50 kDa grof3
und zeichnen sich durch zwei hochkonservierte Zingidrmotive aus. Der C-terminale
Zinkfinger bildet zusammen mit einer benachbarark basischen Region die DNA-
Bindungsdoméne, welche an die Konsensus-Sequed3GATA(A/G) in den regulato-
rischen Elementen der Zielgene bintfét.

In Saugern unterscheidet man die Gata-Transkrighdmoren unter anderem
aufgrund ihres Expressionsmusters: Gatal, Gata2Gatd3 werden als ,hdmatopoie-
tische* Gata-Transkriptionsfaktoren bezeichnet simdl in die Proliferation und Differen-
zierung von erythroiden und myeloiden Zellen sowidHelferzellen involviert>"**°
Gata4, Gata5 und Gata6 hingegen bilden eine Gruppdranskriptionsfaktoren, welche
hauptsachlich in Geweben meso- oder endodermalsprivrgs exprimiert werden und

dort eine wichtige entwicklungsbiologische Rolléeggn %%

1.3.2. Gata-Transkriptionsfaktoren im Herzen

Die Expression von Gata-Transkriptionsfaktorenessentiell fir die normale Herzent-
wicklung und die Aufrechterhaltung der zellularendufunktionellen Integritéat adulter
Kardiomyozyten. Die entwicklungsabhangigen Exprassnuster der Transkriptionsfak-
toren Gata4, Gata5 und Gata6 im Herzen sind inlleeBeusammengefasst.

Wahrend Gata4 und Gata6 bei der Entwicklung des Herzens ein ahnliches
Expressionsmuster aufweisen und auch im adulten Myd Endokard exprimiert werden,
ist die Expression vofsata5ab E12.5 auf das atriale Endokard beschrankt amd km
Verlauf der Entwicklung nicht mehr nachgewiesendeer Eine homozygote Deletion von
Gata5 (Gata5') ist im Gegensatz zu Mausmutanten mit homozygbteletionen anderer
Gata-Transkriptionsfaktoren nicht letdf. Mausmutanten mit homozygot&ata4 oder
Gata6 Deletion Gatad” beziehungsweis&ata6") versterben aufgrund schwerer Fehl-
bildungen, welche unter anderem durch eine gesBifferenzierung kardiovaskularer
Strukturen in friihen Embryonalstadien bedingt $fid®” Im Vergleich zu Gata5 und
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Gatab6 ist Gata4 der dominierende Transkriptionsfakt Kardiomyozyten aller Entwick-

lungsstadier®®

Tabelle 3.Expression von Gata4, Gata5 und Gata6 wahrend el@eHtwicklung bei der Maus

Transkrip-
tionsfaktor

Nachweismethode

Expression

Gata42, 169, 17

In-situ Hybridisierung,
Immunhistochemie

E7.0-7.5: in zoelomischen Epithelzellen

E8.0: im Endo- und Myokard sowie im prékardialen
Mesoderm wéhrend der Bildung deszischlauchs

E9.0: wahrend der Septierung in den Vorhéfen und
Ventrikeln sowie deSeptum transversum

In spéten fetalen Entwicklungsstadien, postnatal, dult:
im Epi-, Myo- und Endokard

Gatas'®

In-situ Hybridisierung

E7.0: im prékardialen Mesoderm
E9.5: in den Vorhodfen und Ventrikeln
E12.5: im atrialen Endokard

In spéten fetalen Entwicklungsstadien, postnatal, dult:
keine Expression

Gata6162, 17-174

In-situ Hybridisierung,
Northern Blot,
RNaseprotection
analysis,
Immunhistochemie

E7.0: embryonales Mesoderrmprimitive streal

E9.5: wahrend der Septierung in den Vorhofen und
in Ventrikeln sowie deSeptum transversum

In spéten fetalen Entwicklungsstadien, postnatal, dult:
im Myo- und Endokard

Hinweise fur die funktionelle Relevanz von Gatadhveid der Herzentwicklung

lieferten in vitro Studien mit der pluripotenten, embryonalen Karmaelllinie P19, in

welcher DMSO (Dimethylsulfoxid) die kardiale Diffamzierung induziert. Durch einen

Gata4 knockdownkonnte in DMSO-behandelten Zellen keine termiraiferenzierung

erreicht werden. Die prakardialen Zellen wurden papiisch, wéahrend eine Gata4

Uberexpression zu einer signifikant erhdhten Anzaiddifferenzierter, kontrahierender

Kardiomyozyten fiihrté” *"°Ferner belegen zahlreichevivo Studien die Bedeutung von

Gata4 fir die Herzentwicklun§®> %% 7% 177183 ansgene Mause mit einer homozygoten

Deletion desGata4Gens Gata4”) weisen schwerwiegende Fehlbildungen auf und sterb
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in utero zwischen den Entwicklungsstadien E7.0 und E1%:5°° Deren Phanotyp einer
cardia bifida resultiert aus der fehlenden Fusion der bilatenagelegten Endokard-
schlauche. Obwohl inGata4~ Embryonen mittelsin situ Hybridisierung kardiale
Markergene wier-MHC, MLC1A (myosin light chainund ANP (atrial natriuretic peptidég
nachgewiesen werden kénnen, bleibt eine KontrakdienZellen aus®® Die Embryonen
der transgenen Mause zeigen jedoch eine gestel@atéd Expression, weshalb diskutiert
wurde, dass Gata6 den Ausfall von Gata4 zumineésidise kompensieren kanff.

Um die Letalitat in frithen Embryonalstadien v@atad™ Mausen zu umgehen,
wurden mittelsCre-Lox Rekombination konditionell&ata4 knockoutM&use generieff?
Gata4 wurde dabei entweder zu einem frihen Zeitpunkt.JE@urch eineNkx2.5
Promotor-induzierte Cre-Rekombinase4l'™), oder zu einem spéateren Zeitpunkt (E11.5)
durch einea-MHC Promotor-induzierte Cre-Rekombinasg4y'“) deletiert. G4 und
G4"“ Mausmutanten waren in den Entwicklungsstadien Eteziehungsweise E14.5
letal und zeigten eine gestérte Herzentwicklung.hwid die frihe Deletion de®4™¢
Mutante zu einer Verdinnung des Mykards und eingrodlasie des rechten Ventrikels
fuhrte, fiel in den Embryonen d&4“° Linie neben einer verringerten Proliferation der
Kardiomyozyten eine Fehlbildung des rechten Ventsilauf. Zudem resultierte die spate
Deletion deszata4Gens in einem dinneren Myokard.

Um die Rolle von Gata4 im adulten Herzen zu charaeren, wurden mittels
Cre-LoxRekombination zwei weitere konditionelle Mausmtganentwickelt, die bis ins
Erwachsenenalter tberleben. DieMHC oder a-MHC Promotor-gesteuerte@re-trans-
genen Tiere Gatadfl/ffF"MHC"™ und Gata4fl/fF™< " weisen eine herzspezifische Gata4
Depletion auf 5% beziehungsweise 30% des normatadGProteingehalts atff Inter-
essanterweise zeigen die adulteBata4fl/ffM"cc"® Mause, jedoch nicht die
Gata4fl/ff™M"C" Tiere, unter Normalbedingungen eine progressivisstgechterung der
Herzfunktion, welche zu einer dilatativen Kardiorpgthie fihrt. Gata4 hat demzufolge
einen dosisabhéngigen Effekt. In beiden transgddaien ist eine kompensatorische
Myokardhypertrophie nach erhohter Druckbelastungs delerzmuskels deutlich
eingeschrankt.

Beim Menschen sinGATA4Haploinsuffizienzen odeBATA4Mutationen, welche
eine gestorte Interaktion mit GATA4-Kofaktoren zEplge haben, mit angeborenen
Herzfehlern assoziiert (vor allem Fallot-Tetralggi®orhof- und Ventrikel-Septum-
defekte)t®3180
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1.3.3. Proteinstruktur und Regulation von Gata4
Das murine Gata4 Protein ist 440 Aminosauren |&ddpildung 7 zeigt ein Schema der

Proteinstruktur.

MAPK PKA
| |
= <
o )
2] Vo 20N
Wl BN S \[* N
N o o N INLS @ g
- < 2\ R 3 S
— o\ N AN
A4 A4

N-terminaler C-terminaler

Transkriptionelle Zn-Finger  Zn-Finger

Aktivierung

Transkriptionelle
Aktivierung (?)

Abbildung 7. Schema der Proteinstruktur des murinenGata4. Transkriptionelle Aktivierungsdomanen
sind rot, Zinkfinger (Zn)-Motive blau, und das Khkalisations-Signal (NLS,nuclear localization
sequencegrin markiert. Nummern geben die Position der doséuren wieder. Ser-105 und Ser-261 sind
Phosphorylierungsstellen fir MAPKn{togen-activated protein kinagdszw. PKA frotein kinaseA). Die

Abbildung wurde nach Pikkaraine al. modifiziert?

Zentraler Bestandteil des Gata4 Proteins sind daei zhochkonservierten
Zinkfinger. Der N-terminale Zinkfinger ist selbsicht in der Lage DNA zu binden,
beeinflusst aber die Stabilitat und Spezifitat @A-Bindung®” '®8 Der C-terminale
Zinkfinger bildet zusammen mit der angrenzendemkstmsischen Region die DNA-
Bindungsdoméne. Diese Domane ist bei den dreim&htatopoietischen Gata-Transkrip-
tionsfaktoren zu 90% homold§® Beide Zinkfinger interagieren mit Kofaktoren. In
Deletionsanalysen wurden drei weitere Elementetifilaert: zwei separate Aktivierungs-
doméanen im N-Terminus und in der C-terminalen leh®is Region eine Sequenz, welche
den Transport in den Nukleus vermitt&ft Die beiden N-terminalen Aktivierungsdoménen
sind teilweise auch im Gata5 und Gata6 konseriért®® 1%

Die vielfaltigen Aufgaben von Gata4 erfordern soilvabf transkriptioneller als
auch auf posttranskriptioneller Ebene ein kompleseggulatorisches Netzwerk. Einige
Studien zeigen, dass Retinsaure (RA) die ExpressiaiGata4induziert'****? Transgene

Mé&use mit einer homozygoten Deletion des RetinsRezeptorRXR: (RXR:") weisen
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im Vergleich zum Wildtyp im Myokard verringerte @dt Level auf®® Da die Gata6”
Mausmutanten ebenfalls verminderte Gata4 Level eiskn, wirkt Gata6 offensichtlich
als positiver Regulator de3ata4 Gens'®’ Gata4 und Gata6 scheinen einer gegenseitigen
Regulation zu unterliegen, denn auch Gata4 deteidfausmutanten zeigen eine erhohte
Gata6 Expression im Myokard> 1% 1%¥pjeses Phanomen kénnte durch GATA-Motive
im Promotor deSata4undGata6Gens vermittelt werdef?: ¢

Posttranslationale Modifizierungen von Gatad4 edalgiber Phosphorylierung,
Acetylierung oder Sumoylierung, welche die DNA-Bimgsaktivitat, das Potential zur
Transaktivierung und die Lokalisation des Protemsler Zelle beeinflussen. Phosphory-
lierung spielt in Kardiomyozyten eine wichtige RollFaktoren, die eine Myokardhyper-
trophie induzieren, beispielsweise eine erhéhtecklvalastung des Herzenspproterenol
(ISO), phenylephring(PE), Endothelin-1 (Et-1), Angiotensin Il (Angll)nd hepatocyte
growth factor (HGF), triggern die Phosphorylierung des Gatadtdme®® °7?°? Eine
zentrale Phosphorylierungsstelle im murinen Gagadie Aminosaure Serin 105 (Ser-105,
Abbildung 7). Diese ist fur die transkriptionell&k#vierung essentiell. Obwohl sie nicht in
der DNA-Bindungsdoméne liegt, fuhrt eine Mutatiamr Abnahme der DNA-Bindungs-
aktivitat von Gata4®® Es wird postuliert, dass die Phosphorylierung arirBest 105 zu
einer gréReren Stabilitat des Proteins innerhattzede fiihrt?® Zu den Kinasen, welche
die spezifische Ser-105 Phosphorylierung katalgsiegehéren ERK und p38 MAPR®
205 208 pje GTPase RhoA wurde als Vermittler der Ser-10Bo$phorylierung
identifiziert?®> Weiterhin kénnen die Glykogen Synthase KinaBe{GSK-3B), welche
Uber Akt negativ reguliert wird, und Gata4 miteidaninteragieren. Wird Gata4 durch die
GSK-3 an der N-terminalen Doméne phosphoryliert, fuhesdzu einer verminderten
Expression von Gatad Zielgenen, da Gatad4 durchneleportin Crml-vermittelten
Transport aus dem Nukleus ins Zytoplasma geld#igDer Serinrest 261 (Ser-261,
Abbildung 7) wurde in gonadalen Zellen als Phosplenungstarget der Proteinkinase A
(PKA) identifiziert, was zur Rekrutierung des triangtionellen Koaktivators CBPQREB

protein-binding proteip fiihrt 2%

Als weitere posttranslationale Modifikation von t&&
spielt Acetylierung eine wichtige Rolle. Die Acagrung von Lysinresten wird von der
Histonacetyltransferase p300 katalysiert, eineraréitionspartner von Gata4, welcher mit
Gata4 gemeinsame Zielgene synergistisch aktifi&kVeiterhin scheint die Acetylierung
von Gata4 wahrend hypertropher Wachstumsprozesse Rbplle zu spielen, denn
phenylephrinenduziert in neonatalen Kardiomyozyten eine erh@&60 Expression und

die Acetylierung von Gata®? Auch transgene Mause mit einer herzspezifischen
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ektopischerp300 Expression entwickeln eine Myokard-Hypertrophid erhéhter Gata4
Acetylierung und DNA-Bindungsaktivitd® Im murinen Gata4 wurden 4 Lysinreste
zwischen den Aminosauren 311 und 322 als p300 Aeripgstargets identifizieft
Ferner wird die Aktivitdt von Gata4 durch Sumoylieg verstarkt. Dabei wird der Lysin-
rest 366 durch SUMO-Istnall ubiquitin-like modifiefl) modifiziert?*?

1.3.4. Kardiale Gata4 Zielgene
Die funktionelle Relevanz von Gatad4 wahrend der Eyarbalentwicklung spiegelt sich
auch in den Zielgenen wider. Die Gene vieler Trapsknsfaktoren, welche entwick-
lungsabhangige Expressionsmuster regulieren, sincchd GATA-Motive in ihren
Promotoren gekennzeichnet. Der Promotor Mém2.5zum Beispiel, ein herzspezifischer
Transkriptionsfaktor, der wahrend der frihen Empgmese kardiale Vorlauferzellen
spezifiziert, enthalt zwei funktionelle GATA-Elented*® #'* Auch im Promotor von
dHand (heart- and neural crest derivatives-expressed pmpteefinden sich zwei GATA-
Boxen. Der Transkriptionsfaktor dHand ist fir diet&icklung des rechten Ventrikels
essentielf*® Gata4 reguliert auch Gene fiir sarkomere Proteieezum Beispieb-MHC,
kardiales Troponin C und | sowie diéL.C3 (myosin light chairB)2**%?* Dariiber hinaus
werden auch Gene fUANP, BNP (B-type natriuretic peptideund Corin, ein Enzym,
welches natriuretische Peptide prozessiert, duratadsaktiviert?>?° Weitere kardiale
Gata4 Zielgene sind die Gene fiir' @& Austauscher und fiir den Acetylcholin-Rezeptor
M2.227_229

Das Spektrum der Zielgene belegt die weitlaufigenkionen von Gata4 in aus-
differenzierten adulten Kardiomyozyten. Durch dasitive Regulation voicl-2 undbcl-

x(L) via Gata4 werden zudem antiapoptotische Prozessdardtl®
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1.4. Zielsetzung der Arbeit

Zahlreichein vitro und tierexperimentelle vivo Studien belegen, dass der EpoR fir eine
kardioprotektive Wirkung von rekombinantem Epo @Epssentiell ist. Transkriptionelle
Mechanismen deEpoR Regulation im Herzen sind bisher nicht bekannfgraumd der
kardioprotektiven Effekte von ESAE(ythropoiesis Stimulating Ageftgedoch von
grof3em klinischem Interesse.

Ziel der Arbeit ist es deshalb, die spezifischerekaaren Mechanismen der trans-
kriptionellen Aktivierung de€poR Promotors in Kardiomyozyten zu identifizieren. Des
Weiteren soll die EpoR Expression im medikamentdosen Schéadigungsmodell der
Doxorubicin-induzierten Kardiomyopathie sowie untdrypoxischen Bedingungen

analysiert werden.
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2. Material

2.1. Material und Hersteller

2.1.1. Chemikalien

Nicht aufgefuhrte Chemikalien und Reagenzien wurtber folgende Firmen bezogen:

Becton Dickinson, Sigma, Invitrogen, J.T. Bakern@e Merck oder Roth. Spezielle

Chemikalien sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4.Chemikalien

Produkt

Hersteller

5-Aza-2-Deoxycytidin
BSA (bovine serum albumji0 mg/ml)

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

Distilled Water DNase, RNase Free
dNTP Set (100 mM)
Doxorubicin-Hydrochlorid
ECL Detection Reagents
Herring SpernDNA (10 mg/ml)
K7174 (Gata-Inhibitor)
Lipofectamin™ 2000
L-Mimosin

Oligo(dT)15 Primer (0,pg/ul)
P*YATP

Poly[d(I-C)]

Protein Assay Reagent

RNasirf Ribonuclease Inhibitor (40 W)

Sigma
New England Biolabs

Roche Diagnostics

Invitrogen
Invitrogen
Calbiochem
Pierce
Promega
Kowa, Tokyo, Japan
Invitrogen
Sigma
Promega
MP Biomedicals
Roche
Bio-Rad Laboratories

Promega
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2.1.2. Enzyme

Tabelle 5.Enzyme

Enzym Hersteller
CIAP (1 Uj) Invitrogen
Expand Long Template Polymerase Mix Roche
GoTag™ DNA Polymerase (5 L) Promega
M-MLV Reverse Transkriptase (200 jy Invitrogen
RNaseA (100 mg/ml) Qiagen

Restriktionsenzyme (Bglll, Kpnl, Sall)
T4 DNA Ligase (1 Wdl)

T4 Polynucleotide Kinase (10 )
ZymoTad™ PreMix

New EnglaBblabs
New England Biolabs
New England Biolabs

Zymo Research

2.1.3. Puffer und Lésungen

Tabelle 6.Enzympuffer

Produkt

Hersteller

10x DNA Ligase Buffer
5x First Strand Buffer

5x Green GoTad' Buffer
10x Pol-Mix Buffer 1,2,3
10x NEBuffer 1 - 4

10x T4 Polynucleotide Kinase Reaction Buffer

New England Biolabs
Invitrogen
Promega
Roche
New England Biolabs
Nevgland Biolabs
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Tabelle 7.Zusammensetzung von Standardpuffern

Puffer

Zusammensetzung

1x Ladepuffer (DNA)

0.002% w/v Bromphenol Blue-Xylene Cyanole;
5% v/v Glyzerin

1x PBS 137 mM NacCl; 2.7 mM KCI; 4.3 mM N&lPQ,; 1.2
K.HPO,; pH 7.3

1x TAE 40 mM Tris; 5 mM Natriumacetat; 1 mM EDTA;
pH 8.0

1x TBE 89 mM Tris pH 8.3; 2.5 mM EDTA; 89 mM Borsaure

1x TBS 30 mM TrisHCI pH 7.6; 150 mM NaCl

TBST 1x TBS; 0.1 % v/v Tweét20

TE-Puffer 10 mM Tris; 1 mM EDTA; pH 7.4 oder 8.0

2.1.4. Kommerzielle Assay-Systeme und Kits

Tabelle 8.Kommerzielle Assay-Systeme und Kits

Produkt Hersteller
Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) Assay Upstate
DNeasy Blood & Tissue Kit Qiagen
Dual-Luciferas€ Reporter Assay System Promega
EpiTecf Bisulfite Kit Qiagen
Luciferase Assay System Promega
QlAprep® Spin Midiprep Kit Qiagen
QIAquick® Gel Extraction Kit Qiagen
QIAquick® PCR Purification Kit Qiagen
Silencef siRNA Construction Kit Ambion
QuikChang® XL Site-directed Mutagenesis Kit Stratagene

TagMan Universal PCR Master Mix

Applied Biosystems
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2.1.5. DNA- und Protein-Marker

Tabelle 9.DNA- und Protein-Marker

Produkt Hersteller
1 Kb Plus DNA Ladder Invitrogen
Precision Plus Protein Standards Dual Color Bio-Rad Laboratories

2.1.6. Oligonukleotide
Alle Primer und Oligonukleotide mit Ausnahme deraRé#me PCR Primer wurden
entweder von der Firma TIBMolBiol (www.tib-molbide) oder MWG

(www.eurofinsdna.com) synthetisiert.

2.1.6.1. PCR Primer

Tabelle 10.Primer fur Amplifikation revers transkribierter MR mit Annealing-Temperatur und Produkt-

groie.

Gen Forward Primer ReversePrimer Annealing-  Produkt-
(5-3) (5-3) Temperatur  lange

a-MHC aagtcagagaaggaacgcctaga ttagctggaagatcacccgg 60°C 783 bp
R-Aktin actgctctggctcctagcac acatctgctggaaggtggac 60 °C b 15
EpoR agcccgcgtcactactgacc gtcctgggcatgctcactgce 62 °C 6 bB8
Epo gtacatcttagaggccaagg caggccttgccaaacttcta 60 °C 0 b6
Fog2 gcaagctcagacacagagc ccagctcggacatcttcgc 60 °C p276 b
Gatal gagtccagacctcctgacgc cagtggagtagccgttgctc 60 °C b220
Gata4d gatgggacgggacactacctg acctgctggcgtcttagattt 60 °C 88 bg
Gatab gccaccactttgaaggcaga tcatggacgaggaggtgaag 60 °C 0 bpl6
Gata6 gcacgctttccctactcgce cgagtaggtcgggtgatgg 60 °C bp22
Spl ggatgaagtgacagctgtgg gaagagatgatctgccagcc 60 °C bp318
Vegf ggagactcttcgaggagcactt ggcgatttagcagcagatataagad 60 132 bp
Wil agagccagcctaccatccgce ggctgcctgtgcaactgtca 60 °C b221
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2.1.6.2. TagMar? Gene Expression Assays und Real-time PCR Oligonuddtide

Tabelle 11.Murine TagMafi Gene Expression Assays von Applied Biosystems

Gen

Assay ID

[-Aktin
Erythropoietin receptor

GATA binding protein 4

4352933E
MmO00833882_m1

MmO00484689_m1

Tabelle 12.Murine Epo Real-time Primer und Sonde.

Oligonukleotid

Sequenz (5°- 3")

mEpo FW
mEpo RV

mEpo Sonde

gtactgggagctcagaaggaattg

cagacctctcccgtgtacagc

6FAM-cgcctccagataccaccccacct

2.1.6.3. ChIP-Primer

Tabelle 13.Primer fur den ChlP-Assay mit Annealing-Temperatod ProduktgréiRe.

Promotor Forward Primer

(5°-3)

ReversePrimer Annealing-  Produkt-

Temperatur léange

EpoR tgaccacattagcaaagcca

Gapdh tccteectgttccagagacgg

ccctgagtttgtccatgatg 60 °C bB29

tggaactcacccgttcacacc 60 °C 51 bR
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2.1.6.4. Oligonukleotide zur Herstellung der Repodrgenkonstrukte

Tabelle 14.Primer zur Klonierung der pGL-Reportergenkonstufkir die 5°-flankierende Region oder des
ersten Introns des murindtfpoR Gens aus genomischer DNA bzw. aus bereits vorlagerKonstrukten.

Die artifiziell eingebrachten Restriktionsschnititn sind unterstrichen.

Primer Sequenz (5°- 3") Schnittstelle
mEpoRpro RV1 ccggtacccacctctccttccctttcetctttce Kpnl
mEpoRpro RV2 ccgtcgaccacctctccttccctttcctctttce Sall
mEpoRoro FW ggatcgagtgctaggatttaaactctggtcctc Sall
Al mEpoRoro FW gcggtadgagctatctctccagcccatttgtagce Kpnl
A2 mEpoRpro FW gcggtadgatgtcagcttgggatacactgtctce Kpnl
A3 mEpoRpro FW gcggtacagcaggctggattcacagatgcccggac Kpnl
A4 mEpoRoro FW gcggtacagcaggctggattcacagatgcccggac Kpnl
A5 mEpoRoro FW atggtaaocagcctgcaagctggccccgcecccctg Kpnl
A6 mEpoRoro FW gcggtacagaagctcctggtcagcetgtgtccggea Kpnl
mEpoRIntronl FW gcggtaggtaagaactgtacatgggcaatgctgtg Kpnl
mEpoRIntronl RV gcagatctagaaaaggggatagccatggcggggg Balll

2.1.6.5. Oligonukleotide fir die ortsgerichtete Muagenese

Tabelle 15. Oligonukleotide fir die ortsgerichtete Mutageneder pGL-Reportergenkonstrukte. Die

mutierten Nukleotide sind hervorgehoben.

Mutation Forward Primer (5'- 3") ReversePrimer (5°- 37)
MutGATA gtggctgtagcttactgtccccagcectg caggctggggataggctacagccac
(-53/-50)

mutGC-Box ctgcaagctggdtt ccccectggaagga tccttccagg@@gggccagcttgcag
(-29/-20)

mutCACCC tgctgtctgcctadccctacactggtt aaccagtgtaggtpgggcagacagca
(-124/-116)

mutCACCC attagcaaagedcgaaacaaaactct agagttttgtagtpgctttgctaat
(-151/-146)

mutCACCC ttccactcactadcagttgctagttgt acaactagcaagtptgtgagtggaa
(-340/-336)
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mutNkx2.5 gaaggagctgccacagaagctcctggt accaggagotimtggcagctccttc
(-4/+2)

mutNkx2.5 acaacataagtcgggtccgtgaccaca tgtggtcacggagtgacttatgttgt
(-178/-173)

mutE-Box aaacaccatdgcgtatctgtcacgcta tagcgtgacdgag-actatggtgttt
(-379/-374)

mutYY cttgtccgtgaccattagcaaagccac gtggctttgcttggtcacggacaag
(-162/-160)

mutYY agacggtgaaacestaagtcacttgtc gacaagtgaditagtttcaccgtct
(-185/-183)

mutYY taattgtaaacagaaaadatagaac gtctagagtgttttctgtttacaaatta
(-400/-398;-384/-382)

MutETS gcttgctaggagiggacgggggeggggga  tccececgecgbogacctcctagcaagce
(+874/+876)

mutGC-Box ggaggaggaaggffmggggacacggitg caaccgtgtccasccccttcctectcc
(+883/+889)

mutHRE gggggcggggodt gttggegcetatcgg ccgatagcgccaaegtccceccgeccce
(+893/+896)

MutGATA cacggttggcgarcgggggacagecggg — cccggctgtccaggagegcecaaccgtg
(+905/+908)

MutGATA gcctgcgggaac@ygaggaggecgagitc gaactcggectueggttcccgecaggce
(+937/+940)

2.1.6.6. Oligonukleotide zur Herstellung von siRNAuplexen

Tabelle 16. Oligonukleotide zur Herstellung der siRNA Duplexeit Hilfe des Silencét siRNA
Construction Kits. Die Sequenz der siRNA Duplexehisrvorgehoben, die komplementare Sequenz des T7

Primers ist unterstrichen.

SiRNA Forward Primer (5°- 3") ReversePrimer (5°- 3°)
siScram Aatgtccgttcggttggcagicctgtctc adctgccaaccgaacggaccctgtctc
siGatad Aaggaggggattcaaaccaccctgtctc adctggtttgaatcccctecctgtctc
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2.1.6.7. Oligonukleotide zur Amplifikation von Bisufit-konvertierter DNA

Tabelle 17.0ligonukleotide zur Amplifikation Bisulfit-konveigrter DNA. Das Design der Primer erfolgte

mit Hilfe der MethPrimer-Software (http://www.urageorg/methprimer/index1.html).

Primer Forward Primer (5°- 3") ReversePrimer (5°- 37) Produkt-
lange

BS nEpdPro  tigttitttgttttgattttaggtg ccicttccttaatcctiomata 502 bp

BS_nEpo3” tttgtattggataatagagggttaagg aaaaattcccaaaaieatiz 582 bp

2.1.7. Vektoren

Tabelle 18.Expressions- und Reportergenvektoren

Vektor

Charakteristika

pPcDNA3.1(+)

Expressionsvektor, CMV-Promotor, Neomycin- und
Ampicillin-Resistenz, 5428 bp, Invitrogen

pcDNA3.1(+), mGata4d

mGata4 Expressionsvektor, NMSOS2,
bp 608-1933 in EcoRI kloniert

pcDNA3.1(+), mSpl

mSpl Expressionsvektor, NM_013672
bp 101-2446 in Xhol/EcoRI kloniert

pCMVTag3B/Gata6

mGata6 Expressionsvektor, CMV-Promo c-myc Tag,
Kanamycin-Resistenz,
zur Verfiigung gestellt von Edward E. Morri§8y

pBS/U6-shScram

Expressionsvektor flr scramblethort hairpin  RNA,
pBluescript-Derivat mit U6-Promotor, Ampicillin-Riegenz,
zur Verfiigung gestellt von Grace Gifl

pBS/U6-shSpl-2

Expressionsvektor fir murine Sphort hairpin RNA,
pBluescript-Derivat mit U6-Promotor, Ampicillin-Ristenz,
zur Verfiigung gestellt von Grace Gift

pGL2 basic Promotorloser firefly Luziferasevektor fur Promotorstudien,
Ampicillin-Resistenz, 5598 bp

pGL3 promoter Firefly Luziferasevektor mit SV-40 Promotor fiur Enhancer-
studien, Ampicillin-Resistenz, 5010 bp

phRL-TK Vektor mit synthetischd®enillaLuziferase (hRuc), HSVTK-

Promotor, Ampicillin-Resistenz, 4045 bp
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2.1.8. Antikorper

Tabelle 19.Antikdrper

Antikorper Hersteller

Anti -acetyl-Histone H3rabbit polyclonal 1I9G (Lug/ul) Upstate

B-Actin AC-15 mouse monoclonal IgG Sigma

B-Tubulin (B-7) sc-5286 mouse monoclonal (0.2 pg/ul) Santa Giotechnology

FOG-2 (M-247) sc-10755 rabbit polyclonal IgG (Qug/ul) Santa Cruz Biotechnology
GATA -3 (HG3-31) sc-268x mouse monoclonal (0.2 pg/ul) Samte Biotechnology

GATA -4 (C-20) sc- 1237x goat polyclonal IgG (8/ul) Santa Cruz Biotechnology

GATA -4 (H-112) sc- 9053 rabbit polyclonal 1gG (Qua/ul) Santa Cruz Biotechnology

GATA -4 p[S105] rabbit polyclonal IgG Biosource

GATA-6 (C20) sc-7244 goat polyclonal IgG (0.2 pug/ul) Sdntaz Biotechnology
goatanti-mouse IgGHRP sc-2005 (0.4g/ul) Santa Cruz Biotechnology
goatanti-rabbit IgG HRP sc-2004 (0.4g/ul) Santa Cruz Biotechnology
HIF1a (C-Term)rabbit polyclonal 1I9G Cayman Chemical

Nkx2.5 (A-16) sc-12514x goat polyclonal 1I9G (2 pg/ul) Salruz Biotechnology
p300(C-20) sc-585x rabbit polyclonal 1gG (@)/ul) Santa Cruz Biotechnology
rabbit-anti-goat 1IgG HRP sc-2768 (0.4g/ul) Santa Cruz Biotechnology

RNA-Pol Il (N-20) sc-899 rabbit polyclonal IgG (Op@/ul) Santa Cruz Biotechnology

Smad: (FL-425) sc-8332x rabbit polyclonal 1gG (@/ul) Santa Cruz Biotechnology
Sp1 (PEP2) sc-59 rabbit polyclonal IgG (0.2 bzwudZpl) Santa Cruz Biotechnology
Stat5A (H-134) sc-28685x rabbit polyclonal 1gG (8/ul) Santa Cruz Biotechnology
USF1 (C-20) sc-229 rabbit polyclonal IgG (Qug/ul) Santa Cruz Biotechnology
USFZ (C-20) sc-862 rabbit polyclonal IgG (Qug/ul) Santa Cruz Biotechnology
YY1 (C-20) sc-281 rabbit polyclonal 1gG (Qua/ul) Santa Cruz Biotechnology
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2.1.9. Computerprogramme

Tabelle 20.Computerprogramme

Programm

Hersteller

Chromas 1.45
iCycler 1Q 3.1.7050

Quantity One 4.5.2

Technelysium
Bio-Rad Laboratories

Bio-Rad Laboratories

TRANSFAC® Professional 6.1 acad. Biobase
2.1.10. Geréate
Tabelle 21.Gerate und sonstige Materialen
Gerat/Material Hersteller
Brutschrank B6 Heraeus
COs-Inkubator CB210 mit BO,-Regulierung Binder

Gel Casting System 20 x 20 cm
Gene Flash

Gyro-Rockef STR9

Hoefer Stab Gel Dryer GD2000
Kaltlichtquelle 2500LCD

Lumat LB9501

Magnetriihrer TMC 2072
Mini-PROTEAN Electrophoresis System
PerfectBlue Semi-Dry Elektroblotter
PowerPac 200 und 3000
Schuttelinkubator 3033

SmartSpet’ 3000

Sonifier 150

Stereomikroskop MZSL3

Fisher Scientific
Syngene Bio Imaging
Stuart Scientific
Amersham Biosciences
Leica
Berthold
Schott
Bio-Rad Laborigis
PeglLab Biotealogie GmbH
Bio-Rad Laboratories
GFL
Bio-Rad Laboratories
Branson Ultrasonics

Leica
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Thermocycler T3000
Thermomixer Comfort

UV-Transilluminator FT-28/254 312

Biometra
Eppendorf

Fisher Scientific

Vertical Electrophoresis System 20 x 20 cm Fistetersific
Video Graphic Printer UP-890CE Sony
Zentrifugen 5415D, 5417R und 5810R Eppendorf
2.1.11. Sonstige Materialien
Tabelle 22.Sonstige Materialen
Produkt Hersteller

Amersham Hyperfil" ECL

Autoradiography Cassette

Blotting Paper, 46 x 57 cm, 237 Grade
Chromatography Paper 20 x 20 cm, 3 mm Chr
Intensifying Screen

Kodak BioMax MS Film

MicroSpin™ G-25 Columns

Protrarf Nitrocellulose Membran 0.2 um

GE Healthcare

Fisher Scientific

BioWORLD

Whatmindational

Fisher Scientific

Kodak

Amersham Biosciences

Whatman Internationa

2.2 Bakterien, Zelllinien, Tiere

2.2.1. Bakterien

Zur Klonierung von Plasmid-DNA wurden chemisch katgmte TOP10E.coli

(urspriinglich One ShBtTOP10 von Invitrogen) mit folgendem Genotyp verden F-
mcrA A(mrr-hsdRMS-ncBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(araleu)7697

galU galK rpsL (StrR)endAl nupG.
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Tabelle 23.Nahrmedien fUE.coli

Medium Zusammensetzung
LB-Medium For 1 Liter: 10 g Trypton; 5 g Hefextraktg NacCl
LB-Agar 1 Liter LB-Medium, 15 g Agar

SOC-Medium 2% wi/v Trypton; 0.5% w/v Hefextrakt; &M NaCl; 2.5 mM KCI; 10 mM

MgCl,; 10 mM MgSQ; 20 mM Glukose

2.2.2. Zelllinien

Far allein vitro Studien wurden murine HL-1 Kardiomyozyten verwend®gese Zelllinie

wurde von William Claycomb etabliert und zur Vertiing gestell£

Tabelle 24.Nahrmedien und Substrat-Lésungen fur HL-1 Zellen

Produkt Hersteller
D-MEM + 4500 mg/l Glukose + L-Glutamin-Pyruvat Ihegen
FBS Superior Biochrom
Fibronectinlésung (0.1%, von bovinem Plasma) Sigma
Gelatine Merck
L-Glutamin (200 mM) Biochrom
(+)-Natrium L-Ascorbat Sigma
(x)-Norepinephrine(+)-Bitartrat Sigma
Opti-MEM® | Reduced Serum Medium Invitrogen
Penicillin/Streptomycin (10 mg/ml) Biochrom
TNS Trypsin Inhibitor (0.05%; 0.1% BSA) PromoCell
Trypsin/EDTA Cambrex
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2.2.3. Tiere

C75BL/6 Mause und CD1 Swiss Webster Mause wurdendey Forschungseinrichtung
fur experimentelle Medizin der Charité, Universstaedizin Berlin bezogen. Das Studien-
protokoll fur die Doxorubicin-induzierte Kardiomyaghie wurde vom Landesamt fur
Gesundheit und Soziales (LAGeSo) Berlin genehnmigB (Protokoll Nr. G0224/06). Die
Totung der CD1 Swiss Webster Mause wurde beim LAGaS8 Anzeige gebracht.
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3. Methoden

3.1. Zellkulturtechniken

3.1.1. Kultivierung von myokardialen HL-1 Zellen

HL-1 Zellen wurden in Claycomb Medium bei 37 °C wider Begasung von 5% G@n
Brutschrank inkubiert. Um ein adharentes Wachstungewahrleisten, wurden die HL-1
Zellen in Kulturflaschen, welche tUber Nacht mit 815 Fibronectin beschichtet wurden,
kultiviert. Fur das Passagieren der Zellen wurdesalzunachst mit vorgewarmten (37 °C)
1x PBS gewaschen und anschliel3end mit Trypsin/EDikAbiert. Nach dem tryptischen
Verdau wurde die Reaktion durch Zugabe von TNShiehi, und die Zellen wurden in
vorgewarmtem Waschmedium aufgenommen. Nach 5-ngeiientrifugation bei 500 x g
und Raumtemperatur wurde das Zellpellet in Claycdvidgdium aufgenommen und in

neue, mit Fibronectin beschichtete Kulturflaschefgeteilt.

Claycomb Medium: 10% FBS
100 pg/ml Penicillin/Streptomycin
2 mM L-Glutamin
0.1 mM Adrenalin

Waschmedium: 5% FBS
100 pg/ml Penicillin/Streptomycin

Fibronectin: 2.5 pg/ml Fibronectin in 0.02% Gelati

3.1.2. Einfrieren und Auftauen von HL-1 Zellen

Zum Einfrieren wurden die HL-1 Zellen analog zumss$amieren trypsiniert, in
Waschmedium aufgenommen, zentrifugiert (500 x gqib; RT) und in fetalem Kalber-
serum mit 5% DMSO bei -80 °C in einem IsopropanatiRingefroren (Absenkung der
Temperatur von 1 °C/min). Die langfristige Lageruder Zellen erfolgte in flissigem
Stickstoff.

Die gefrorenen Zellen wurden im Wasserbad bei 3Ziiglg aufgetaut und in ein
Zentrifugenrohrchen mit 10 ml Waschmedium uberfuNi&ch Zentrifugation wurde der
Uberstand abgesaugt, um das DMSO schnellstméglicdnfernen. AnschlieRend wurde
das Pellet in Claycomb Medium resuspendiert und Zikden in eine Fibronectin-

beschichtete Kulturflasche tberfuhrt.
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3.1.3. Transiente Transfektion von Plasmid-DNA in H-1 Zellen

4 — 6 x 10 HL-1 Zellen wurden pro 6-Well ausgesét. 24 h spéterden die Zellen bei
einer Konfluenz von ca. 60% mit dem jeweiligen Rias mittels Lipofectamifi'2000
(Invitrogen) in einem Verhdltnis von 1:2 DNA:Lipafamin in Penicillin/Streptomycin-
freiem Medium transfiziert. 6 Stunden nach der $fektion wurde das Medium
gewechselt. 24 h, 48 h oder 72 h spater wurde@ellen geerntet.

3.1.4. Transfektion von siRNA Duplexen in HL-1 Zekn

2 x 10 HL-1 Zellen wurden pro 12-Well ausgesat. 4 Stunsigiter wurde 0.9 pg/well (63
nM) der jeweiligen siRNA mittels Lipofectamii2000 (Invitrogen) in einem Verhéltnis
von 1:6.4 siRNA:Lipofectamin in Penicillin/Streptguin-freiem Medium transfiziert. 24
h spéater wurde das Medium gewechselt. 48 h nachlrdersfektion wurden die Zellen
geerntet um RNA oder Protein aufzureinigen.

3.2. Molekularbiologische Arbeitstechniken
3.2.1. RNA-Techniken

32.1.1. Isolierung von RNA aus Zellen und Geweben

Die RNA-Isolierung aus kultivierten Zellen wurdettals TRIzof Extraktion nach dem
Protokoll des Herstellers (Invitrogen) durchgefiildite Quantifizierung der RNA erfolgte
durch Messung der optischen Dichte bei 260 nm, wOlizeo= 1.0 einer Konzentration
von 40ug/ml entsprach. Die RNA wurde bei -80 °C gelagBMA aus Geweben wurde
ebenfalls mit Hilfe von TRIz6l extrahiert, wobei die Gewebeprobe zuvor mit einem

Skalpell und anschlieRend mit einer Spritzenkaf2il€s) homogenisiert wurde.

3.2.1.2. Reverse Transkription

2 ng RNA wurden mit Jul Oligo(dT)isPrimer und Jul 10 mM dNTPs fur 5 min bei 65 °C
in einem Thermomixer denaturiert und fir 2 min &g abgekuhlt. Nach Zugabe eines
Mixes aus 4ul 5x First-Strand Buffer2ul 0.1 M DTT, 1ul 40 U/ul RNasin sowie 0.5
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200 Upl M-MLV-Reverse Transkriptase wurde die Probe fQrmbin bei 37 °C und fur 15
min bei 70 °C inkubiert. Die cDNA wurde bei -20 §€lagert.

3.2.1.3. Real-time PCR

Fur die Quantifizierung der RNA wurde eine TagMaeaRtime PCR mit kommerziell
erhéaltlichen Primern (TagM&Gene Expression Assays, Tabelle 11) und dem Ta§Man
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) nasém Protokoll des Herstellers
durchgefuhrt (2Qu-Ansatz, 40 Zyklen, je 20 sec 95 °C, 1 min 60 °Dije RNA-Mengen
des Zielgens wurden im Verhaltnis zur Menge der rARIs Referenzgendg3{Aktin

mittels Ct-Methode errechnet.

3.2.2. DNA-Techniken

3.2.2.1. Isolierung hochmolekularer DNA aus ZellenQuick-HMW -DNA

Konfluent gewachsene Zellen einer 6-Well Plattedear mit PBS gewaschen und mit 0.5
ml der Proteinase K-Losung versetzt. Nach Uberfilhader Losung in 1.5 ml
ReaktionsgefalRe folgte eine Inkubation Uber Na&ht3%» °C. AnschlieRend wurde die
DNA durch die Zugabe von 1 ml 100% Ethanol mit 78l iINatriumacetat ohne Schutteln
2-3 h bei RT préazipitiert. Durch vorsichtiges Scimken und einem Zentrifugationsschritt
fur 5 min bei 1800 rpm wurde die DNA pelletiert. DBNA-Pellet wurde anschlieRend
zweimal mit 1 ml 70% Ethanol fir 30 min gewaschesmtrifugiert und nach Trocknung
(10 min, RT) in 20-30 pl TE aufgenommen. Zum vdltgtigen Resuspendieren der DNA
wurde das Gemisch fir etwa 1 h bei 37 °C geschiiée erhaltene HMW-DNA konnte
direkt fur die PCR eingesetzt werden.

ModifiedBradleys: 10 mM Tris-HCI (pH 7.5)
2 mM EDTA
10 mM NacCl
0.5% SDS
1 mg/ml Proteinase K
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3.2.2.2. Isolierung hochmolekularer DNA aus Gewebemittels DNeasy Blood &

Tissue Kit
Zur Isolation von DNA aus primaren Geweben wurds B&leas$ Blood & Tissue Kit
(Qiagen) genutzt. Daflr wurden 20 g des entspratdreiisewebes abgewogen und nach

dem Protokoll des Herstellers aufgereinigt.

3.2.2.3. Bisulfitkonvertierung genomischer DNA mitels EpiTecf Bisulfite Kit

Die Bisulfitsequenzierung ist eine Methode um Médiyngen an CpG-Motiven
nachzuweisen. Dabei werden durch die KonvertierdeigDNA mittels Bisulfit nur un-
methylierte Cytosinreste zu Uracilresten umgewand&hschlieBend wird der zu ana-
lysierende DNA-Bereich amplifiziert und das PCR-dikt sequenziert. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden immer 2 pg DNA mittels des EpiTedisulfite Kits (Qiagen) nach den
Angaben des Herstellers konvertiert.

3.2.2.4. Polymerase Kettenreaktion (PCR) zur Amplikation von DNA-Fragmenten

aus cDNA, HMWDNA oder Bisulfit-konvertierter DNA
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine eirdadffiziente Methode zur Amplifi-
kation eines bestimmten DNA-Segmeirisvitro aus einem Gemisch unterschiedlichster
DNA-Sequenzen (z.B. Plasmide, genomische DNA, cDNBig Reaktionsansatze fur
PCR-Reaktionen auf cDNA fir Untersuchungen der @gression beziehungsweise

HMW-DNA fur Klonierungen setzten sich folgendermalk&sammen:

cDNA-Template: 1-2 ul cDNA
0.5 pl Primer A [10 pmol/ul]
0.5 ul Primer B [10 pmol/ul]
0.5 ul dNTPs [10 mM]
5 ul GoTad" Puffer
0.2 pl GoTad" Polymerase
ad 25 ul HO

HMW-Template: 1 pl HMW-DNA
1.5 pl Primer A [10 pmol/ul]
1.5 pl Primer B [10 pmol/ul]
2.5 ul 10x Puffer 1, 2 oder 3 (Roche Expand Longnplate)
0.5 ul dNTPs [2.5 mM]
0.25 ul PolMix
ad 25 ul HO
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Bisulfit-DNA: 4-8 ul Bisulfit-konvertierte DNA
1 pl Primer A [10 pmol/ul]
1 pl Primer B [10 pmol/ul]
12.5 pl Zym@aq™ PreMix
ad 25 pl HO

Die Proben wurden im T3000 Thermocycler (Biometral) spezifischen Primern
amplifziert.Dabei wurde das Template in einem initialen Schigittmindestens 2 min bei
95 °C denaturiert. AnschlieBend wurden je nach Ged Probe zwischen 17 und 40
Zyklen durchlaufen (45 Sekunden Denaturierung Bef®, 1 min Annealing bei fur die
jeweiligen Primern optimierter Temperatur, Elongatibei 72 °C), gefolgt von einem
abschlieBenden Elongationsschritt (10 min bei 7R Bie PCR-Produkte wurden mittels
Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und anhandseMarkers auf die korrekte

Produktgréf3e Gberprift.

3.2.2.5. Ortsgerichtete Mutagenesesite-directed mutagenegis

Alle im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Mutaiom DNA-Motive wurden in einer
PCR-Reaktion unter Verwendung von sequenzspezéisligonukleotiden (Tabelle 14)
hergestellt. Das Design der Oligonukleotide und Qigrchfiihrung der ortsgerichteten
Mutagenese erfolgten mit dem QuikChaht&ite-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)
nach Anleitung des Herstellers.

3.2.2.6. Agarosegele zur Auftrennung von DNA-Fragnmgen

Fur ein 1%iges (w/v) Agarosegel wurde 1 g Agaras&00 ml 1x TAE-Puffer aufgeldst.
Nach Abkuhlen der Agaroseldsung auf ca. 50 °C wufslgl Ethidiumbromid (10 mg/ml)
hinzugegeben. Die PCR-Produkte enthielten durchSdereenGoTaq™ Buffer bereits
einen Ladepuffer, wahrend andere DNA-Proben mit l&dtepuffer versetzt wurden. Der
1 kb Plus DNA Marker (Invitrogen) wurde als Gro3emker verwendet. Die Elektro-
phorese wurde bei 10 V/cm fur 0.5-1 h durchgefuhd die aufgetrennte DNA unter UV-
Licht durch das in die DNA interkalierende Ethidioramid sichtbar gemacht.
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3.2.2.7.Electrophoretic mobility shift assafEMSA)

Der EMSA ist eine sensitive Methode zumvitro Nachweis von Nukleinsaure-Protein
Interaktionen. Das System basiert auf der Tatsadhass Proteinbindung an DNA- oder
RNA-Fragmente zu einer verminderten elektrophactbéa Mobilitat dieser Fragmente in

einem nicht-denaturierenden Polyacrylamidgel fuhrt.

a) Labeling der Sonden
Um die benutzten Oligonukleotide nach dem Gellawith Autoradiographie sichtbar zu
machen, wurden diese zunéchst it markiert.

Hierzu wurden 100 ng des Einzelstrang-Oligonuktotmit 1 pl 10x Kinase-
Puffer, 3 ply[*P]dATP (30 pCi) und 1 pl T4-Polynukleotid-Kinased (W) versetzt. Die
Reaktion wurde in einem Gesamtvolumen von 10 plicliyefihrt. Nach 30 min
Inkubation bei 37 °C wurde die Reaktion durch emminitige Erwarmung auf 65 °C
gestoppt. Um doppelstrangige DNA herzustellen, wnrd00 ng des komplementaren
Oligonukleotids dazugegeben und der Ansatz @ luf 100 pl aufgefillt. Dieser Ansatz
wurde 5 min bei 95 °C aufgekocht, bevor er fur eirgeitraum von etwa 2-3 h im
Thermoblock bis RT abgekihlt wurde. AnschlieBendrden die doppelstrangigen
Oligonukleotide mit Hilfe von MicroSpif' G-25 Saulen (Amersham Biosciences) ge-

reinigt. Die Lagerung der radioaktiv-markierten@dlinukleotide erfolgte bei -20 °C.

b) Herstellung der Kompetitoren

Nicht markierte Wildtyp- beziehungsweise mutiertenkpetitoren wurden folgendermal3en
hergestellt: 10ul des Einzelstrang-Oligonukleotidgl pg/ul] wurden mit 40 ul des
komplementaren Oligonukleotids [y/ul] vermischt, fir 5 min bei 95 °C denaturiert und
anschlie3end fur 2-3 h bei Raumtemperatur hybedisDie Kompetitoren wurden bei -20

°C aufbewahrt.

c) Durchfihrung des EMSA
Die eigentliche Bindungsreaktion setzte sich steshtdRig aus 5 pl Kernextraktproteinen,
5 pl 5x Bindungspuffer (50 mM HEPES, pH 8.0; 25 iwgCl,; 250 mM KCI; 10% Ficoll

(w/v); 0.025% Bromphenolblau (w/v); 0.025% Xylenagh(w/v)); 1 pg Poly[d(I-C)], 1 pl
der markierten DNA-Sondes(pershiff zusammen. Bei Bedarf wurden der Reaktion
Antikorper oder nicht-markierte Wildtyp- beziehumgsse mutierte Oligonukleotide in
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200-fachem Uberschuss dazugegeben. Der Gesamtressttisatz mit einem Endvolumen
von 25 pl wurde stets fur 30 min bei 37 °C inkubier

Das Gel wurde vor dem Auftragen der Proben bei ¥ném Vorlauf unterzogen.
Der eigentliche Gellauf variierte je nach Sondeg&mund Prozentigkeit des Gels und
betrug beispielsweise fur 30 bp lange Sonden iremeirb%igem Gel etwa 4 h bei
konstanten 140 V. Das Gel wurde danach auf 2 L&gkeatmann-Filterpapier transferiert,
mit Frischhaltefolie blasenfrei abgedeckt und furh115 min bei 80 °C auf einem
Geltrockner getrocknet. AbschlieRend wurde dasiseine Expositionskassette Uberfuhrt
und Uber Nacht auf einem Rontgenfilm exponiert. Huensivierung des Signals wurde
das Gel gegebenenfalls auch mit einetensifying ScreeifFisher Scientific) bei -80 °C

exponiert.
5% Polyacrylamidgel: 7.5 ml 40% Acrylamid
12 ml 5x TBE
add. 60 ml HO
+ 600 pl 10% APS
+ 60 pul TEMED
Laufpuffer: 0.25x TBE

3.2.3. Klonierungstechniken

3.2.3.1. Praparativer Restriktionsverdau

Um die fir eine Klonierung bendtigten Restriktiactssittstellen zu generieren, wurden 3
ug einer Plasmid-DNA und das entsprechende, ausmeiAgarosegel eluierte, PCR-
Produkt mit 20 U des jeweiligen Restriktionsenzyorger den vom Hersteller ange-
gebenen Reaktionsbedingungen inkubiert. Anschligfifolgte eine elektrophoretische
Auftrennung auf einem Agarosegel. Die Banden mitlderekten ProduktgréRe wurden

unter UV-Licht ausgeschnitten und aus dem Gel gluie

3.2.3.2. Aufreinigung der DNA via QIAquick® Gel Extraction und PCR Purification

Kit
Die QIAquick® Gel Extraction und PCR Purification (Firma Qiagaind einfache und
schnelle Methoden, um aus Agarosegelen DNA-Fragenaiit einer Grol3e von 0.1-10 kb

zu isolieren beziehungsweise PCR-Fragmente aus AGRtzen zu reinigen. Die zu iso-
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lierende DNA wurde aus einem Agarosegel ausgesehndder der PCR-Ansatz wurde
verdunnt und nach Herstellerangaben lber eineaSHiule gereinigt.

3.2.3.3. Dephosphorylierung von Vektor-DNA-Enden

Um bei einer Ligation eine Religation des verwerdeflonierungsvektors zu verhindern,
wurden die 5-Enden mit alkalischer Phosphatasa#f (intestine alkaline phosphatase
CIAP) dephosphoryliert. Dabei wurde die bereitsdesite und isolierte Plasmid-DNA
durch Zugabe von {ul CIAP (1 Ujul) fir 5 min bei 37°C inkubiert. Anschliel3end wurde
die Reaktion durch Zugabe voruBEDTA (250 mM) und Erhitzen auf 65 °C fir 15 min
gestoppt.

3.2.3.4. Ligation

Fur die Ligation Uberstehender, kompatibler Endeinden in einem 10 ul Ansatz 0.1-0.2
pmol eines gegebenenfalls zuvor dephosphoryliérekiors mit 0.2-0.4 pmol eines DNA-
Fragments, 1 ul 10x Ligase-Puffer und 400-2000 UDNA-Ligase (New England
Biolabs) eingesetzt. Der Ligationsansatz wurde larefdend flir mindestens 1 h bei RT
oder bei 16 °C Uber Nacht inkubiert.

3.2.3.5. Herstellung CaCGlkompetenter E.coli Bakterien und Transformation

Eine Ubernachtkultur CagkompetenteE.coli (TOP10) wurde in SOC-Medium (2 x 300
ml) bis zu einer Absorption von 600 nm & von 0.5 angezogen und durch
Zentrifugation sedimentiert (5000 rpm, 10 min, 4.°Cie Zellpellets wurden anschliel3end
in je 20 ml eiskalter 0.1 M Cag&Losung resuspendiert und fir 20 min auf Eis inkubi
Nach erneuter Zentrifugation der Zellen (5000 r@@,min, 4 °C) wurden diese in 3 ml
eiskalter 0.1 M CaGiLosung aufgenommen und fir weitere 3 h auf Eislort. Die
CaCb-kompetenten Bakterien wurden nach Zugabe von 188 Glyzerin in 50 pl-
Portionen aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

Fur die Transformation wurden 2-10 pl Ligationsdansau 50 pl kompetenten
Zellen gegeben. Der Ansatz wurde 30 min auf Eisitimért. Nach 45 sec Hitzeschock bei
42 °C wurden die Bakterien 3 min auf Eis gekihkcN Zugabe von 800 pl SOC-Medium
wurde der Transformationsansatz fur 45 min bei & und 220 rpm geschiittelt.
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Abschlie3end wurden die Zellen mit einem DrigalSkiatel auf Antibiotika-haltigen LB-
Agarplatten ausplattiert und tber Nacht bei 37rfklibiert.

3.2.3.6. Minipraparation und analytischer Restriktionsverdau
Diese Methode eignet sich zur DNA-Isolierung flledE.coli Laborstamme. Vorteile
liegen in der schnellen Durchfihrung und in der drolQualitat der DNA, welche
sequenziertauglich und transfizierbar ist (basserft derBoiling Prep nach Holmes und
Quigley, 1981).

Eine 2 ml LB-Kultur mit dem entsprechenden Antitkam wurde fur 6-18 h bei
37 °C geschittelt. Nach dem Umfillen in 2 ml Eppefgkfalle wurde die Suspension fir
1 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Die Pellets wurdéen 500 pl STET-Puffer
aufgenommen, mit 50 pl LTE versetzt und gemisclaiciNeiner Inkubation von 2-3 min
bei RT wurden die Proben fir 90 sec in einem Themnirer bei 95 °C erhitzt. Danach
wurde 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert und dans dahflissige Pellet mit Hilfe eines

sterilen Zahnstochers entfernt. AnschlieBend wurslénul 8 M NHAcetat und 500 pl.

Isopropanol zum Uberstand gegeben, gemischt un8 fiiin bei 13000 rpm zentrifugiert.
Das DNA-Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gewasclaschlielRend getrocknet und in
30-50 pl TER aufgenommen. Nach einer 30-mindtiggmbbation bei 30 °C im Thermo-
mixer konnte die Plasmid-DNA einem analytischen tRdgnsverdau unterzogen
werden. Dabei wurden 5 pl der Mini-Praparation méeigneten Restriktionsendo-
nukleasen nach den Angaben des Herstellers inkulide Restriktionsansatze wurden

anschlie3end mit Hilfe eines 1%igen Agarosegelgasitive Klone analysiert.

STET-Puffer: 8% Sucrose

0.5% Triton X-100

50 mM EDTA

10 mM Tris-HCI, pH 8.0
LTE: 10 mg Lysozym/1 ml TE
TER: 10 pg RNase A/1 mI TE

Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle positiven Klonitels der Kettenabbruchmethode

nach Sanger bei der Firma GATC (www.gatc-biotean)sequenziert.
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3.2.3.7. Praparative Plasmidisolierung mittels QIApep® Plasmid Midi Kit

FUr eine Maxipraparation der Plasmid-DNA wurden tld_B-Medium (50pg/ml Ampi-
cillin oder 30 pg/ml Kanamycin) angeimpft und ime&m Schittelinkubator bei 200 rpm
und 37 °C fiir 12 - 16 h inkubiert. Zur Reinigung @&asmid-DNA wurde das QIApr&p

Spin Midiprep Kit (Qiagen) nach dem Protokoll desrstellers verwendet.

3.2.3.8. Photometrische Konzentrationsbestimmung moDNA

Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte miteen Photometer. Dabei wurden
die Lichtabsorptionen bei 260 nm im Vergleich zuainen Losungsmittel gemessen,
wobei eine optische Dichte bei 260 nm ($gdpvon 1.0 einer DNA-Konzentration von 50
ug/ml entspricht. Die Reinheit der Probe wurde duddn Quotienten Of8dOD2sgo

bestimmt; dieser Wert sollte bei 1.8 liegen.

3.2.3.9. Anlegen von Glyzerinstocks

Ein kurzfristiges Aufbewahren (bis zu 6 Wochen) vauf Agarplatten ausgestrichenen
Bakterienkolonien erfolgte im Kuhlschrank bei 4 “Eine langfristige Lagerung ist als
Stammkultur moglich. Hierzu wurde Einfriermedium iMerhéltnis 1:1 mit einer

Ubernachtkultur gemischt und bei -80 °C gelagert.

Einfriermedium: 65 ml 99% Glyzerin
2.4 g MgSQ
2.5ml 1 M Tris-HCI
add. 100 ml kD
pH 8.0

3.2.4. Proteinbiochemische Arbeitstechniken

3.2.4.1. Aufreinigung von Proteinen aus Zellen un@rganen

Die Aufreinigung von Proteinen sowohl aus HL-1 2allals auch aus primarem Gewebe
erfolgte mittels RIPA-Puffer. Fir die Extraktion sader Zellkultur wurden die Zellen
zunachst mit kaltem 1x PBS gewaschen. Nach der BBugan 100 pl RIPA/6-Well
wurden die Zellen abgeschabt und in ein 1.5 ml Relaggefald Gberfihrt. Nach einer 30-

mindtigen Inkubation auf Eis erfolgte ein abschéie@®er Zentrifugationsschritt (10 min,
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14000 rpm, 4 °C), um Zelltrimmer zu pelletieren.r Déberstand wurde in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

Fur die Aufreinigung von Proteinen aus primaren &aen wurde dieses mit einem
Skalpell zunéchst zerkleinert und in 5x Volumen ARPuffer aufgenommen. An-
schlielBend erfolgte eine Ultraschallbehandlung, dim Zellverbande weiter aufzu-
schlielen. Um die Proteine zu schonen, wurden thedP dabei auf Eis gekihlt. Nach
einer 30-minutigen Inkubation auf Eis wurden didltd@nmer abzentrifugiert und der

Uberstand schockgefroren.

RIPA-Puffer: 50 mM Tris-HCI pH 7.4
150 mM NacCl
10 mM EDTA
1% IGEPAL
0.25% Na-Deoxycholat
0.1% SDS
Complete Protease Inhibitoren (Roche Diagnostics)
1 mM PMSF

3.2.4.2. Herstellung von Kernextrakten aus HL-1 Zéén

1 x 10 Zellen wurden nach ihrer Ernte einmalig in 10 mitd@m PBS gewaschen und
anschlieBend 5 min bei 500 x g und 4 °C zentrifug®as Zellpellet wurde anschliel3end
in 400 pl kaltem Puffer A resuspendiert und 10 rauf Eis einer hypotonischen Lyse
unterzogen. Nach Vortexen fur 10 sec héi speedwurden die Nuclei fur 3 min bei
13000 rpm und 4 °C abzentrifugiert. FUr eine Holdesdraktion wurde das Pellet in 100
ul kaltem Puffer C durch mehrmaliges auf- und abigren resuspendiert und 20-30 min
auf Eis gestellt. Nach einer letzten Zentrifugation5 min bei 13000 rpm und 4 °C wurde
der Uberstand (Kernextrakt) zunachst in flissigetickStoff schockgefroren und

schlie3lich bei -80 °C gelagert.

Puffer A: 10 mM HEPES, pH 7.9
1.5 mM MgC}
10 mM KCI
0.5mMDTT
0.2 mM PMSF
inkl. Proteaseinhibitormix
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Puffer C: 20 mM HEPES, pH 7.9

1.5 mM MgC}

0.2 mM EDTA

25% Glyzerin

420 mM NacCl

0.5mM DTT

0.2 mM PMSF

inkl. Proteaseinhibitormix

3.2.4.3. Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradird
Die Konzentrationen der Ganzzellprotein-Extraktedem mit dem Protein Assay Reagent
von Bio-Rad Laboratories nach der Bradford-Methamieghand des Protokolls des

Herstellers ermittelt.

3.2.4.4. Auftrennung von Proteinen durch SDS-Polyaglamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE dient der Auftrennung von Proteinerm@®@ ihrer Grol3e in einem
diskontinuierlichen Polyacrylamid-Gel. Das Natriibodecylsulfat (SDS) denaturiert die
Proteine und fuhrt durch seine stark negative Lgddazu, dass die Proteine negativ
geladen vorliegen.

Die Proteine wurden mit Probenpuffer (8x Probenguf®.25 M Tris-HCI pH 6.8;
8% SDS; 40% Glyzerin; 209%%-Mercaptoethanol) versetzt und vor dem Auftragen5u
min bei 95 °C aufgekocht, um héhere Strukturen @wuechen. Zelltrimmer und andere
Aggregate wurden mittels Zentrifugation bei 130@dnrfir 5 min entfernt, bevor die
Proben auf das Gel geladen wurden. Die Elektrogieomgurde bei einer konstanten
Stromstarke von 30-40 mA in 1x Elektrophoresepuf8g Tris/Base; 14.4 g Glycin; 1 g
SDS auf 100 ml ED) durchgefuhrt. Als Marker fur das Molekulargewiahurde der

Precision Plus Protein Standard Dual Color (Bio-Rabloratories) verwendet.

Standardrezeptur fur zwei 10%ige Gele (8 cm x 6 cm)

Trenngel: 4 ml HO
2.5 ml Trenngelpuffer (1.5 M Tris-HCI, pH 8.8, 0.43bS)
3.3 ml Polyacrylamid (30%)
100 pl 10% SDS
40 pl 25% APS
10 ul TEMED
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Sammelgel: 2.25 ml }©
0.95 ml Sammelgelpuffer (0.5 M Tris-HCI, pH 6.84% SDS)
0.45 ml Polyacrylamid (30%)
38 pul 10% SDS
15 pl 25% APS
8 ul TEMED

1x Laufpuffer: 25 mM Tris pH 8.6
192 mM Glycin;
0.1% w/v SDS

3.2.4.5. Reportergenanalysen

Um das Transaktivierungspotential von Promotoren charakterisieren, wurden im

Verlauf dieser Studie Reportergenanalysen durclhgefiBei dieser Methode werden

Plasmide, welche das Reportergen (Luziferaseger) der Kontrolle des zu studierenden
Promotors enthalten, in geeignete Zellen tranfiziddie anschlieBend gemessene
Luziferaseaktivitat ist direkt proportional mit d&ktivitat des untersuchten Promotors.

Um die basalen Luziferaseaktivitaten der Reportargestrukte zu messen, kam
das Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega) zum Einsatz. DeBs@zip
beruht auf dem Einsatz einer weiteren Luziferases&Renilla Luziferase, die auf dem
Plasmid phRL-TK kodiert ist, wird konstitutiv expriert und dient der Normalisierung der
Transfektionseffizienz ddw&efly Konstrukts. Fir diesen Assay wurden HL-1 Zellem 4ni
png des Reportergenkonstrukts und 20 ng phRL-TKsteam kotransfiziert und 24 h spater
geerntet. Dazu wurden die Zellen mit kaltem 1x R®aschen, mit 200 ylassive lysis
buffer (PLB) abgeschabt und in 1.5 ml Reaktionsgefal3efiiftue. Anschlie3end wurden
die Lysate 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert una diberstande in neue 1.5 ml
ReaktionsgefalRe Uberfihrt. Die Messung am Luminemg@tumat LB 9501, Berthold)
wurde folgendermal3en durchgefiihrt: In einem Lumiemohrchen wurden 100 pl
Substratldsung vorgelegt, und nach Zugabe von 2@eglZelllysats wurden dielative
light units (RLU) der firefly Luziferase fur 10 sec gemessen. Nach der RLU-Messu
wurde die Reaktion durch Zugabe von 100siolp and glow buffe(SGB) gestoppt. Die
Aktivitat der RenillaLuziferase wurde anschlieRend tber 10 sec gemdsaeh der RLU-

Messung erfolgte eine Proteinkonzentration naclusrd.
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3.2.5. Immunologische Arbeitstechniken

3.2.5.1. Western Blot

Das Prinzip desWestern Blotsbesteht darin, die in einem SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennten Proteine auf einer Membran (zum BalisgNitrocellulose) zu
immobilisieren, um Proteine fur Antikérper zugaeglizu machen und das entsprechende
Antigen sensitiv nachzuweisen.

Hierflir wurden Proteine mittels SDS-PAGE aufgettdidr2.4.4.). Danach erfolgte
der Blot nach demSemi-DryVerfahren: Die Membran sowie 6 Lagen Filterpapier
(Whatman pro Blot wurden in Transferpuffer vorbehandeltnsahlieRend erfolgte der
(luftblasenfreie) Aufbau der Transferapparatur begnd mit der Kathode. Darauf wurden
3 Lagen Filterpapier, die Membran, das Gel undeveiB Lagen Filterpapier gelegt. Den
Abschluss bildete die Anode. Der Transfer der Pmet@auf die Membran erfolgte fur 1
Stunde bei 1 mA/cfiGelflache. Um die Proteine nach dem Blotten aufMembran zur
Kontrolle des Transfers sichtbar zu machen, wuide Ponceau-Farbung durchgefihrt.
AnschlieRend wurde die Membran mit;(H gespult. Zur Absattigung unspezifischer
Bindungsstellen wurde die Membran fir 1-2 StunaeBlockinglosung (5% Milchpulver
in 1x TBST) inkubiert.

Transferpuffer: 25 mM Tris
200 mM Glycin
20% Ethanol

Ponceau: 0.1% (w/v) Ponceau S in 5% (v/v) Essigsa

Nach dem Waschen in 1x TBST (3 x 10 min) wurde Miembran mit dem primaren
Antikorper fur mindestens 1 h bei Raumtemperatieragber Nacht bei 4 °C auf einem
Schittler inkubiert. AnschlieRend wurde die Membnarix TBST gewaschen (3 x 10
min) und mit dem sekundaren HRRofseradish peroxida3eekoppelten Antikorper fur
mindestens 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Naettenen Waschschritten (3 x 10 min)

wurden die Proteine mit ECL Detection Reagentsr¢@jedetektiert.
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Tabelle 25.Antikbrperkombinationen und -verdiinnungenWiestern BloAnalysen. Die Antikorper

wurden in 5% (w/v) Magermilch in 1x TBST verdinnt.

Primarer Antikorper Sekundarer Antikorper

B-Aktin mouse monoklonal (Sigma) goat anti-mouse IgG HRP sc-2005
1:5000 1:10.000

B —Tubulin (B-7) sc-5286 goat anti-mouse 1gG HRP sc-2005
mouse monoclondl:500 1:10.000

Gata4 (C-20) sc-1237x rabbit anti-goat IgG HRP sc-2768
goat polyclonal, 1:5000 1:10.000

Gata4 p[S105 Biosource goat anti-rabbit IgG HRP sc-2004
rabbit polyclonal, 1:1000 1:10.000

Gata6 (C20) sc-7244 rabbit anti-goat IgG HRP sc-2768
goat polyclonal, 1:1000 1:10.000

Spl (PEP2) sc-59 goat anti-rabbit IgG HRP sc-2004
rabbit polyclonal, 1:500 1:10.000

HIF1a (C-Term) goat anti-rabbit IgG HRP sc-2004
rabbit polyclonal, 1:1000 1:10.000

3.2.5.2. Chromatinimmunoprézipitation (ChlP)

Die Chromatinimmunoprazipitation dient dem Nachwags Proteinbindung an die DNA
in intakten Zellen. Der Assay wurde nach dem Praltakes ChIP-Kits (Millipore) durch-
gefuhrt. Dafir wurden die Herzen von 3 adulten, migdhen C57BL/6 Mausen ent-
nommen, zugig zerkleinert und in DMEM mit Formalgédhn einer Konzentration von
1% aufgenommen und 10 min bei 37°C inkubiert, wa® grosslinkingder Proteine an
die DNA fuhrt. AnschlieRend wurde das Gewebe zwemakaltem PBS gewaschen; die
Zellen wurden lysiert und die DNA mittels Ultrastthgeschert. Die Grdl3e der DNA-
Fragmente wurde in einem Ethidiumbromid-Agarosédprprift und lag bei ca. 500 bp.
Um unspezifisch an die Agarose bindende Proteineer#ternen, wurde das Gemisch
zunachst 30 min mit Protein A Agarose inkubignteClearing. Die DNA-Protein-Kom-
plexe wurden anschlieRend mit spezifischen Antigtmp(je 10 pg/Ansatz) Uber Nacht
inkubiert. Die eigentliche Reinigung der Komplexbeti Protein A Agarose erfolgte
danach fir 2 Stunden bei 4 °C. Nach mehreren Wekdtien wurden die Komplexe
eluiert, und nach einer Aufhebung da®sslinkserfolgte die DNA-Reinigung mit dem
QIAquick® PCR Purification Kit. Die eluierten DNA-Fragmenteirden anschlieRend mit

spezifischen Primern amplifiziert.
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3.3. Tierexperimentelle Analysen

3.3.1. Verpaarung von CD1-M&usen und Gewinnung voprimaren Geweben

Fur die Genexpressionsanalysen wurden CD1 Wildtyjudé verpaart; der Vaginalplug

nach der Verpaarung wurde als EQ.5 definiert. Ams@bnd wurden die trachtigen Mause
durch zervikale Dislokation getttet und die Herzlem Embryonen in unterschiedlichen

Embryonalstadien prapariert. Des Weiteren wurdenddé&m postnatalen Tag 1 (P1) und

adulte Mause getotet und die Herzen fur die RNAakson enthnommen.

3.3.2. Doxorubicin-induzierte Kardiomyopathie in C&¥BL/6 Mausen

Die Kardiomyopathie wurde durch eine einmalige apéritoneale Gabe von 15 mg/kg
Doxorubicin-HCI in 10 Wochen alten, ménnlichen ChiBMausen induziert (n = 9). Den
Kontrolltieren wurde ein aquivalentes Volumen 0.884CI-Losung injiziert (n = 6). Die
Mause wurden jeweils nach 24 Stunden (n = 6) od@&agen (n = 3) getdtet und die

Herzen fur RNA- und Proteinisolation entnommen.

3.4. Statistische Analysen

Die Daten sind als Mittelwerte mit Standardabwergien dargestellt. Die statistische
Signifikanz der Unterschiede zwischen den Mitteteser der verschiedenen Gruppen
wurde mittels ANOVA und Bonferroni-Test alpost hoc Korrektur bei multiplen
Vergleichen durchgefiihrt. Der Student’s t-Test veubgi dem Vergleich von zwei Mittel-
werten benutzt. Ein p-Wert < 0.05 wurde als sigaifit angesehen.

55



Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1.EpoR Genregulation in Kardiomyozyten

4.1.1. Identifizierung regulatorischer Doméanen desmurinen EpoR Promotors in HL-1

Kardiomyozyten
Mit Hinblick auf die bereits bekannten regulatohisn Elemente imEpoR Promotor
hamatopoietischer Zellén®” % 123 127 sollten zunachstis-regulatorische Elemente im
EpoRPromotor von Kardiomyozyten identifiziert werdéiir diein vitro Studien wurden
murine HL-1 Kardiomyozyten gewahlt. Diese Zelllinist von der murinen atrialen
Tumorzelllinie AT-1 abgeleitet worden. Sie besiti##n genetischen Hintergrund des
C57BL/6 Maus-Laborstammes und hat die morphologischiochemischen und elektro-
physiologischen Eigenschaften von Kardiomyozyteibdimlter?*> *** Dazu gehért vor
allem die Fahigkeit zur Kontraktion und die Expressessentieller kardialer Gene, wie
zum Beispiel voru-MHC, «CA (cardiac actir) und ANP. Diese Eigenschaften sowie gute
Transfizierbarkeit machen die HL-1 Kardiomyozytam ginem bevorzugten Zellkultur-
modell fir die Analyse von Mechanismen kardialenfagulation.

Um regulatorische Doméanen iEpoRPromotor zu identifizieren, wurde zunachst
ein 5000 bp langes Promotorfragment aus genomisd¢her DNA amplifiziert und in das
pGL2 basic Luziferase Reporterplasmid kloniert EmoRpro). Wie in Abbildung 8 A dar-
gestellt, umfasst dieses Konstrukt die Nukleotid@00 bis +100 relativ zum Transkrip-
tionsstart und enthalt den in hamatopoietischenedeldentifizierten distalen Enhancer
und ein Inhibitor-Element sowie den als ,minimaleromotor” definierten Bereich. Das
Ausgangskonstrukt EpoRoro wurde zum Transkriptionsstart hin um jeweilsn de
Enhancer und Inhibitor verkirzt. Die daraus restdtnden Promotorkonstrukte
Al mEpoRpro (-1742/+100) und?2 mEpoRpro (-674/+100) sind ebenfalls in Abbildung 8
A dargestellt. Um die basale Aktivitdt der einzelnBeportergenkonstrukte zu unter-
suchen, wurden diese zusammen mit dem fURemlla Luziferase kodierenden phRL-TK
Vektor transient in HL-1 Zellen transfiziert. Na2d Stunden wurden die Aktivitaten der
firefly Luziferase gemessen und gegen die korrespondemeRenilla Luziferase-
aktivitaten sowie die Proteinkonzentrationen abigbgh. Die Aktivitdit des Aus-
gangskonstruktes EpoRpro wurde gleich 100% gesetzt (Abbildung 8 B).
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Abbildung 8. Regulatorische Domanen im distalenEpoR Promotor in Kardiomyozyten. (A)
Schematische Darstellung der Positionen des Enhgnb#hibitors sowie des minimalen Promotors im
murinen EpoR Genlocus. Die Zahlen beziehen sich auf die Position der Nofitle relativ zum
Transkriptionsstart und geben die Lange der Prorkotstrukte wieder. Das EBpoRpro-Konstrukt umfasst
die Nukleotide -4900 bis +100. Die Konstruktd mEpoRpro (-1742/+100) und\2 mEpoRpro (-
674/+100) wurden durch Verkirzungen generi@). Relative Luziferaseaktivitditen nach Transfektiar d
jeweiligen Reportergenkonstrukte in HL-1 Kardiomyten. Die relativen Lichteinheiten dérefly Luzi-
ferase wurden gegen die korrespondiereriRienilla Luziferaseaktivitaten und Proteinkonzentrationbgea
glichen (n = 4; ***p < 0.001; **p < 0.01).

Die Ergebnisse der Reportergenassays in AbbilduBgz8igen, dass das 5000 bp
lange niEpoRpro-Konstrukt im Vergleich zum Leervektor eine sknptionelle Aktivier-
ung vermittelt. Uberraschenderweise steigt die fenaseaktivitat signifikant auf 246.6 +
58.1% (p < 0.001), wenn das Konstrukt um den Endramerkirzt wird A1 mEpoRpro).
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Die Verkirzung des Promotors um den Inhibith2 (nEpoRpro) flhrte zu einem weiteren
signifikanten Anstieg der Luziferaseaktivitat a®336 + 31.8% (p < 0.01). Aus den Ergeb-
nissen dieser Reportergenanalysen ist zu folgexss der im Promotorbereich gelegene
Enhancer in Kardiomyozyten keine transkriptionelktivierung vermittelt und dessen
Funktion moglicherweise auf hAmatopoietische Zebenchrankt ist. Im Gegensatz dazu
konnte der Inhibitor auch in den HL-1 Zellen einelé¥anz zu besitzen. Da das Aktivier-
ungspotential deEpoR Promotors hauptsachlich von einem Bereich bis 4F4uszu-
gehen scheint, wurde im weiteren Verlauf auf diealfxse dieses DNA-Bereichs

fokussiert.

Wie in Abbildung 9 A dargestellt, umfasst das Kokt A2 mEpoRpro die
Nukleotide -674 bis +100 relativ zum Transkriptistast und enthalt den minimalen
Promotor (-440/+16). Dieser Bereich umfasst bereékannte regulatorische Elemente:
eine GC-Box (nt -29/-20), ein GATA-Motiv (nt -530p und drei CACCC-Motive (nt -
124/-116, nt -151/-146 und nt -340/-336)° Zusatzliche, potentiell regulatorische
Elemente wurden durch die TRANSFAC-Software anmbtiBieses Programm enthalt
Daten zu Transkriptionsfaktoren und deren experteiebestatigten DNA-Bindestellen.
Aufgrund dieser Informationen ist eine Vorhersagéeptiell regulatorischer Elemente in
unbekannten Promotoren mdglich. Zu den annotiefteanskriptionsfaktorbindestellen
gehdren zwei DNA-Motive fur den Transkriptionsfakigkx2.5 (nt -4/+2 und nt -178/-
173) und eine E-Box, welche in der Lage ist, uateterem Homo- oder Heterodimere aus
USF1 und USF2upstream stimulating factprzu binden (nt -379/-374}* AuRerdem
befinden sich vieCore-Motive der Transkriptionsfaktorfamilie YY (Yin Ya) im EpoR
Promotor (nt -162/-169, nt -185/-183, nt -384/-38f nt -400/-398). Alle annotierten und
bereits bekannten DNA-Bindestellen sind schematiscAbbildung 9 A wiedergegeben.
Das Konstrukin\2 mEpoRpro wurde unter Bertucksichtigung dieser Motive Zlwanskrip-
tionsstart weiter verkirztAQ mEpoRpro, -234/+100;A4 mEpoRpro, -135/+100;A5
mEpoRpro, -44/+100 und6 mEpoRpro, -8/+100, Abbildung 9 A).
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Abbildung 9. Regulatorische Domanen im proximalerEpoR Promotor von Kardiomyozyten. (A) Lage
der potentiellen regulatorischen Transkriptionsfalindestellen im Promotorkonstruk? mEpoRpro. Die
Zahlen beziehen sich auf die Position der Nukleotielativ zum Transkriptionsstart und geben diedgean
der verschiedenen Promotorkonstrukte wiedB). Relative Luziferaseaktivitaten nach Transfektiogr d
Konstrukte in HL-1 Kardiomyozyten. Die relativenchteinheiten defirefly Luziferase wurden gegen die
korrespondierendeRenilla Luziferaseaktivitaten und Proteinkonzentrationégeglichen (n = 3; **p <
0.01; *p < 0.05).
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Um das Aktivierungspotential der einzelnen Repgdakonstrukte zu charakteri-
sieren, wurden Reportergenassays analog zu deergetienden Experimenten durchge-
fuhrt. Die Aktivitat des Konstruktd2 mEpoRpro wurde gleich 100% gesetzt (Abbildung 9
B). Durch eine Verkirzung des Konstruki2 mEpoRpro um 440 bp A3 mEpoRpro)
nahm die Luziferaseaktivitat signifikant um 40 #% ab (p < 0.05). In dem verkirzten
Bereich liegen die E-Box, ein CACCC-Motiv sowie 2yetentielle Bindestellen fur YY-
Proteine. Durch eine weitere Verklrzung um ein CAA@otiv, zwei YY-Motive, sowie
eine Nkx2.5-BindestelleAd mEpoRpro), nahm die Luziferaseaktivitat Uberrascler-
weise wieder zu und stieg Uber den Wert des AussiamgtruktsA2 mEpoRpro auf 150 +
29%. Dies lasst vermuten, dass die deletierten Eefeiche repressorische Aktivitaten
vermitteln. Die Verklirzung um das am weitesten pnak liegende CACCC-Motiv (nt
-124/-116) und die GATA-Box A5 mEpoRpro) fuhrte schliel3lich wieder zu einer
signifikanten Reduktion der Luziferaseaktivitat &l + 2.2% (p < 0.01). Dieser DNA-
Bereich scheint also eine starke transkriptiondlkivierung zu vermitteln. Die Luzi-
feraseaktivitat des Konstruktss mEpoRpro, welches keine GC-Box und nur die 5" UTR
(untranslated regionenthielt, nahm weiter signifikant ab (11.5 £ 1;9p6< 0.05). Die
relative Luziferaseaktivitat dieses Konstruktsdbhlich der des pGLRasicVektors allein
(7.1 + 0.8%), was darauf schlieRen lasst, das§ diéTR keine relevanten regulatorischen
Elemente enthélt.

Aus der Messung der basalen ReportergenaktividgeBEpoRPromotorkonstrukte
in HL-1 Zellen l&sst sich schlussfolgern, dass Riermotorbereich bis -135 bp essentielle
DNA-Bereiche enthalt und in HL-1 Kardiomyozyten dsarkste transkriptionelle

Aktivierung vermittelt.

4.1.2. Identifizierung essentieller Transkriptionsaktorbindestellen im murinen EpoR
Promotor
Ziel der folgenden Untersuchungen war es, unteesiche DNA-Motive hinsichtlich
ihrer Relevanz fur die transkriptionelle AktiviegidesEpoRPromotors naher zu charak-
terisieren. Hierfir wurden die einzelnen DNA-Motiie A2 mEpoRpro-Konstrukt durch
ortsgerichtete Mutagenese substituiert (AbbildufgA). Die resultierenden Konstrukte
wurden mit dem phRL-TK Vektor in HL-1 Zellen kotisfiziert. Nach 24 Stunden wurde
der Reportergenassay durchgefuhrt, wobei die Luagtaktivitat des Wildtyp-Ausgangs-
konstruktes gleich 100% gesetzt wurde.
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Abbildung 10. Mutationsanalysen desEpoR Promotors (A) Im 774 bp langen Reportergenkonstruk® (
mEpoRpro) wurden potentielle Transkriptionsfaktorbinddisth mutiert (hier mit einem roten Kreuz
markiert). Aus Grinden der Ubersichtlichkeit wurdef die Darstellung aller Motive in den einzelnen
Abbildungen verzichtet(B) Relative Luziferaseaktivitditen nach Transfektioar Konstrukte in HL-1
Kardiomyozyten. Die Aktivitaten ddirefly Luziferase wurden gegen die korrespondiereriRienilla Luzi-
feraseaktivitaten und Proteinkonzentrationen abigegh (n = 3; ***p < 0.001).

Wie Abbildung 10 B zeigt, kam es durch die Mutaéonder CACCC-, Nkx2.5-
und YY-Motive sowie durch die Mutation der E-Box keinen Anderungen der Luzi-
feraseaktivitaten. Die Mutation der GATA-Box hingeg fuhrte zu einer moderaten
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Abnahme (72.3 = 18.6%), die Mutation der GC-Boxemem signifikanten Rickgang der
Luziferaseaktivitat (18 + 6.4%; p < 0.001).

Aus den Reportergenassays mit verkirzten oder reriEpoR Promotoren lasst
sich folgern, dass auch in Kardiomyozyten der mal@rPromotor fir eine transkription-
elle Aktivierung verantwortlich ist. Hierbei sindow allem die GC- und GATA-Box
relevant. DarUber hinaus zeigen aber vor allemDbéetionsanalysen, dass im distalen
Promotor zuséatzliche inhibitorische DNA-Bereichegien (Abbildung 8 B).

4.1.3. Expressionsanalyse potentieller Transkriptiasfaktoren im Herzen sich
entwickelnder und adulter CD1-Mause sowim HL-1 Kardiomyozyten
Ausgehend von den Reportergenexperimenten, weleh&@- sowie die GATA-Box als
hauptséachliche Vermittler der transkriptionellen tiderung identifizierten, wurden
Expressionsprofile der potentiellen Transkripti@ksbren im sich entwickelnden und
adulten Herzen der Maus sowie in HL-1 Kardiomyoamyterstellt. Die Auswahl der
untersuchten Transkriptionsfaktoren basierte aofglélizierten Daten zUuEpoRRegula-
tion in hamatopoietischen Zellén?* *2’Fir die Expressionsanalysen wurde RNA aus den
Herzgeweben der verschiedenen Entwicklungsstadierelungsweise aus HL-1 Zellen

extrahiert; die Transkripte wurden mittels RT-PCRImgewiesen.

S SN
XY F Y

Abbildung 11. Expressionsprofil von Epo, EpoR und
Epo potentiell EpoR regulierenden Transkriptionsfak-
EpoR [ e e aa— toren im Herz der sich entwickelnden und adulten
Gatal Wildtyp-Maus (CD1) sowie in murinen HL-1 Kardio-
myozyten. Das Expressionsprofil vonEpo EpoR
Gatad | Sa——— = Gatal, Gata4 Gata5 Gata6 Fog2, SplundWtl mRNA
Gata5 . wurde in den Embryonalstadien E13 und E18, sowie
postnatal am Tag 1 (P1), im adulten Herzen undLifilH
Gatat | - —— — Zellen analysiertB-Aktin diente als PCR-Ladekontrolle.
Fog2 T —— — Die Fotografien der Agarosegele wurden zur besseren
Visualisierung der PCR-Produkte invertiert.
Witl
R-Aktin -
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Wie in Abbildung 11 gezeigt, konnte eiigo Genexpression im sich entwickeln-
den und im adulten Herzen nicht nachgewiesen wekeoR Transkripte wurden jedoch
in allen Entwicklungsstadien, im adulten Herzen umeth in HL-1 Kardiomyozyten
detektiert. Alle Gewebe und HL-1 Zellen wurden deh hamatopoietischen Transkrip-
tionsfaktor Gatal sowie Wt1, welcher nur in geringem Ausmald im Epikard expenni
wird, negativ getestéf® Von den Transkriptionsfaktoren, welche dg=RGen in hama-
topoietischen Zellen positiv regulieren, wird replwahrend der gesamten Embryonal-
entwicklung, im adulten Herzen und in HL-1 Zellexpemiert. Des Weiteren wurden in
Ubereinstimmung mit der Literatur Transkripte v@ata4 Gata6 und Fog2 in allen
Proben nachgewiesénGata5 Transkripte konnten nur sehr schwach wéhrend der
Entwicklung, jedoch nicht im adulten Herzen detetttiverden. Diese Ergebnisse stimmen
Uberein mit vorhergehenden Expressionsanalysenwétichen Gata5 zunachst im
prékardialen Mesoderm und spéater in den Vorhofesh Wentrikeln (E9.5) nachgewiesen
wurde; ab dem Embronalstadium E12.5 war @atab Expression auf das Endokard
beschrankt®® Im Gegensatz zGata4 und Gatag deren Expression im adulten Herz und
in den HL-1 Kardiomyozyten &ahnlich ist, wirG@ata5 in den HL-1 Zellen sehr stark
exprimiert.

Da die Expression vofsata4d Gata6 und Spl nicht aber die voiGata5 mit der
Expression deEpoRGens koinzidieren, wurde in den weiteren Experimerauf Gata4,
Gata6 und Spl als potentielle, dggoR Gen regulierende Transkriptionsfaktoren fokus-

siert.

4.1.4.In vitro und in vivo Studien zur Bindung von Gata-Transkriptionsfaktoren und
Spl am murinerEpoR Promotor
Um zu klaren, ob Gata4, Gata6 und Spl an EleoR Promotor binden, wurden Protein-
DNA-Bindungsstudien durchgefihrt. Hierfur wurde dendung von Kernproteinen aus
HL-1 Kardiomyozyten an 30 bp lange Oligonukleotideslche entweder die GATA- oder
die GC-Box umfassende Bereiche dgsoR Promotors enthielten, mittels EMSA unter-
sucht. Hierfur wurden die Oligonukleotide mit dererKextrakten, Kompetitor-Oligo-
nukleotiden und spezifischen, gegen die jeweilieanskriptionsfaktoren gerichteten,
Antikérpern inkubiert. Die Kompetitor-Oligonuklede enthielten entweder diEpoR
Promotor Wildtyp-Sequenz oder eine mutierte GATAziBhungsweise GC-Box. Die
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DNA-ProteinKomplexe wurderin einem 5%igem nativeRolyacrylamidgel aigetrennt
und mittels Autoadiographie sichtbar gema.
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Abbildung 12. In vitro Bindungsstudien von Gata4 und Sp an den minimalen EpoR Promotor. (A)
EMSA mit GATA-Box-Oligonukleotid nt-74/-45). (B) EMSA mit GC-Box©Oligonukleotid nt-44/-14).
Beide Oligonukleotidewurden mit**P gelabelt und anschlieBend mit HLKernextrakten inkubier
Experimente mit wildtyp (wt) oder mutierten (mutpipetitoren identifizierten einen GA™- bzw. GC-Box
spezifischershift (*) Gata4 und Spl spezifiscisupershifts Dartiber hinaus hebt die Zugabe eines G
Antikdrpers den Spshift auf.

Wie die Abbildung 12 zeigt, konnten durch eine Katmon mit mutierten Olig-
nukleotiden GATA-und G(-Box spezifische Protein-DNAomplexe(shifts)identifiziert
werden. Durch die Zugabe von Antikérpern wurde dtegt dass Gata4 und Spl, ni
aber Gata6, an die GAT- beziehungsweise GBex binden. Interessanweise konnte
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der Spl spezifischshift durch Zugabe des Gata4 Antikdrpers aufgehobenemerdies
deutet darauf hin, das Sp1 und Gata4 direkt miteleainteragieren und die Sp1 Bindung
an die GC-Box von Gata4 abhangig ist (Abbildund3}2

Weiterhin wurde Uberpruft, ob Gata4 und Spl aachivo an denEpoRPromotor
binden. Hierfir wurde eine Chromatinimmunoprazipia von frisch isolierten Kardio-
myozyten aus ca. 10 Wochen alten mannlichen C57BldGsen durchgefihrt. Es wurden
Antikorper gegen die von TRANSFAC annotierten Tkaipgionsfaktoren oder gegen
Kofaktoren von Gata-Transkriptionsfaktoren gewéhMach der Reinigung der
prazipitierten DNA Fragmente wurde dEpoR Promotor mit Primern, die den Bereich
von -168 bis +161 bp relativ zum Transkriptiongstanfassen (Abbildung 13 A), ampli-
fiziert.

Die Abbildung 13 B zeigt, dass Gata4 und Spl imgren Kardiomyozyten an den
EpoR Promotor binden. In der Probe mit Gata6-koprazpdér DNA wurde delEpoR
Promotor nur sehr schwach amplifiziert; der Vergtezur Amplifikation mit denGapdh
Promotor weist darauf hin, dass es sich um eineripches Hintergrundsignal handelt.

Zusatzlich zu den Antikdrpern gegen Gata-Transkmsfaktoren und Spl wurden
Antikorper gegen weitere durch TRANSFAC annotie(tgl. 4.1.1.) Transkriptions-
faktoren oder Gata-Interaktionspartner eingesebat. zeigen YY1 und p300, beides
ubiquitar exprimierte Faktoren, welche mit Gatadeliagieren kénnen, ebenfalls eine
deutliche Bindung®® 2% 2% 2"Ejne Bindung an defEpoR Promotor wurde auch fiir
Nkx2.5, einem herzspezifischen Transkriptionsfakteelcher mit Gata4 interagieren
kann, nachgewieseff> 2% 2% 0g2, ein gut charakterisierter Kofaktor von Gata4*0-243
bindet nicht an deEpoRPromotor. USF1 und USF2, zwei ubiqitar exprimidfektoren
mit Leucin Zipper-Domanen, binden ebenfalls an BpoR Promotor und kénnten dabei
als Homo- oder Heterodimere vorlieg€h.Demgegeniiber binden Smad3 und StaitbA
vivo nicht amEpoR Promotor Die Prazipitate der Antikdrper gegen RNA PolymerHse
(RNA Pol 1l) und acetyliertes Histon3 (AcH3) dientals Positivkontrolle. Um die
Spezifitat des Gata4 Signals zu Uberprifen, wundeyet charakterisierter Promotor ohne
GATA-Box, derGapdhPromotor (+8 bis +343), amplifizielt: ***Das Sp1 Signal kann
durch das Vorhandensein zweier GC-BoxerGapdhPromotor erklart werden.
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Abbildung 13. In vivo Bindungsstudien von Transkriptionsfaktoren an den EpoR Promotor im
priméren Herzgewebe. (A)Lage derfEpoRPromotor umfassenden Prim&ie Trankriptionsstartstelle ist
mit einem Pfeil, die 5° UTRnit einerweien Box und Exon 1 mit eineschwarze Box dargestellt(B)
Chromatinimmunoprazipitatio-Assays wurden mit primaren Kardiomyozyten aus 10chéo alter
mannlichen C57BL/6 Mausen und den andenen Antikérpern durchgefiihrt. Die pipitierte DNA
wurde anschlieRend miEpoR Promoto-spezifischen Primern amfifiiert. Als Kontrolle fur die Spezifité
des Gata4 Signals diente dGapdh Promotor. Die Fotografie des Agargsts wurde zur bessel

Visualisierung der PCRrodukte invertiert

Die Ergebnisse der Bindungsstuderlauben den Riuckschlystass Gata4 und S|
sowohlin vitro (EMSA) als auc! in vivo (ChIP) an den murineBpoF Promotor binden.
Zudem zeigen die ChIP Experimente, dass weiteraskrgptionsfaktoren (YY1, Nkx2.t
USF1 und USF2) undie Acetyltransferase p3 an derEpoRRegulation beteiligt €n
konnen. Im weiteren Verlauder Arbeit wurde auf die Transkriptidaktoren Gata4 un

Sp1l fokussiert.
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4.1.5. Einfluss ektopisch exprimierter Transkriptionsfaktoren auf die endogen&poR
Expression

Um im Anschluss an die Bindungsstudien auch di&tfanelle Relevanz von Gata4 und

Spl amEpoR Promotor nachzuweisen, wurden beide Transkriptadtsren in HL-1

Zellen transient tiberexprimiert. Hierfiir wurden tiberexpressionsvektoren einzeln oder

in Kombination in HL-1 Kardiomyozyten transfizieflach 48 Stunden wurde aus den

Zellen RNA isoliert und die endogemoR Expression mittels Real-time PCR quantifi-

ziert.
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Abbildung 14. Einfluss von Gata4, Gata6 sowie Sp1dgrexpression auf die endogenEpoR Expression.
Gata4, Gata6 oder Sp1 wurden in HL-1 Zellen trarigiberexprimiert. Nach 48 Stunden wurde RNA aus de
Zellen isoliert und dieepoRExpression mittels Real-time PCR quantifizierte BpoRWerte wurden mip-
Aktin abgeglichen (n = 3; *p < 0.05).

Wie die Grafik in Abbildung 14 zeigt, konnte nurrdin eine Uberexpression von
Gata4, nicht aber von Gata6 oder Spl, die endogpo®& Expression signifikant um das
3-fache (£ 0.8; p < 0.05) gesteigert werden. Dienkmation von Gata4 oder Gata6 mit
Spl ergab keine additiven Effekte auf BroRmMRNA-Level.

Derzeit kommerziell erhaltliche EpoR Antikérper (&a Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA; R&D Systems, Minneapolis, MBSA; Nordic Biosite, Taby,

Schweden und Upstate, Billerica, MN, USA) reagietgrspezifisch, zum Beispiel mit
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Hsp70°%" 8 2> Amgen Inc. (Thousands Oaks, CA, USA) hat im Jat@926inenmono-
klonalen EpoRsensitiven Antikorper entwickelt, dderzeitanderen Arbeitsgruppen nic
zur Verfiigung steht™® Aus diesem Grunmusste in der gesamteigenen Arbe auf den
Nachweis des EpoR auf Protebene durch Westernd, FACS oder Immunhistochen

verzichtet werden.

4.1.6. Einfluss vonGatadund Sp1siRNA auf die EpoR Expressionin HL -1
Kardiomyozyten

Um den Einfluss von Gata4 und Spl auf die endoEpoRExpression zispezifizieren,

wurde die siRNA Technologie genutzmit der die Proteiexpressio beider Transkrip-

tionsfakoren supprimiert werden sol. Fir den Gataknockdowrnwurden HL-1 Zellen

mit Gata4 oder als Kontrolle mi scrambledsiRNA Duplexenunter Verwendung vc

Lipofectamin transfiziertAus Grinden der Verfugbarkeit wurdgmort hairpin Vektoren

231 Diese wurden

mit einerscrambledoder Spl Sequenz fur den SKinockdowngenutzi
ebenfalls in HL1 Zellen transfiziert. Nacl48 Stunden wurde®NA beziehungsweise
Proteine isoliert und hingntlich derEpoRmMRNA sowieder Gata4 und Spl Proteinle

untersucht (Abbildung 15)

EsiScram
100 - OsiRNA

| siScran
SIRNA

Gatad | ==

80 - ok *

B-AKtin | se— s

Spl [ ™=

C, MRNA/ C, B-Aktin [%]
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o
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Gata4 Spl

Abbildung 15. Einfluss einer Gata4 oder Spl Suppreson auf die endogenEpok Expression in HL-1
Kardiomyozyten. HL-1 Zellen wurden entweder nGata4siRNA Duplexen oder eineiSp1 short hairpin
Vektor transfiziert(A) QuantitativeReal-time PCR Analyse d€ata4 oder Splknockdow Experimente.
Die EpoRWerte wurden miB-Aktin abgeglichen (n = 3; **p < 0.01; *p < 0.059B) Nachweis des Gata4

und Spilknockdownsnittels Western Blot Analys@-Aktin diente als Ladekontrolle.
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Die quantitative Real-time PCR ergab, dass im \&chl zu denscrambled
Kontrollen dieEpoRExpression durch einen GatkAdockdownrsignifikant auf 63 £ 5.5%
(p < 0.01), beziehungsweise durch einen paéckdownauf 62 + 12.6% (p < 0.05)
reduziert wurde (Abbildung 15 A). Parallel zu denadysen deEpoRExpression wurde
die Suppression der Transkriptionsfaktoren dokurmegntDie Western Blot Analysen in
Abbildung 15 B zeigen, dass die Suppression sowohlGata4 als auch von Spl erfolg-

reich war.

4.1.7. Verifizierung der EpoR Regulation in transgenen Mausen mit induzierbarer
short hairpin RNA gegenGata4

Um den Einfluss der Gata4 Suppression aufEpeR Expressionn vivo zu verifizieren,
standen transgene Mause zur Verfuglimjese Mause besitzen ein stabil integriertes,
mittels Doxyzyklin induzierbareshort hairpin RNA (shRNA) Konstrukt gegekGatad

Bei diesem ,Tet-on“-System befindet sich das Transgnter der Kontrolle des H1-
Promotors, welcher die Operatorsequenz des TetiaAgkpressorelements (TetR)
besitzt, diesen bindet und so die Transkription Bessgens verhindert. Die Expression
derGata4shRNA wurde durch die Gabe von 20 mg Doxyzyklinimhkwasser induziert.
Doxyzyklin bindet den TetR und bewirkt eine Konf@tionséanderung, so dass dieser sich
vom Promotor |6st und di@ata4 shRNA transkribiert werden kann. 38 Tage nach Begi
der Induktion wurden sowohl die transgenen als aliehDoxyzyklin-behandelten FvB-
Wildtyp-Mause getétet und das Herzgewebe hinsaintier Gata4 und EpoR mRNA-
Level mittels Real-time PCR untersucht. Dieser rAein war zuvor als optimales
Zeitintervall firr die Induktion der Gata4 Suppressidentifiziert worderf.

Abbildung 16 A zeigt, dass 38 Tage nach der Indwkiler Gata4 shRNA das
Gata4mRNA Level im Myokard signifikant auf 10 + 4.5%gaken ist (p < 0.01). Diese
Gata4 Suppression wurde mittels Western Blot Areadyauf Proteinebene bestatigt (Ab-
bildung 16 B)* Parallel zur Gata4 Suppression sank im Vergleichien Kontrolltieren

auch dieEpoRExpression signifikant auf 18.4 + 10.1% des Auggarertes (p < 0.05).
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Abbildung 16. Abnahme der EpoR mRNA Expression im Herz von transgenen Mausen mishort
hairpin RNA gegenGata4d Den Mausmutanten mit einem stabil integrierten Drykjin-induzierbaren
Gata4 shRNA Konstrukt oder Wildtyp-Mausen wurde tber B8ge 20 mg Doxyzyklin/ml Trinkwasser
verabreicht.(A) Quantitative Real-time PCR der kardial&ata4 und EpoR mRNA Level. Alle Proben
wurden mits-Aktin abgeglichen (n = 4; **p < 0.01; *p < 0.0%B) Nachweis des Gatddockdownsnittels
Western Blot Analysep-Aktin diente als Ladekontrolle. Dieser Teil der tAldung wurde auch in der

Originalarbeit der Mausmutante verwendet.

Die Ergebnisse aus den Uberexpressions- kmmtkdownExperimenten belegen,
dass Spl und Gata4 fur die Transaktivierung EiesR Promotors von Bedeutung sind.
Ferner zeigen dién vivo Studien, dass Gata4 auch im lebenden OrganisneuEpiiR

Genexpression reguliert.

4.2. Veranderungen der kardialenEpoR Regulation bei Doxorubicin-

induzierter Kardiomyopathie und unter Hypoxie
Die vorhergehenden Ergebnisse zeigen, dass neldemeanTranskriptionsfaktoren Gata4
und Spl an den proximal&poRPromotor binden und im gesunden Herzen die trgmskr
tionelle Aktivierung de€poRvermitteln. Im weiteren Verlauf der Studie soliie Modu-
lation der kardialefepoR Genregulation in Krankheitsmodellen evaluiert vegrdHierfur
wurden die Doxorubicin-induzierte Kardiomyopathigelche mit einer Depletion von
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Gata4 assoziiert ist, und eine hypoxische SchadignnHL-1 Kardiomyozyten ndher

untersucht.

4.2.1.EpoR Expression in Doxorubicin-induzierter Kardiomyopathie

Doxorubicin ist ein Daunorubicin-Derivat und gehpur Stoffklasse der Anthrazykline. In
der Klinik kommt Doxorubicin als Chemotherapeutikurar Behandlung von soliden
Tumoren und Leukdmien zum Einsatz, wobei die Anveankkit durch die Kardiotoxizitat
des Stoffes limitiert ist: Patienten entwickeln figieine Kardiomyopathie, welche mit
einer Atrophie und Degeneration des Herzgewebdwggeht und in einer Myokardfibrose
minde” Im Mausmodell wurde nachgewiesen, dass die Doxcrumduzierte
Kardiomyopathie mit einem dramatischen Verlust ®Gata4 Protein in den Kardio-
myozyten assoziiert i&f. Fiir dieEpoRPromotor Regulation ist das Modell der Doxorubi-
cin-induzierten Kardiomyopathie aufgrund dieser adatDepletion von Interesse. In
publizierten Arbeiten wurde gezeigt, dass rEpoReorubicin-vermittelte Depletion von
Gata4 verhindert und das EpoR Proteinlevel unvendrigeibt®’ In der eigenen Arbeit
wurde das Modell der Doxorubicin-induzierten Kardywmpathie genutzt, um den Verlauf
der EpoR und Gata4 Expression nach der Gabe von Doxorubicin zu untéen. Dafir
wurde 10 Wochen alten ménnlichen C57BL/6 Mausem@kg Kérpergewicht Doxorubi-
cin-Hydrochlorid intraperitoneal injiziert. Der Koollgruppe wurde das aquivalente
Volumen einer 0.9%igen NaCl-Losung i.p. verabreidch 24 Stunden oder 5 Tagen
wurden die Mause getdtet, RNA und Protein aus demzdgeweben extrahiert und
quantitative Real-time PCR beziehungsweise We&knhAnalysen durchgefinhrt.

24 Stunden nach der Doxorubicin-Injektion nahm @ea4 Proteinkonzentration
sehr stark ab, erreichte aber nach 5 Tagen wiadeNigeau wie in den Kontrolltieren
(Abbildung 17 A). Dagegen wurden weder Gata6 nopid 8n Verlauf der 5 Tage
moduliert. Parallel zur Gata4 Depletion nach 24n8&n sank auch diépoR Expression
signifikant auf 19 + 13% des Ausgangswertes (p04.)).stieg jedoch nach 5 Tagen wieder
signifikant (x 51%; p < 0.01) auf das Ausgangsnivea (Abbildung 17 B). Interessanter-
weise scheint die Gata4 Regeneration auf eine igesieGatad4 Expression zurtickzu-
fuhren zu sein: wahrend diese nach 24 Stunden @ndert blieb, stieg sie nach 5 Tagen
hochsignifikant um das 4-fache an (x 95%; p < 0)0@ie Kardiomyozyten wirken der
Depletion des Gata4 Proteins offensichtlich duncer® endogenen Regulationsmechanis-
mus entgegen.
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Abbildung 17. Gata4 Depletion unc Regeneration sowie korrespondierend&atas und EpoR Express-

ion bei Doxorubicin-induzierter Kardiomyopathie in C57BL/6 Mausen. Durch eine intrperitoneale
Injektion von 15 mg/kg KdrpergewiciDoxorubicinHydrochlorid wurde in 10 Wochen alten miichen

C57BL/6 Mausen eine Kardiomyopathie induziert. &m Hontrollgruppe wurde das gleiche lumen 0.9%
NaCl-Lésung injiziert(A) Western Blot Analysen von Gata4, Gata6 und Splt@dden und 5 age nach
Doxorubicin-Injektion.B-Tubulin diente als Ladekontroll(B) Quantitative Realime PCR Analyse der
Gata4 und EpoRExpressionGataZ und EpoRwurden mits-Aktin abgeglichen (Kontrol: n = 6; 24 h: n =
6; 5 Tage: n = 3***p < 0.001; **p < 0.01).

Gata4 und Gata6wden oft als sich gegenseitig ersetzemdaskriptionsfaktoren
diskutiert, da sieum Teil identisch Zielgene besitzerAllerdings binden beide Faktor
mit unterschiedlicher Affinitat an deren Promen!’* ¢ 24’Da aber in diesem Mode
die EpoR Expressionlediglich mit dem Gatd Level korreliert, lasst sit schlussfolgern,
dass die GatadDepletion im Hinblick auf dieEpoR Expression nichtdurch Gata6
kompensiert wird. [2ses Ergebnis ist mit den DI-Bindungsstuen sowie der
ektopischerGata6Expression kongruent (Abbildungen 12, 13 und

4.2.2. KardialeEpoR Regulation unter Hypoxie

Zahlreichein vitro undin vivc Studienbelegen die Relevanz des Epo/EpoR Systbei
kardialer Ischamie und Reperfusionsschadi. Ziel der folgenderExperiment war es
deshalb, digviechanismen d EpoRRegulation in hypoxischen HLHardiomyozyterzu

charakterisieren.
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4.2.2.1.Stimulation der endogenerEpoR Expression in HL-1 Kardiomyozyten durch
Hypoxie

Zunachst wurdeuntersucht, ob dicEpoR Expressionin Kardiomyozyte unterin vitro

Bedingungen durchlypoxie gesteigert ird. Hierfir wurden HL-1Zellen fir 24 Stunde

einer Hypoxie (1% ¢ ausgeset: Die endogen&poRExpressiorwurdemittels quantita-

tiver Real-timePCR untersuc (Abbildung 18).
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Abbildung 18. Einfluss von Hypoxie auf die EpoR Expression in HL-1 Kardiomyozyten. (A) HL-1

Zellen wurden 24 Stunden einer Hypoxie (1%) ausgesetzt. Die Effekte auf die endogEpoREXxpression
wurden mittels Rediime PCR quantifiziert. DiEpoRWerte wurden miB-Aktinabgeglichen. (n = 3; ***p «
0.001).(B) Gata4 und Sp1Expression unter Normoxie (N) und Hypoxie (H). Assitivkontrole fur die
Hypoxie diente die gesteigertéegf Expressionf3-Aktindiente als PCR-adekontroll. (C) Korrespondier-
ende Western Blot Analysen von Gata4, Gata'®’] und Sp1. RAktin diente als Ladekontrolle

Abbildung 18 A zeigt, dass im Vergleich zu KonteslldieEpoF Expression unter
hypoxischen Bedingungesignifikant um das 4-fache (8.69; p < 0.001) anstieg. A
Positivkontrolle fur die Hypoxie diente diVegf Expression, welche nach 24 Stunc

erwartungsgeman stark anstieg (Abbildung 1€

Um zu prifen, ob der Anstieg (
EpoR mRNA unter hypoxischen Bedingungen mit einer gesteigeEapression de
positiv regulieenden Transkriptionsfaktoren Gata4 und Spl korteliewurde dere

Expression analysiert. Wie Abbildung B zeigt, andert sich das pressionsmuster
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beider Faktoren unter Hypoxie jedoch nicht. WestBlot Analysen zeigten, dass die
Proteinkonzentrationen von Gata4 und Spl unter kigptatséachlich leicht abnehmen
(Abbildung 18 C). Da die Bindungsaktivitat und daansaktivierungspotential von Gata4
unter anderem durch Phosphorylierung modifizientdsa, wurde der Phosphorylierungs-
status von Gata4 am Serin 105, einer zentralenpPbodierungsstelle, welche sowohl
DNA-Bindung als auch Aktivierung und Stabilitdt démoteins beeinflusst, mittels
Western Blot untersucht?** **Wie die Abbildung 18 C zeigt, ist das Chemilumizresse-
Signal der Hypoxie-Probe deutlich geringer, wasr adogf die Abnahme des Gesamt-
proteins unter Hypoxie zurtickzufiihren ist.

Die Ergebnisse zeigen, dass der Hypoxie-induzignstieg der endogendapoR
Expression weder auf eine gesteigerte Expressiopatgtiv regulierenden Transkriptions-
faktoren Gata4 und Spl noch auf eine ausgepréagtesphorylierung von Gata4 am Serin
105 zurtckzufuhren ist. Dies fuhrte zu der Schhigsfrung, dass andere Mechanismen fur

die gesteigert&poREXxpression unter Hypoxie verantwortlich sind.

4.2.2.2. Simulation einer hypoxischen Stimulationutch den PHD-Inhibitor
L-Mimosin

Ein zentraler Faktor fur die Vermittlung einer Hwo®induzierten Genregulation ist der
Transkriptionsfaktorkomplex HIFhgpoxia inducible factgr Die Expression zahlreicher
Gene wie zum Beispiel von Erythropoietvegfund glykolytischer Enzyme wird unter
Hypoxie durch das Aktivierungspotential des HIF-K@axes verstarkt> 248

Um zu Uberprifen, ob der Anstieg der endogeE@oR Expression in HL-1
Kardiomyozyten durch den HIF-Komplex vermittelt djirwurde ein Prolylhydroxylasen
(PHD)-Inhibitor eingesetzt. Durch eine InhibitioerdProlylhydroxylasen werden die
Untereinheiten von HIF auch unter Normoxie nichthmabgebaut, was zum Aufbau des
vollstandigen, transkriptionell aktiven HIF-Kompkscausu- und B-Untereinheiten fuhrt.
Als Inhibitor der Prolylhydroxylasen wurde L-Mimasverwendet. Dieses 2-Oxoglutarat-
Analogon konkurriert mit dem eigentlichen Substrat das Eisenion im aktiven Zentrum
des Enzyms und verhindert so die Hydroxylierungtdiéfa-Untereinheiterf**** Fur den
Assay wurden HL-1 Zellen fur 24 Stunden mit L-Mirmog einer Konzentration von 800
UM unter Normoxie kultiviert. Als Kontrolle wurdexlie Zellen mit dem gleichen
Volumen 0.1 N HCI behandelt. AnschlieRend wurde Rédarahiert und die endogene
EpoR Expression mittels Real-time PCR quantifiziert pAdung 19 A). Parallel zu den
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PCR-Analyen wurden Weste Blots mit HIFla-spezifischen Ankorpern durchgefihr
um die Stabilisierung der Ha-Untereinheiten durch Mimosin auf Proteiebene

nachzuweisen (Abbildung 19 |
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Abbildung 19. Einfluss des PHI-Inhibitors L-Mimosin auf die EpoR Expression in HL-1 Kardiomyo-
zyten. HL-1 Zellen wurden fur 24 Stunden mit-Mimosin (L-Mim) oder als Kontrolle mit gleichel
Volumen 0.1 N HCI unter Normoxie inkubie(A) Die Effekte auf die endogertgpoF Expression wurden
mittels Realtime PCR quantifiziert und mR-Aktin abgeglichen (= 4; **p < 0.01) (B) HIF1lo-Western
Blot zur Kontrolle der LMimosin-BehandlungB-Aktin diente als Ladekontroll€C) VegfExpression in L-
Mimosin behandelten Kardioyozyten und in Kontrollen3-Aktindiente als PCR-adekontrolle

Wie die Abbildung 19 A zeigt, stieg die endogeEpoR Expression unter -
Mimosin um das 2-fachsignifikantan (£ 0.4; p < 0.01)rerner zeigt der Western Blot
Abbildung 19 C, dass die Prolylhydroxylasen durc-Mimosin erfolgreich inhibier
wurden und ds Level de HIFlo-Untereinheit deutlich gestggrt war. Allerdings wirc
unter 1% Sauerstoff ein@dlere Konzentration an HIKomplexen erreicl als durch die
Inhibition allein.Als Positivkontrolleftr die Funktionalitat der HIRomplexe wurdeVegf
amgifiziert, dessen Expression erwartugemal deutlich gesteigert wurde (Abbildung
C).252

Die Ergebnisserlauben die Schlussfolgert, dass die $nulation der endogeen

EpoRExpression direkt oder indirekt durden HIF-Komplexvermitteltwird.
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4.2.2.3. Identifizierung Hypoxie-induzierbarer DNA-Doméanen imEpoR Genlocus

Die vorhergehenden Daten flhrten zu der Hypothiesss die gesteigerEgpoREXpression
unter Hypoxie durch den HIF-Komplex vermittelt wirba HIF-Transkriptionsfaktoren
ihre transkriptionelle Aktivierung durch Bindung dashypoxia responsiElemente (HRE)
entfalteri, sollten nachfolgend die DNA-Bereiche, welche idigoxie-Antwort desEpoR
Gens vermitteln, identifiziert werden.

Vorhergehende Reportergenanalysen unter Normadée Blypoxie zeigten, dass
sich im Promotor bis -4900 bppstreamkeine Hypoxie-induzierbaren DNA-Bereiche
befinden (Daten nicht gezeigt). Da in h&dmatopaieesn und nicht-hdmatopoietischen
Zellen DNasel hypersensitive DNA-Bereiche auch irsten Intron identifiziert wurden
(Abbildung 4), wurde bei der Suche nach Hypoxiediidrbaren DNA-Bereichen als
nachstes auf diesen Bereich fokussletf? Eine erste Sequenzanalyse ergab, dass der
intronische Bereich mehref@ore-Konsensus-Sequenzen des HRE enthélt. Daher wurden
das erste Intron (+261 bis +1240) depoR Genlocus aus genomischer HL-1 DNA
amplifiziert und in den pGL3romoterVektor kloniert. Dieses Plasmid enthalt einen
minimalen SV40-Promotor und eignet sich daher gutAnalyse von DNA-Elementen,
welche selbst keine Promotoraktivitat vermittelrasDKonstrukt wurde anschlie3end in
Reportergenanalysen unter Normoxie und Hypoxie sgiette Dieses Experiment zeigte,
dass die Luziferaseaktivitat des Konstrukts untgpdxie signifikant gesteigert wird und
folglich Hypoxie-relevante DNA-Bereiche enthélt tPa ebenfalls nicht gezeigt). Daher
wurden im Folgenden Mutationsanalysen durchgefilnm, die entsprechenden regula-
torischen DNA-Motive innerhalb des Introns zu idinieren.

4.2.2.4. Vergleichende Sequenzanalyse des erstetitdns vom EpoRGen

Da regulatorische DNA-Sequenzen zwischen einzeBweries oft konserviert sind, war
es das Ziel der vergleichenden Sequenzanalyse pdatientiell regulatorischen DNA-
Bereiche und Motive im ersten Intron degoRGens naher einzugrenzen. Hierfir wurden
die Sequenzen des murinen und humakeoR Introns mittels BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool; http://blast.ncbi.nim.nihnvgdlast.cgi) verglichen (Abbildung 20).
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ETS GC-Box HRE GATA
(Nt +874/+876) (Nt +883/+889(nt +893/+896)  (nt +905/+908)

murin +871 GGAGGAGGAAGGEG CGCCEGECGACACGGT TGECCCTATCGGEG
human +694 GGT GGAGGGAGGGAGECGEEEEGECACCGT TGECGCTATCGGT

GATA
(+937/+940)
murin GGACAGCCGGEGT GCCTGCGGGAACCGATAGGAGGCCGAGTITC
human TG - - GCCGGGGAGCCTGCCGEEECCGATAGEGEGEECCCECCTC
CACCC-Motiv
(+ 968/+972)
murin TCTGCGCTCACACACACCCGC +974
human TCCGCACACACCCCCAGCCGEC +795

Abbildung 20. Konservierte DNA-Bereiche im ersten mtron des murinen und humanenEpoR Gens.
Der konservierte DNA-Bereich erstreckt sich im men EpoR Intron tUber 104 bp (von +871 bis +974),
beim Menschen tber 102 bp (von +694 bis +795). pientiellen Bindungsmotive sind rot markiert; die

Zahlen geben deren Position relativ zum Transkniyststart wieder.

Die Analyse ergab, dass sich innerhalb des ersteonk ein konservierter Bereich
befindet, welcher teilweise dem in h&matopoietiact#ellen identifizierten DNasel
hypersensitiven Enhancer entsprithit.Zu den potentiellen Transkriptionsfaktorbinde-
stellen, welche in diesem Zusammenhang beschrigheden, gehtéren zwei GATA-
Boxen (+905/+908 und +937/+940), ein ETS-Motiv (48876), eine GC-Box
(+883/+889) und ein CACCC-Motiv (+ 968/+972f.Der homologe Bereich umfasst diese
bereits charakterisierten Motive. Ferner befindeh snteressanterweise ein konserviertes

hypoxia response elemgitRE) zwischen der GC- und GATA-Box.

4.2.2.5. Funktionelle Relevanz der intronischen DNMotive flr die hypoxische

Induktion derEpoR Expression
Ziel war es nun, die funktionelle Relevanz der htwgen DNA-Motive nachzuweisen.
Dafur wurden die in Abbildung 20 A dargestellten G®Boxen, das HRE, das ETS-
Motiv sowie die GC-Box durch ortsgerichtete Mutages substituiert. Die aus der Muta-
genese resultierenden Plasmide (Abbildung 21 Ademiranalog zu den vorhergehenden
Reportergenassays transfiziert; anschlieRend wudienZellen fur 24 Stunden unter

Normoxie oder Hypoxie Kkultiviert. Die Ergebnisser dBReportergenassays sind in
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Abbildung 21 B dargestellt. Die Luziferaseaktivitdes unmutierten EpoRIntronl
Konstrukts unter Normoxie wurde gleich 100% gesetzt
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Abbildung 21. Mutationsanalysen de€poR Introns unter Normoxie und Hypoxie. (A) Im ersten Intron
des EpoR wurden potentielle Bindungsstellen fiir Transkopsfaktoren mutiert (mit einem roten Kreuz
markiert). (B) HL-1 Kardiomyozyten wurden mit diesen Plasmideansfiziert und fir 24 Stunden unter
Normoxie oder Hypoxie kultiviert. Die relativen lhiteinheiten deffirefly Luziferase wurden gegen die
jeweiligen Renilla Luziferaseaktivitdten und Proteinkonzentrationbgeglichen (n = 3; **p < 0.01, *p <
0.05).

Die Luziferaseaktivitat des KonstruktsEmoRIntronl lasst sich unter Hypoxie
signifikant auf das 2-fache (+ 16%; p < 0.01) stienen. Durch die Mutationen des ETS-
Motivs oder der GC-Box sinken unter Normoxie dieziferaseaktivititen moderat, aber

nicht signifikant auf 74.5 + 9.4% beziehungsweide37 4.7%. Unter Hypoxie lasst sich
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die Luziferaseaktivitat beider Konstrukte jedochngiikant auf 131.4 + 8.9% und 117.7 *
5.4% steigern (p < 0.001). Im Gegensatz dazu fdiertMutation deshypoxia response
elementaunter Normoxie zu einer signifikanten Reduktiom deziferaseaktivitat auf 51 +
9.8% (p < 0.05). Ferner sind die Luziferaseakttemddes Konstrukts mit mutiertem HRE
unter Normoxie und Hypoxie &hnlich. Daraus lassh sichlussfolgern, dass das HRE fur
eine Induktion des intronischen Enhancer-ElememiteruHypoxie essentiell ist. Die
Mutation der GATA-Box +905/+908 fuihrte unter Norn@xu einer moderaten, jedoch
nicht signifikanten Reduktion der Luziferaseak&viauf 73.8 + 6.3%. Unter hypoxischen
Bedingungen lasst sich die Luziferaseaktivitat Hesstrukts nicht relevant stimulieren
(108.3 = 9.3%). Durch die Mutation der weitdownstreamliegenden GATA-Box
(+937/+940) nahm die Luziferaseaktivitat bereits¢eurNormoxie signifikant auf 21.2 +
4.7% ab (p < 0.01). Ahnlich wie bei der Mutatiorsd¢RE konnte auch hier das mutierte
Konstrukt durch Hypoxie nicht stimuliert werden.

Die Ergebnisse der Reportergenassays zeigen, dasdlem das HRE sowie eine
der beiden GATA-Boxen (+937/+940) sowohl fir dasn&aktivierungspotential unter

Normoxie als auch fur die Induktion deEpoRGens unter Hypoxie relevant sind.

4.3. Untersuchungen zur myokardialerEpo Genregulation

Im Kontext der kardioprotektiven Effekte von ESA isneben der EpoR Biologie - das
Verstandnis der Genregulation von endogenépo von grof3er Bedeutung. Bislang
publizierte Daten zurEpo Expression in Kardiomyozyten sind allerdings zurail T
widerspruchlich: Wahrend im humanen embryonalenzetergeringeEpo mRNA-Level
detektiert wurden, gibt es keine Hinweise fur esignifikanteEpo Expression in adulten
Kardiomyozyterf. Demgegeniiber konnten in tierexperimentellen Studie Epo mRNA-
Expression in Infarktarealen, und mittels ELISA deutlich erhohtes Epo Proteinlevel in
hypoxie-konditioniertem Herzgewebe nachgewieserdergt” * Im Rahmen dieser Arbeit
wurde deshalb auch die myokardi&lgo Expression evaluiert.

Das Genexpressionsprofil in Abbildung 11 zeigtssi&Bpo Transkripte weder
wahrend der embryonalen Entwicklungstage E13 ur] Bdch postnatal am Tag P1 und
im adulten Herz nachgewiesen werden konnten. AndHLi-1 Zellen liel3 sich keinEpo
MRNA detektieren. Daraus lasst sich schlussfolgdass unter normoxischen Beding-

ungen keine wesentliche Expression Bps Gens in Kardiomyozyten erfolgt.
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4.3.1. Einfluss von Gata-Transkriptionsfaktoren aufdie Epo Expression
In vitro undin vivo Studien zeigen, dass Gata2 und Gata3 in Hepatobgeehungsweise
in der murinen Niere die Expression d&so Gens reprimieref?>?>°Im Gegensatz dazu
aktivieren GATA4 und Wt1(-KTS) di€po Expression in der fetalen Leb&r: % 2'Da
Gata4 in Kardiomyozyten vorhanden ist, war es Zied, Rolle der Gata-Transkriptions-
faktoren, insbesondere von Gata4, fur B Genregulation in HL-1 Kardiomyozyten zu
untersuchen.

Zunachst wurden die GatddhockoutProben (siehe 4.1.6.) mittels quantitativer

Real-time PCR hinsichtlich ihrer endogertgmo Expression untersucht (Abbildung 22).

- 1.5 Abbildung 22. Einfluss einer Gata4 Suppression
% 1 -|- auf die endogeneEpo Expression in HL-1 Kardio-

<2 myozyten. HL-1 Zellen wurden mitGata4 siRNA

L\; Duplexen transfiziert. Effekte auf die endogefygo

UQJ' 0,51 Expression wurden mittels quantitativer Real-time
o 0 PCR analysiert. Digepo Werte wurden mif3-Aktin

_ _ abgeglichen (n = 3).
siScran siGata

Normoxie

Diese Untersuchung ergab, dass Gatad4 keinen Esfawf die endogenEpo
Expression unter Normoxie besitzt. Generell gilt fintersuchungen ddépo mRNA
mittels Real-time PCR, dass der Schwellenwert-ZyKQ) hier relativ hoch liegt (ca. 30-
36 Zyklen), was darauf schlieBen lasst, das verisatiéfRig wenig Transkripte in den
Zellen vorliegen.

Im folgenden Experiment sollte der Effekt allerden HL-1 Zellen exprimierten
Gata-Transkriptionsfaktoren auf die endogé&m® Expression analysiert werden. Wie in
Abbildung 11 gezeigt, exprimiert diese Zellliniebea Gata4 auch Gata5 und Gata6. Des
Weiteren wird Gata2, und zu einem geringen Ausmaf®a® exprimiert. Fur diese
Analysen wurden die HL-1 Zellen fur 2 Stunden nmetrd Gata-Inhibitor K7174 in einer
Konzentration von 20 uM inkubiert und anschliel3&ivd24 Stunden unter Normoxie oder
Hypoxie kultiviert. K7174 ist ein Inhibitor, der @iBindung von Gata-Transkriptions-
faktoren an die GATA-Box hemmt® Die Quantifizierung derEpo mRNA ist in

Abbildung 23 A abgebildet.
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Abbildung 23. Einfluss des Gat-Inhibitors K7174 auf die Epo Expression unter Normoxie und
Hypoxie. HL-1 Zellen wurden miiK7174 behandelt und weitere 24 Stundemer Normoxi (N) und
Hypoxie (H) kultiviert.(A) Effekte auf die endogerEpo Expression wurden mittels quantitair Real-time
PCR analysiertEpo Werte wurden mig-Aktin abgeglichen(n = 5; *p < 0.05; n.s. nicht signifikani(B)
Bestatigung defEpo Realtime PCR mittels R-PCR (33 Zyklen). Als Positivkontrolle fur die K71
Behandlung diente die-MHC Expression.f-Aktin diente als PCR-adekontrolle. Die Fotografien d

Agarosegele wurden zur besseren Visualisierungtieve

Die Ergebnissezeigen, dass in unbehandelten-1 Zellen dieEpo Expression
unter Hypoxie um das fache = 2.9) zunahm. Durch die Zugabe Inhibitors K7174
anderte sich di&po Expression untenormoxischen Bedingungen nic((Abbildung 23 A).
Unter Hypoxie jedoch, stieg dEpo mMRNA-Level um das 23-fachsgnifikani an (x 9.5;
p < 0.05). Dieadditiven Effekte des GeInhibitors unter hypoxischen Bedingunc
konnten darauf hinweisen, dass (-Transkriptionsfaktoremlie hypoxische Induktion d
Epo Expression in Kardiomyozyten inhibieren. CWeiteren wurde die quantitathEpo
Real-time R durch eine konventionelle PCR bestatigt. Dag4 Zielgena-MHC diente
als Positivkontrolle fur die K71-Behandlung der Zelle@Abbildung 23 B).
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4.3.2. Einfluss von DNA-Methylierung auf die kardide Epo Expression

Einige Studien weisen darauf hin, dass die RemesdesEpo Genlocus durch DNA-
Methylierung vermittelt wird. So konnte zum Bespigglzeigt werden, dass in nidBpo-
produzierenden HelLa-Zellen einzelne CpG-Motive imnkotor und alle CpG-Motive in
der 5° UTR methyliert sind, wahrend Bpo-exprimierenden Hep3B Zellen die DNA
ausschlieRlich unmethyliert vorl&% Des Weiteren scheint die Induktion depo Gens
unter Hypoxie von einem unmethylierten HRE abhangig sein. %% %! Ziel der
nachfolgenden Experimente war es deshalb, denusmsfiler DNA-Methylierung auf die
kardiale Epo Genregulation zu untersuchen. Hierfir wurden zhsié&élL-1 Kardiomyo-
zyten fur 48 Stunden mit 5-Aza-2-Deoxycytidin (Aza)einer Konzentration von 2.5 pM
kultiviert. Diese Cytidin-ahnliche Substanz wird wénd der Replikation in den neu
synthetisierten DNA-Strang aufgenommen und hemnthiasen. Im Zuge der Prolifer-
ation kommt es dadurch zu einer Demethylierung DIRA. AnschlieBend wurden die
Zellen fur 24 Stunden unter Normoxie oder Hypoxidtikiert und die endogen&po

Expression quantifiziert (Abbildung 24).

*% Abbildung 24. Einfluss von Demethy-
25 - xk OKontrolle lierung durch 5-Aza-2-Deoxycytidin
=20 - ns 1 m2.5uM Aza (Aza) auf die endogene Epo Expression
< ] in HL-1 Zellen. HL-1 Zellen wurden 48
ZH 15 - |L| Stunden mit Aza behandelt und weitere 24
@) Stunden unter Normoxie oder Hypoxie
é_ 10 | kultiviert. Die Effekte auf die endogene
3_ 5 Epo Expression wurden mittels Real-time
PCR quantifiziert. Epo Werte wurden
0 . gegenp-Aktin abgeglichen. (n = 3; ***p <

Normoxie Hypoxie 0.001; **p < 0.01; n.s. nicht signifikant)

Die Ergebnisse in Abbildung 24 zeigen, dass Meg¢hyhg einen deutlichen Effekt
auf die Epo Expression in HL-1 Kardiomyozyten hat: Sowohl uni#®rmoxie als auch
unter Hypoxie stiegen diepo mRNA-Level durch Demethylierung um das 8-fach& &

p < 0.01) beziehungsweise das 20-fache (x 0.70®&1) signifikant an.
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Da sich aus den Ergebnissen schlussfolgern dass, DNA-Methylierung fur die
Repression degEpo Gens in Kardiomyozyten von Bedeutung ist, wurdeschliel3end
Bisulfitsequenzierungen des murin&po Genlocus in HL-1 Zellen und im priméaren

Herzgewebe durchgefuhrt. Aufgrund von publizierizeten wurde bei diesen Analysen

auf den Promotor, die 5° UTR, sowie den Enhanceted” Stoppcodons fokussiétt;?%*

Abbildung 25 A zeigt einen Ausschnitt dEpo Genlocus von -271 bis +101 relativ zum

Transkriptionsstart mit allen in diesem Bereichdidierten CpG-Motiven.

A

1 2
-271 GACCCCAGGT GECCCCCACCT CTGECGACCCCT CACGCACACACAGCTTCACCCCCACCCC

34 5 6 7 8 9
-210 CACCCGCGCACGCACACATGCTGATAACAT CCCCGACCCCCGRCCGGAGCCACAGT GTCCCGGGACC

10 11 12 1314
-143 AACCCTGGCCGGTGGCTGTGTCTCACT GT GT TCCCGAACGGACCCT TGGCCAGGGCCACCELGTCCC

1516
-76 CACTCTGCCCGCGCCCCCT GGACAGT GACCACT TTCT TCCAGGCTAGT GGGGT GATCTGGCCCTACA

17 18 91 20
-9 GAACT TCOA'ZTGGATGAAGACT TGCAGCGT GGACACT GGCCCAGCCCCEGEGET CEGCTAAGGAGCT CCCG

21 22 23
+ 59 CAGCTAGGCGCGGAGAT GGGEGGT GCCCGGT GAGTACTCACAGG

v
primares Herzgewebﬂmw

HRE

Abbildung 25. Methylierungsanalysen des murinerEpo Genlocus. (A)Sequenz deEpo Genlocus von

-271 bis +101 relativ zum Transkriptionsstart (mibem Pfeil markiert). Die Gata-Box sowie das ATG
Startcodon sind rot hervorgehoben, CpG-Motive gira hinterlegt(B) Ausschnitte aus Chromatogrammen
des 3" Enhancers (+3676 bis +3693 relativ zum Tkriptionsstart). Das HRE ist unterstrichen, das €pG

Motiv mit einem Pfeil markiert. Thymin: rot, Cytasiblau, Guanin: schwarz, Adenin: grin.

Sowohl in HL-1 Zellen als auch in primarem Herzgbweind die CpG-Motive 20-

23 Uberwiegend methyliert. Demgegeniber erschiegngderzgewebe alle anderen CpG-
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Motive des Promotors und der 5 UTR weitestgehamdathyliert, wahrend diese in den
HL-1 Zellen methyliert waren. Schlie3lich wurde déethylierungsstatus des HRE im 3’
Enhancer analysiert (Abbildung 25 B). Im primareew@be lag eine Hemimethylierung
des CpG-Motivs vor. In HL-1 Zellen dagegen, war Nagiv unmethyliert; dieser Befund

ist kongruent mit der hypoxischen Induktion &gy Expression in HL-1 Zellen.
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5. Diskussion

Die molekularen Mechanismen der Regulation EpeRGens in hamatopoietischen Vor-
lAuferzellen und neuronalen Zellen sind nur teibgetharakterisiert. Es ist bekannt, dass
der EpoR Promotor in linienspezifischen erythrozytaren “doferzellen (BFU-E und
CFU-E) durch den hamatopoietischen Transkriptidiefa Gatal und den ubiquitar
exprimierten Transkriptionsfaktor Sp1 aktiviert adr  ***Zudem wurde in friihen hama-
topoietischen Vorlauferzellen (CD117+) die trangkanell aktive SpleiB3variante des
Tumorsuppressors Wt1(-KTS) als positiver Reguliadentifiziert!?” Der EpoRwird aber
auch in nicht-hamatopoietischen Geweben, unterranden zentralen Nervensystem und
dem Herz exprimiert, wo er zahlreiche neuro- bangjsweise kardioprotektive Effekte
von rEpo/ESA vermittelt. Wahrend in der neuronalemorzelllinie NT2 GATA3 und
Spl als positive Regulatoren despoR Gens identifiziert wurden, flhrte eine
Uberexpression oder ekmockdownvon GATA2, -3 oder -4 zu keiner Anderung d@goR
mRNA-Level** **Da die Transkriptionsfaktoren Gatal, Gata2, GataBWt1 nicht von
Kardiomyozyten exprimiert werden, stellte sich Brage, Uber welchen Mechanismus die
EpoR Expression im Herzen reguliert wird. Ziel der Atbear es deshalb, die mole-
kularen Mechanismen der basalen transkriptionelddivierung des EpoR Gens in
Kardiomyozyten zu identifizieren. Weiterhin solitke Modulation in der Doxorubicin-

induzierten Kardiomyopathie sowie unter Hypoxieeusticht werden.

5.1. Transkriptionelle Aktivierung des EpoR Promotors in Kardiomyo-

zyten durch Gata4 und Spl

Als in vitro Modell wurden murine HL-1 Kardiomyozyten gewalbwohl diese Zelllinie
von der atrialen Tumorzelllinie AT-1 abgeleitet war hat sie die morphologischen, bio-
chemischen und elektrophysiologischen MerkmaleKardiomyozyten beibehaltéi? %2
Darlber hinaus besitzen HL-1 Zellen ein sehr &heBcGenexpressionsprofil wie priméare
Kardiomyozyten (personliche Information von Dr.k8ilSperling, Max-Planck-Institut far
Molekulare Genetik, Berlin), zeichnen sich aberctiueine relativ gute Transfizierbarkeit
aus. Auch im Rahmen dieser Studie wurden Expresarmalysen der potentieEpoR
regulierenden Transkriptionsfaktoren im Herzgewelnechgefiuhrt und diese mit dem
Expressionsprofil von HL-1 Kardiomyozyten verglichéAbbildung 11). Die Analyse
zeigte, das&€poR Gatad Gatag Fog2 und Spl mRNA sowohl in den HL-1 Zellen, als
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auch in allen Entwicklungsstadien des murinen Hezexprimiert wird. Fir den Trans-
kriptionsfaktor Gata4 wurde in der Literatur beschrieben, dass dieséMamisembryonen
erstmals ab einem Stadium E7.0 detektiert werdem kand wahrend der weiteren
Kardiogenese und postnatal im Endo- und Myokardieert wird**® Fiir Gataé wurde
ein ahnliches Expressionsprofil wie fi@ata4 beschrieben; so konnt&ata6 mRNA
wahrend der murinen Entwicklung zuné&chst im prélkéded Mesoderm, im Herzschlauch
und im adulten Herzen nachgewiesen werdén’** 1"®je Expressionsanalysen des
Gata-KofaktorsFog2 deckt sich ebenfalls mit der Literafiff. Auffallig in den eigenen
Analysen ist die Expression vdaata5in den HL-1 Zellen.Gata5 wird laut Literatur
zunachst im prakardialen Mesoderm, ab einem Entungsstadium E12.5 nur noch im
Myokard und wahrend der spateren fetalen Entwigklsowie im adulten Herzen
tiberhaupt nicht mehr exprimiert witéf Da allerdings die Expression dEpoRGens mit
der Expression der Transkriptionsfaktor8pl Gata4 und Gata§ nicht aber mit der
Expression vorGata5 koinzidiert, hat dieser Befund fur die eigenen &xmpente keine

Relevanz.

Im Rahmen dieser Studie wurden Gata4 und Spl al$iyio Regulatoren fir die
basale transkriptionelle Aktivierung dé€§poR Promotors unter Normoxie identifiziert.
Diese Schlussfolgerung wird durch zahlreiche Dataerstitzt. Zum einen wurden mittels
Reportergenassays in HL-1 Kardiomyozyten DNA-Bdreiam proximalen Promotor des
EpoR Genlocus identifiziert, welche eine transkriptib@eAktivierung vermitteln. Durch
Mutationen einzelner Bindestellen fiur Transkripttaktoren wurden die GATA-Box, vor
allem aber die GC-Box als essentielle Motive idenért (Abbildung 9 und 10). Zum
anderen belegeim vitro und in vivo Bindungsstudien (EMSA- und ChIP-Experimente)
eine Bindung beider Faktoren an den murigoR Promotor (Abbildung 12 und 13).
Interessanterweise windh vitro durch die Zugabe eines Gata4 Antikorpers auchSgie
Bindung an die GC-Box aufgehoben (Abbildung 12e®legt nahe, dass beide Faktoren
nicht nur funktionell, sondern auch physikalischtemmander interagieren. Die Interaktion
zwischen Gata4 und dem N-terminalen Zinkfinger $@i wurde bereits am Beispiel der
P450c17Genregulation nachgewies&li.Dariiber hinaus scheint die Interaktion mit Sp1
ein generelles Charakteristikum der Gata-Trangkmgftaktoren zu sein, denn auch fiur
Gatal, Gata2, Gata3 und Gata6 wurden physikalistbeaktionen mit Spl gezeigt, und

fur Gata5 und Spl konnte zumindest eine funktien®lechselwirkung nachgewiesen
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werden?®*?** Als Sp1 Interaktionsdomane konnte beispielsweiseGatal der C-termi-
nale Zinkfinger identifiziert werdeff?

Weiterhin zeigerknockdownExperimente mitGata4 siRNA Duplexen undSpl
shRNA Expressionsvektoren, dass die Suppressiofedeiligen Transkriptionsfaktoren
in HL-1 Kardiomyozyten eine signifikante Abnahmer dgooR mMRNA zur Folge hat
(Abbildung 15)?*' Dies beweist, dass beide Faktoren fiir die trapsérielle Aktivierung
desEpoRPromotors in Kardiomyozyten essentiell sind. DseSegebnis steht scheinbar im
Widerspruch zu den Reportergenanalysen, in denam Mutation der GATA-Box nur
einen moderaten, aber nicht signifikanten Rickgdeg Luziferaseaktivitat bewirkte
(Abbildung 10). Dies kénnte jedoch darauf zurtckiwén sein, dass Gata4 sein Trans-
aktivierungspotential hauptsachlich tber die Birglian Spl entfaltet. In diesem Fall
wirde die Interaktion von Gata4 und Spl durch disnmiche Nahe des GATA-Motivs zur
GC-Box begunstigt. Das Vorhandensein einer intak@ATA-Box ist jedoch nicht
Grundvorraussetzung fur die Kooperativitat beidaktbren. Dies wird durch die Reporter-
genassays deutlich, in denen die Mutation der G&K-&ne deutlichere Auswirkung auf
die Luziferaseaktivitat hat als die Mutation desT@AMotivs (Abbildung 10). Ein solches
Phanomen konnte ebenfalls in SL2-Zellen (Schnezdéellen auProsophilg beobachtet
werden, wo trotz fehlender GATA-Box Spl1 noch in Hage ist, Gatal zu rekrutieren. Fur
die transkriptionelle Kooperativitat beider Traripkbnsfaktoren scheint zudem der
Abstand ihrer DNA-Motive ausschlaggebend zu seirisiMsind beide Motive ca. 20 bp
(das entspricht 2 Drehungen der DNA-Helix) vonetementfernt, so dass beide Trans-
kriptionsfaktoren auf einer Seite der DNA-Helix 8en kbnnen und in rdumliche Nahe
zueinander gelangéfi® Auch bei der transkriptionellen Aktivierung de®450c17
Promotors interagieren Gata4 oder Gata6 mit SpleasC-Boxe®

Weiterhin wurden Gata4, Gata6 und Spl einzeln @ddfombination in HL-1
Kardiomyozyten tberexprimiert. Hier fuhrte nur @iktopische Expression von Gata4 zu
einem signifikanten Anstieg d&poRmRNA Level (Abbildung 14). Dies kénnte darauf
zurtckzufiihren sein, das Spl als ubiquitdrer Traptsénsfaktor in HL-1 Zellen relativ
stark exprimiert wird und mit hoher Affinitdt anediGC-Box des proximalen Promotors
bindet. Eine ektopische Expression von Spl hatiesein Fall keine zunehmende trans-
kriptionelle Aktivierung des Promotors zur Folgm Gegensatz dazu ist es mdglich, dass
eine Uberexpression von Gata4 zu einer verstarRekrutierung an Spl und damit zu

einer erhdhten Transkription fuhrt.
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Gata4, Gata5 und Gata6 sind wahrend der Kardicgemesbesondere der Spezifi-
kation des Myokards sowie der Differenzierung zudi@myozyten sich teilweise sub-
stituierende Transkriptionsfaktoréff: 2*’ Dennoch wurden Promotoren identifiziert,
welche Gata4 oder Gata6 mit unterschiedlicher Aftrbinden: wahrend zum Beispiel die
Promotoren vom-MHC und-MHC vorwiegend uber Gata4 reguliert werden, kénnen die
Promotoren vonANP und BNP in gleichem MalRe von Gata4 oder Gata6 aktiviert
werden'™* Der EpoR Promotor wird offensichtlich nur durch Gata4, nicber durch
Gata5 oder Gata6, aktiviert. Diese Schlussfolgerwigl durch mehrere Ergebnisse
gestutzt: wedein vitro noch in intakten Kardiomyozyten konnte eine Binglwon Gata6
an denEpoRPromotor nachgewiesen werden (Abbildung 12 und AGRerdem nahm das
EpoRmMRNA-Level inGata4d knockdowrExperimenten signifikant ab (Abbildung 15). Da
HL-1 Zellen aber sowohGata5 als auchGata6 exprimieren (Abbildung 11), kann man
davon ausgehen, dass diese Transkriptionsfaktaridtad knockdownnicht kompen-
sieren. Dieser Sachverhalt wurde durch die Anatyaesgener Mause mit induzierbarer
Gata4 short hairpinRNA (Abbildung 16) und inin vivo Modell der Doxorubicin-indu-
zierten Kardiomyopathie (Abbildung 17) bestatigt. deiden Fallen korreliert diEpoR
MRNA mit den Gata4, nicht aber mit Gata6 Proteidemrationen.

Der EpoR Promotor enthalt keine klassischen Motive zur $kaiptionsinitiation
wie zum Beispiel eine TATA- oder CAAT-BdoxIn Ubereinstimmung mit dieser Be-
obachtung wurde in EMSA-Experimenten bislang auelné direkte Interaktion des
Promotors mit TFIID (Transkriptionsfaktor 1l D) gefden?’ Dieser Proteinkomplex
bildet zusammen mit weiteren Transkriptionsfaktodsn RNA-Polymerase Il Praini-
tiationskomplex und besteht aus TBP (TADBMAding protein und verschiedenen TAF's
(TBP associated factojs An TATA-losen Promotoren Ubernimmt in den meist&illen
das Initiator (INR)-Element die Positionierung dédID. Die Konsensus-Sequenz dieses
Elements ist PYCAPYs. Sie liegt in einer Region von etwa -3 bis +5 lop die Transkrip-
tionsstartstelle und wird von verschiedenen TARlsent?®> ?°® Der Transkriptionsstart
desEpoR Gens enthalt keine solche INR-Sequenz. Hier koSpte flr die Rekrutierung
des TFIID-Proteinkomplexes sowie fur die Stimulataer Transkriptionsinitiation verant-
wortlich sein, denn eine Interaktion von Spl mitPTBowie TAF4 und TAF7 wurde
bereits nachgewieséf 2"
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5.2. Weitere an der kardialenEpoR Regulation beteiligte

Transkriptionsfaktoren

Zahlreiche Studien zeigen, dass Gata4 an den mefsgtgenen seine transkriptionelle

Aktivierung nicht allein, sondern in Kombinationtnkofaktoren oder weiteren Transkrip-

tionsfaktoren vermittelt. Tabelle 26 zeigt eine @wmsnenfassung der Interaktionspartner

von Gata4 sowie deren Zielgene in Kardiomyozyten.

Tabelle 26. Gata4 Kofaktoren und Interaktionspartng sowie ihre kardialen Zielgene.Aufgelistet sind

Gata4 Kofaktoren und Transkriptionsfaktoren, diesssmumen mit Gata4 die Promotoren der Zielgene

aktivieren (+) oder supprimieren (-). Zusatzlichdcsidie Gata4 Domanen angegeben, welche mit den ent-

sprechenden Proteinen interagieren.

Kofaktor Interaktionsdoméne von Gata4 Zielgen
AP-1 (activator proteinl) nicht bekannt ATR
CBP C-terminaler Zinkfinger BNP
(CREBbinding protein

c-Fos(FBJmurine osteosarcoma  N-terminale Aktivierungsdoméane ~ ANP"

viral oncogene homolgg

dHAND (Heart- and neural

C-terminaler Zinkfinger

+ ANP>¢, + BNPZ,

crest derivatives-expressed profein +a-MHC?*®
Fog2 (friend-of-gata2) N-terminaler Zinkfinger, - ANP, - BNPY,
Aminoséaure 217 (Valin) - a-MHC?**
Gata6 N- und C-terminaler Zinkfinger ~ + ANP-"
und angrenzende basische +BNP"

Doméne

KLF13 (krueppel-like factod 3)

N-terminaler Zinkfinger

+ANP2C, + BNPH
+ ﬁ-MHC275, +aC A130

Mef2 (myocyte enhancer fact@)

C-terminaler Zinkfinger und

+ ANP¢, + BNPYS,

angrenzende basische Doméne + a-MHC?™
NFAT3 (nuclear factor of activated C-terminaler Zinkfinger BNP"’
T-celly
NFATc4 (nuclear factor of activated C-terminaler Zinkfinger BN
T-celly
Nkx2.5 C-terminaler Zinkfinger + ANP?¢, + BNP,
+oCA’"
p300 C-terminaler Zinkfinger ANP
RxRa (retinoid x receptor) C-terminaler Zinkfinger und - ANP*

angrenzende C-terminale Doméane

Smad1l/4(Mothers against
decapentaplegic homolpg

C-terminaler Zinkfinger und
angrenzende basische Doméne

+Nkx2.5
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SRF (serum response facor C-terminaler Zinkfinger und + BNP
angrenzende basische Doméne

Tbx5 (T-box transcription factor N-terminale basische Domane, + ANP*
Aminosaure 296 (Glycin)

YY1 (Yin Yang 1) C-terminaler Zinkfinger BNP*

Abbkiirzungen: ANP, atrial natriuretic peptide AT1aR, Angiotensin &-Rezeptor; BNPB-type natriuretic
peptide aCA, cardiac actina; a/B-MHC, o/ myosin heavy chain

Wie in Tabelle 26 dargestellt, besitzt Gatad4 in d{@myozyten ein breites
Spektrum an Interaktionspartnern. So kann das iRrdteispielsweise mit den Histon-
acetyltransferasen CBP und p300, mit herzspezdisdhranskriptionsfaktoren wie KLF13,
Nkx2.5 und Tbx5, mit ubiquitar exprimierten Trangkionsfaktoren wie YY1 oder dem
Gata-spezifischen Kofaktor Fog2 interagieren.

In der eigenen Studie wurden bei den ChIP-Analy&dmomatinimmunoprazipita-
tion) verschiedene AntikOrper genutzt, um einigesdr Faktoren auf die Bindung ihrer
Zielproteine amEpoR Promotor zu uberprifen. Zusatzlich zu Spl und &G&tannte in
dieser Analyse die Bindung der folgenden Transknisfaktoren beziehungsweise Koakti-
vatoren an derEpoR Promotor nachgewiesen werden: YY1, p300, Nkx2.SFU und
USF2 (Abbildung 13).

YY1 (Yin Yang 1) ist ein ubiquitar exprimiertes rnkfingerprotein mit vier
klassischen CysHis, Zinkfingern, welches in der Lage ist, Uber seif@iTerminus als
Aktivator oder seinen N-Terminus als Repressor gieran. YY1 bindet an ein -CCAT-
core-Motiv, von dem sich auch einige im minimalen PréonadesEpoR Gens befinden
(Abbildung 9 A)?®2 Das spater identifizierte YY2 weist vor allem inNB-bindenden C-
terminalen Zinkfinger eine starke Homologie zu Y#¥df, so dass beide Transkriptions-
faktoren an das gleiche DNA-Motiv bindé&f: ?®*Da zum Zeitpunkt der Durchfiihrung der
ChIP-Analysen kein YY2 Antikérper kommerziell vegliar war, wurde das Experiment
mit einem YY1 Antikdrper durchgefuhrt. In unserermabor durchgefihrte EMSA-Ana-
lysen weisen jedoch darauf hin, dass dieser YYlikénper mit YY2 kreuzreaktiv ist
(personliche Mitteilung von Dr. Martin Klar). Eirgenauere Verifizierung, ob am murinen
EpoR Promotor YY1 oder YY2 beziehungsweise beide Faktokompetitiv binden, ist
deshalb notwendig. Obwohl eine Bindung von YY Fadoin vivo eindeutig nachge-
wiesen wurde, zeigten Mutationen der YW¥re-Motive im Reportergenassay keine

Veranderungen der Luziferaseaktivitat (Abbildung).1Dies kdnnte auf eine Koopera-
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tivitdit der DNA-bindenden Faktoren hinweisen, segdaie Komplexbildung auch bei
mutierten YYcore-Motiven noch mdglich ist. Es wurde bereits gezedsiss YY1 sein
Transaktivierungspotential beispielsweise auch éber physikalische Interaktion mit Spl
an der GC-Box, ohne das Vorhandensein eines YYadptiermitteln kanA® Fir YY2
konnte in unserem Labor ebenfalls eine direkterdtktgon mit Spl nachgewiesen werden
(personliche Mitteilung von Dipl-Ing. David Drewsd Dr. Martin Klar).

Eine RNA-Polymerase Il vermittelte Transkriptionrdvizu einem grof3em Teil auf
der Ebene des Chromatins reguliert. Die AktivitdihHistonacetyltransferasen, welche die
N-terminalen Domanen der Kernhistone acetyliered das Chromatin damit fir Trans-
kriptionsfaktoren zuganglich machen, ist somit atis#h. Die Histonacetyltransferasen
p300 und CBP (CREBInding protein sind Paraloge, welche eine zentrale Rolle bei der
Koordinierung und Integration vieler Signalkaskaderit dem Transkriptionsapparat
spielen. Daruber hinaus kénnen sie eine Bricketilmmizwischen der basalen Transkrip-
tionsmaschinerie und weitepstreambindenden Transkriptionsfaktoren tibernehmen oder
als scaffold fur den Aufbau eines Multikomponentenkomplexes wanskriptionellen
Aktivierung dienerf®®?®8Auch im Falle de€poRPromotors kénnte eine Briickenfunktion
Uber Gatad4 und weitanpstreambindende Transkriptionsfaktoren, in diesem Fallenz
Beispiel USF1/USF2 oder YY1/YY2, mdglich sein. Fden kardialenBNP Promotor
wurde beispielsweise gezeigt, dass YY1 mit seimréABindungsdomane tber CBP/p300
indirekt mit Gata4 interagiert und d&NP Gen synergistisch aktivie?t? Beide Proteine
(p300 und CBP) besitzen jeweils mehrere hochkorextevfunktionelle Bereiche: drei
Zinkfinger, eine CREB-Bindungsdomane (KIX) und eiBeomodomane zur Erkennung
acetylierter Lysine. Die N- und C-terminalen Beheicder Proteine dienen als Transakti-
vierungsdomanen wahrend die intrinsische Acetydfieraseaktivitdt von einer zentralen
Region des Proteins vermittelt wird. Gata4 ist loeitden Zinkfingern in der Lage Uber den
C-terminalen Zinkfinger von p300 zu interagieféhDariiber hinaus wird Gata4 wéhrend
der Entwicklung einer myokardialen Hypertrophieatup300 acetyliert, was eine erhthte
DNA-Bindungsaktivitit von Gata4 zur Folge K&t Eine Modulation deEpoRRegulation
unter hypertrophen Stimuli kann deshalb nicht ascigiessen werden und sollte in
geeigneten Modellen analysiert werden.

Die Transkriptionsfaktoren USF1 und USk®s$tream stimulating factoyswelche
im ChlP-Assay ebenfalls an d&poRPromotor binden, sind ubiquitar exprimiebasic
Helix-Loop-Helix Leucin-Zipper, deren basische Doménen diBdx-mit der Konsensus-

Sequenz -CANNTG- binden und die Uber ihre Heéloep-Helix und Leucin-Zipper-
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Doménen Homo- oder Heterodimere ausbiltfénUSF Proteine sind an der transkrip-
tionellen Aktivierung vieler Gene beteiligt und m@tteln ihr Aktivierungspotential tUber
die Interaktion mit zahlreichen Kofaktoren sowiekteaen des Transkriptionsinitiations-
komplexes. So wurde zum Beispiel gezeigt, dass Digtere in der Lage sind mit Spl
sowie TAF7 des TFIID zu interagieréff: %% #°Dijes kénnte vor allem bei Promotoren
ohne TATA-Box, wie demEpoR Promotor, eine wesentliche Rolle spielen und zur
Stabilisierung des Transkriptionsinitiationskomm@exbeitragen. Dartber hinaus rekru-
tieren USF-Dimere verschiedene Acetylhistontramsfen und die DNA-Topoisomerase
[ll, was ein Chromatimemodellingsowie eine Modifikation der DNAupercoitStruktur
zur Folge hat und damit die Genexpression weseértéeinflusst>* 2%

Obwohl die Mutationen der Nkx2.5-Bindestellen iBpoR Promotor keine
Anderungen der Luziferaseaktivitat in HL-1 Zellenr ZFolge hatten (Abbildung 10),
wurde bei der ChIP-Analyse eine Nkx2.5 Bindung BpoR Promotor nachgewiesen
(Abbildung 13). Der evolutionar konservierte Homoégblranskriptionsfaktor Nkx2.5 ist
ein gut charakterisierter Interaktionspartner vaata@, der als Homo- oder Heterodimer
mit anderen Nkx-Transkriptionsfaktoren an Zielsemesn der DNA binden karfi?® 2%
278,293, 292 die Interaktion mit Gata4 wurde ein Mechanisnpostuliert, in welchem
durch Bindung von Gata4 an die C-terminale Homdditmreine Konformationsédnderung
hervorgerufen wird, die eine Aktivierungsdomane \Wkx2.5 freigibt*?® Interessanter-
weise ist diese Interaktion Gata4-spezifisch untient wahrend der Embryonalzeit die
frihe Herzentwicklung.

Fog2 ist ein sehr gut charakterisierter Kofakton W@ata4, der im Herz, aber auch
in Gehirn und Hoden exprimiert wird, und desserergittion mit Gatad4 in Kardio-
myozyten oft zu einer Repression der Zielgen®HC, ANP, BNP) fiihrt?** 2°°|m ChIP-
Assay konnte keine Bindung von Fog2 an dgoR Promotor detektiert werden. Dies
kdnnte zum einen daran liegen, dass die EpitopeFeg?2 fir den Antikorper im Protein-
komplex nicht zuganglich waren. Zum anderen korthés konsistent sein mit der be-
schriebenen repressorischen Wirkung von Fog2. D#seuf eine Interaktion mit dem N-
terminalen Zinkfinger von Gata4 zuriickzufuhren, chel die transkriptionelle Aktivitat
von Gata4 modulie®® 2% Als ein weiterer Mechanismus wurde die Kompetitiom
Fog2 mit Gata4 um seinen Koaktivator p300 beschriél

Aus dem ChIP und den bereits bekannten Daten Geeainzelnen Transkriptions-
faktoren und Histonacetyltransferasen beziehung®v&oaktivatoren kann man mut-

malden, wie der Transkriptionsinitiationskomplex kandialenEpoR Promotor aussehen
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konnte: Dieser beinhaltet Gata4 und Spl als zentea die DNA bindende Faktoren, was
im Rahmen der Arbeit funktionell nachgewiesen wurd&hrend Spl in der Lage ist
RNA-Polymerasen zu rekrutieren, konnte Gatad4 UB00pmit den weiterupstream
bindenden Transkriptionsfaktoren wie beispielsweYs€l/2 oder USF1/2 interagieren.
Uber einen solchen Mechanismus wiirde der Transkniginitiationskomplex stabilisiert
und die Effizienz der Transkriptionsinitiation eHto

5.3. Kardiale EpoR Regulation unter Hypoxie
In dieser Studie konnte ferner gezeigt werden, aabi.-1 Kardiomyozyten die endogene
EpoRExpression durch Hypoxie etwa um das 4-fach ggsstevird (Abbildung 18). Dies
ist konsistent mit veroffentlichten Daten, welcheeehypoxische Induktion deEpoR
Gens in verschiedenen Geweben und Zelltypen, darenidotheliale Vorlauferzellen und
ausdifferenzierten Endothelien, primaren Neuroned die Neuroblastomzelllinie SH-
SY5Y sowie unterschiedliche Tumorzelllinien zeigén'****"Die Mechanismen, die zu
einer gesteigerten Expression dgsoR Gens unter Hypoxie fiihren, sind bis jetzt nicht
bekannt. Allerdings konnte in der vorliegenden &ugkzeigt werden, dass - zumindest
bei schwerer Hypoxie (1% Sauerstoff fir 24 Stundengder eine gesteigerte Expression
der Transkriptionsfaktoren Gata4 und Spl, noch Pimesphorylierung von Gata4 an der
Phosphorylierungsstelle Serin-105 fur die StimolalerEpoRExpression unter Hypoxie
verantwortlich sind (Abbildung 18). Im Gegensatzuw&onnte bei Mausen, die einer
periodischen kurzen Hypoxie ausgesetzt wurden @efyvon 2 Minuten 10% Sauerstoff
mit anschlieRenden 2 Minuten 21% Sauerstoff), €umeahme der kardialeBata4d mRNA
beobachtet werden, was zu einer erhéiier2 und bcl-x Expression fiihrté®” 2 Ferner
wurde nachgewiesen, dass ischdmische Konditiorgenom isolierten Rattenherz die
DNA-Bindungsaktivitat von Gata4 durch Acetylieruachéht, wéhrend Ischamie und an-
schlieBende Reperfusion ohne KonditionierungGt¢ad Expression reduzierten®

In dieser Arbeit konnte ein intronischer Enhander janer DNA-Bereich identi-
fiziert werden, welcher die hypoxische Stimulatigarmittelt (Abbildung 21). Dieser
Enhancer wurde bereits von Heberlegt al. als DNasel-hypersensitiver Bereich
identifiziert’*> Dabei wurde gezeigt, dass der intronische Bergiclien erythroiden
Vorlauferzellen F4-12-B2 unter Normoxie eine tramsonelle Aktivierung vermittelt, in
nicht-hdmatopoietischen Zellen hingegen nicht. Redevanz dieses intronischen DNA-
Bereichs wird durch eine vergleichende Sequenyaealnterstitzt (Abbildung 20). Diese
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ergab, dass der DNA-Bereich (+871/+974) des muriBpaRGens mit dem humanen
Aquivalent zu 76% homolog ist und neben den vonedein et al. beschriebenem ETS-
Motiv (+875/+880), einer GC-Box (+883/+889), zweATA-Motiven (+905/+908 und
+968/+972) sowie einem CACCC-Motiv (+968/+972),eekonservierteoreKonsensus-
sequenz des HRE (+893/+896) enthalt. NachfolgerngfgoRergenanalysen ergaben, dass
vor allem das HRE und didownstreamgelegene GATA-Box (+937/+940) neben der
Aktivitat des Enhancers unter Normoxie auch fur wanskriptionelle Aktivierung unter
Hypoxie verantwortlich sind (Abbildung 21). EinetBé#igung der weiteren konservierten
DNA-Bindungsstellen kann allerdings aufgrund eingiglichen Kooperativitat zwischen
den einzelnen Transkriptionsfaktoren nicht ausgesskn werden. Die Tatsache, dass in
nicht-hamatopoietischen Zellen trotz Normoxie DNdsgersensitive Bereiche identifi-
ziert wurden, konnte dadurch erklart werden, dasslas HRE unter normoxischen Be-
dingungen CREB-1 und ATF-Icyclic AMP dependent transcription factat) binden
kénnen'3? 3% 3pje Bindung dieser beiden Faktoren an das HRE lanen selektiven
Mechanismus darstellen, welcher unter Normoxie d33G-Motiv des HRE vor
Methylierung schiitzt. Im Hypoxie-induzierbaren Enhancer 3" dEpo Stoppcodons
konnte beispielsweise gezeigt werden, dass einédietung des HRE die Bindung des
transkriptionell aktiven HIF-Komplexes und die hymzhe Aktivierung der entsprech-

enden Reportergenkonstrukte verhind&t %

Zudem wurde mittelsn vivo footprint
Analysen gezeigt, dass im 3" Enhancer &g® Gens auch unter Normoxie Proteine
gebunden sind’® Die Méglichkeit, dass die Hypoxie-induzierte Exgsion desEpoR
Gens durch den Transkriptionsfaktor HIF vermitteltird, wird neben den
Reportergenassays mit mutiertem HRE auch durchAdialysen der PHD-Inhibition
mittels L-Mimosin unterstitzt (Abbildung 19). DaksMimosin nur die Prolylhydroxy-
lasen, nicht aber die Aspargylhydroxylase FIH ity ist moglicherweise ein Grund
daflr, dass in diesen Experimenten die endo@guR Expression nur um das doppelte,
nicht aber um das 4-fache, wie bei 1% Sauerstaf§tedgt. Der zugrunde liegende
Mechanismus wurde von List al. postuliert und beruht auf der sequentiellen Aktiurey
zweier Transaktivierungsdoménen in den ddlBntereinheiten durch Inhibition der PHD’s
wahrend moderater Hypoxie und erst darauf folgemal@bition von FIH unter schwerer
Hypoxie®®® Welche der beiden HiFUntereinheiten an deEpoR Regulation unter
Hypoxie eine Rolle spielen bleibt gegenwartig unkfuch die Rolle von Gata-Transkrip-
tionsfaktoren fur die Stimulation dé&poR Expression unter Hypoxie konnte noch nicht

abschlieRend geklart werden. Uber eine physikatisicheraktion von Gata4 und HIF
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liegen bislang keine Daten vor. Es wurde aber ggzeéass beispielsweise Gata2 und HIF
am Endothelin-1Promotor miteinander interagier&.Die Interaktion von HIF und der
Acetyltransferase p300 hingegen, deren BindungesnEghoR Promotor unter Normoxie
nachgewiesen wurde (Abbildung 13), gilt als gesicffé**® Dies konnte darauf
hindeuten, dass - &hnlich wie belapo Gen - p300 als Bricke odscaffold zwischen
Promotor und Enhancer dient und die Interaktion jdareiligen Transkriptionsfaktoren
vermittelt3*°

Kirzlich wurde im ersten Intron déshgiopoietinGens ein Hypoxie-induzierbarer
Enhancer mit HIF-Bindestelle identifiziert! Auffallig ist, dass, wie im Falle deSpoR
Gens, die Expression durch Hypoxie nur um das 844dache gesteigert werden kann. Im
Vergleich dazu wird die Expression v@po unter Hypoxie bis zu 1000-fach gesteigért.
Dies kann moglicherweise dadurch erklart werdessdaer der Enhancer 3" vom Stopp-
codon lokalisiert ist und es nicht zu einer stérestBehinderung des Enhanceosomes mit
dem Transkriptionskomplex kommt, wie es bé&poRGen der Fall sein kénnte.

In der vorliegenden Studie wurden erstmals die EB&keiche identifiziert, welche
unter Hypoxie fur eine gesteigeEpoREXxpression verantwortlich sind. Allerdings konnte
aufgrund fehlender valider EpoR Antikodrper nicht Neachweis erbracht werden, ob durch
Hypoxie auch vermehEpoRmRNA translatiert und der EpoR anschlieRend aucider
Zelloberflache préasentiert wird. Unter Normoxie chgefuhrte Studien belegen, dass nur
60% der neu translatierten EpoR vollstandig glykeslywerden, wahrend unreife EpoR
im endoplasmatischen Retikulum verbleit&hzudem besitzt das reife EpoR Protein eine
im Vergleich zu anderen Proteinen sehr kurze Hattszeit von 45 - 60 Minuten, so dass
nur ein Bruchteil der translatierten EpoR auf delldberflache prasentiert wird. Dass die
posttranslationellen Mechanismen im EpoR Metabalsneine grol3e Rolle spielen,
beweisen Untersuchungen an Blindmausen der Gagpatpx.Diese Nagetiere leben in
unterirdischen, verschlossenen und hypoxischen &#iig% Sauerstoff) und zeigen im
Vergleich zu Ratten eine deutlich héhere Hypoxiéefanz>® Neben strukturellen und
funktionellen Unterschieden in den Molekilen vormspelsweise Hamoglobin, Vegf und
Epo besitztSpalaxin der extrazellularen Doméne seines EpoR einendséiure-Sequenz,
die zu einer beschleunigten Reifung und zur erhHE&pression des EpoR auf der
Zelloberflache fiihrt*?3 In vivo Experimente in Ratten zeigen zudem, dass kardiale
EpoR Proteinlevel durch Hypoxie-Konditionierung aahst abnehmen, durch anschliel3-
ende akute Ischamie im Model der Ischamie/Repenfusilerdings wieder zunehméh.

Interessanterweise wird im gleichen Modell durcik@nditionierung di&epo Expression
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im Myokard induziert. Die konditionierten Ratten igen deutlich kleinere Infarktareale
und verbesserte Herzfunktionen auf als nicht-koowigrte Ratten.

Neben der Prasentation des EpoR auf der Zell@toddl scheint der 16sliche EpoR
(soluble EpoR, sEpoR), welcher mit dem membranstandigerREpo die Epo-Bindung
konkurriert, ein weiterer Regulationsmechnismussein. Der sEpoR entsteht posttrans-
kriptionell durch alternatives Splei3en, wobei dudie Insertion eines 105 bp Fragments
ein alternatives Stoppcodon entsteht und eine vetdiinur die extrazellulare Domane
enthaltene Form des EpoR translatiert wittDer sEpoR wurde im Bluplasma, aber auch
in Leber, Milz, Niere, Knochenmark, Gehirn und détferz nachgewiesett® 3! Im
Gehirn von Mausen konnte zudem gezeigt werden, Hpgoxie die Expression des
SEpoR reprimiert, wahrend das Level membranstan@igeR unveréandert bleiBt’ Diese
Daten zeigen, dass die wahrscheinlich sauerstdifafige posttranskriptionelle und post-
translationelle Regulation des EpoR von grof3er Beohg ist. Die zuklnftige Unter-
suchung und Identifizierung dieser Mechanismen saddas umfassende Verstandnis der
Epo und EpoR Biologie unter Normoxie und Hypoxiedstdaher fir den gewebeprotek-

tiven Einsatz von rEpo/ESA essentiell.

5.4. Entwicklungsabhangige und gewebespezifische grgation desEpoR

Gens

Das EpoR Gen unterliegt in hamatopoietischen Zellen einadisnspezifischen Regu-
lation, welche sowohl durch den minimalen Promeatisrauch durch den distalen und den
im ersten Intron gelegenen Enhancer erzielt windriihen hamatopoietischen Vorlaufer-
zellen wird dieEpoRExpression nicht durch Sp1, sondern durch dieskiggtionell aktive
SpleiRvariante Wt1(-KTS) aktivietf’ Eine solche differentielle Regulation an der GC-
Box des minimalefzpoRPromotors kann fir Kardiomyozyten ausgeschlossemlen, da
Wil wéahrend der gesamten murinen Individualentwicgl weder im Myokard noch in
HL-1 Zellen exprimiert wird (Abbildung 11). Zudemuwde in vorangegangenen Studien
gezeigt, dass in Mausen mit homozygoter Deletion Wil (Wt") die kardialeEpoR
Expression nicht verandert f<t.

Die Dichte des EpoR nimmt im Verlauf der Differegrzing von hamatopoietischen
Vorlauferzellen zu erythroiden Zellen (vor allem \GE) zu?° Dies ist wahrscheinlich
auf die unterschiedliche Aktivitat des im distalromotor gelegenen Enhancers zuriickzu-

fuhren, welcher in erythroiden Zelllinien eine defipso hohe Aktivitat aufweist wie in
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hamatopoietischen Vorlauferzelldr.In der vorliegenden Arbeit konnte mittels Reporter
genanalysen nachgewiesen werden, dass dieseredi&@notorbereich in HL-1 Kardio-
myozyten nicht als Enhancer, sondern als Inhibitemgiert (Abbildung 8).
Moglicherweise ist dies der Grund, warum dgsoR Gen in nicht-hamatopoietischen
Geweben 10- bis 100-fach geringer exprimiert Wirdder Inhibitor im murinenEpoR
Promotor vermittelt in Kardiomyozyten eine sehr vgabh reprimierende Aktivitat
(Abbildung 8). Ahnlich wie in den HL-1 Zellen nahin einer frilheren Studie die
Reportergenaktivitat in Fibroblasten durch die Detedes Inhibitors nur um ein Drittel
zu. Im Gegensatz dazu stieg in derselben Studiehdiie Deletion des Inhibitors die Re-
portergenaktivitat in Zellen der BFU-E und CFU-E das Doppelte beziehungsweise um
das 13-fache ahEs konnte nachgewiesen werden, dass die reprssiserivirkung des
DNA-Elements von der Distanz zum Promotor sowie den Orientierung abhangig ist.
Ferner befindet sich im Inhibitor ein funktionellromotor, dessen Aktivitat zur transkrip-
tionellen Interferenz durch sterische BehinderungEpoR Promotor selbst fihrt. Diese
Daten fihren zu der Annahme, dass der Inhibitorifipehe Promotor - zumindest in
Reportergenanalysen - insbesondere durch hamatispbe Transkriptionsfaktoren akti-
viert wird. Inwieweit funktionelle Homologe des Emiters und Inhibitors auch im
Promotor des human&tpoRGens vorkommen, ist bislang nicht geklart.

Die EpoRExpression in kardialen Zellen unterliegt keinetvécklungsabhangigen
Regulation. Dies zeigen die Expressionsanalysened#ryonalen Entwicklungsstadien
E13 und E18, des Stadiums P1 sowie die Analyseteadtilere (Abbildung 11). Auch
weitere in unserem Labor durchgefihrte Quantifisigen der kardialeiepoR mRNA
wahrend der postnatalen Entwicklung (P7-P81) enmgakene signifikanten Verander-
ungen. Allerdings muss hier eingeschrankt werdass dlie Isolierung spezieller Zelltypen
aus dem Herzgewebe in den friihen Entwicklungsphamthodisch schwierig ist, so dass
einheitlich ein Homogenat aus Gewebe des gesanderehls verwendet wurde. Dies fluhrt
dazu, dass neben der RNA aus Kardiomyozyten auchA BRdE Zellen des Epi- und
Endokards sowie von Fibroblasten und Endothelzetigrantifiziert wurde. Da aber
Kardiomyozyten den grof3ten Teil des Herzen ausnmalned die einzelnen Proben im
jeweils selben Verhaltnis mit RNA anderer Zelltygemtaminiert sind, kann man davon
ausgehen, dass die mMRNA-Daten grof3tenteils aufistagebzyten zurtickzufihren sind.

Die Aktivierung des kardialeEpoR Promotors durch Gata4 scheint ein auf3erst
gewebespezifischer Mechanismus zu sein. WahrendEplaR Gen in hamatopoietischen

Zellen ebenfalls nur durch ein Mitglied aus der H@nder Gata-Transkriptionsfaktoren,
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Gatal, aktiviert werden kann, wurde flr neuronatdien in vitro die Bindung von drei
verschiedenen Gata-Transkriptionsfaktoren, GATA2ATA3 und GATA4 nachge-
wiesen” 1> 133 aAllerdings konnte die Aktivierung durch diese dfgktoren nur durch
Reportergenanalysen in den humanen Neuroblast@nz8H-SY5Y, nicht aber auf der
Ebene der endogenen RNA nachgewiesen werdetusatzlich stellt sich die Frage, ob
die Expression deSpoRGens im Epikard einer gewebespezifischen Regulatigerliegt,
denn im Vergleich zu den Wtl-negativen Kardiomyenyt(Abbildung 11) wird die
transkriptionell aktive SpleiRvariante Wt1(-KTS) irEpikard exprimierf®3% Die
Expression de€poR kénnte hier von Bedeutung sein, weil vom Epikaljedeitete
Kardiomyozyten-Vorlauferzellen an einer Regeneratimd Reparatur des Herzmuskels
beteiligt sind®'® 3%

In der Zusammenfassung der Befunde zeigt sich, das&poR Gen einer sehr

differenziellen Regulation unterworfen ist.

5.5. Bedeutung des EpoR und von Gata4 fiir eine Karoprotektion

durch rekombinantes Erythropoietin
Der klinische Einsatz des Chemotherapeutikums Dgxoin, ein Anthrazyklin, welches
zur Behandlung von Leukamien und solider Tumoregesetzt wird, kann durch
kardiotoxische Effekte limitiert sein. Im Rahmeresgr Studie wurde das Mausmodell
einer Doxorubicin-induzierten Kardiomyopathie gemutum den Zusammenhang der
damit assoziierten Gata4 Depletion und BpoR Expression zu untersuchen. Die Daten
zeigen, dass diEpoRmMRNA direkt mit dem Gata4 Proteinlevel korreli@kbbildung 17).
Obwonhl sich das experimentelle Protokoll hinsidftlides verwendeten Mausstammes,
Alters und Geschlechts der Tiere sowie der Mengse iraperitoneal applizierten
Doxorubicins vom Protokoll von Let al. nicht unterschieden, sind die Daten beziglich der
Gata4 Depletion inkonsistefft. Wahrend in der publizierten Studie die kardialeta@a
Depletion auch 2 Wochen nach der Doxorubicin-Apgitn noch nachzuweisen war,
wurden in der eigenen Arbeit nach 5 Tagen wiedda&®roteinlevel detektiert, welche
ahnlich denen der Kontrolltiere waren. In priméreonatalen Kardiomyozyten der Maus
fuhrte eine Behandlung der Zellen mit 300 nM Doxein zu einer Abnahme dé&ata4
mRNA-Level? Im Gegensatz zu dies@mvitro Daten nahmen di@ata4 mRNA-Level in
dieser Studie nicht ab, sondern nach 5 Tagen urd-flashe zu. Inwieweit diese Zunahme

auf posttranskriptionellen Mechanismen beruht aéreine tatsdchliche Regulation des
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Gata4 Gens zurtckzufihren ist, wurde im Rahmen diesedi&tnicht hinterfragt. Wahr-
scheinlich kann die Gata4 Erholung nach 5 Tagendlnreh die hthere Menge v@&atad
MRNA erklart werden.

Weiterhin wurde in der Studie von &t al. durch Western Blot Analysen gezeigt,
dass 2 Wochen nach der Applikation von Doxorubiii EpoR Level reduziert waréh.
Diese Daten mussen aufgrund der Wahl des Antikérpesar kritisch betrachtet werden,
interssanterweise wird aber durch die gleichzeitBgbe von rEpo mit Doxorubicin so-
wohl die Gata4 als auch die EpoR Depletion aufgeholtine Behandlung der Kardio-
myozyten mit rEpo fuhrt zu einer vermehrten Phosglerung von Gata4 und damit zur
hoheren DNA-Bindungsaktivitat des Transkriptionsta&® % Da sich im Promotor von
Gata4 eine GATA-Box befindet, ist es moglich, dass déeessen einer Autoregulation
unterliegt und die Stimulation mit rEpo die Doxoiaib-induzierte Gata4 Depletion
unterdriickt. Die Regulation d&poRGens durch Gata4 als Ergebnis dieser Arbeit kdnnte
auch einen ausbleibenden kardioprotektiven Effektld rEpo auf eine bereits etablierte
Kardiomyopathie erklaref!. Die durch den Gata4 Mangel reduzieEpoR Expression
konnte auch in den ersten klinischen Studien dasbkiben eines signifikanten kardio-
protektiven Effekts von rEpo beding&h: 1

Die in dieser Arbeit verwendeten transgenen MaugeDaxyzyklin-induzierbarer
Gata4 short hairpinRNA wurden vor kurzem entwickelt und standen fie BEpoR
Analysen zur Verfiigun§.Obwohl die Gata4 Level nach 70 Tagen Induktiorchu®abe
von Doxyzyklin Gber das Trinkwasser im Herz der Bguleutlich reduziert waren, blieb
die Herzfunktion der Tiere unter Normalbedingundkaine Hypoxie oder kdrperliche
Belastungen) unverandérDies ist moglicherweise auf das Zeitintervall zvhien der
Induktion durch Doxyzyklin und den funktionellen teénsuchungen zurtickzufihren, denn
konditionelle Mausmutanten deren Gata4 Level dwicte fS-MHC Promotor gesteuerte
Cre-Rekombinase suppremiert werdeGai@4fl/ffM"“c")  zeigen erst nach 12-24
Wochen eine progressive Verschlechterung der Hektifonen’®® Ferner wirdGata4im
hier verwendeten Modell auf 20% des normalen Exgioeslevels supprimiert. Bei einer
anderen Mausmutant&&ta4fl/fFMHe® mit 30% der kardialen Gata4 Level bleibt die
normale Herzfunktion ebenfalls erhalten.

Diese Untersuchung zeigt, dass Gata4 ein essentiekktor fur den Erhalt
normalerEpoREXxpression ist und - neben der positiven Regulaiatiapoptotischer Gene
- den EpoR auf den Zellen fur die Bindung von regofiigbar macht. Im Kontext von
publizierten Studien zur Kardioprotektion durch oEmacht dies deutlich, dass fur die
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kardioprotektiven Effekte von rEpo der Erhalt nokengGatad Level von grundlegender
Bedeutung ist.

5.6. Myokardiale Epo Expression

Ein weiterer wichtiger Aspekt der Epo/EpoR Biologiegerade im Hinblick auf die
kardioprotektiven Eigenschaften von Epo - ist drage nach der endogen&mpo Ex-
pression und Genregulation in Kardiomyozyten. Wiétiren humanen fetalen Herzen
geringe Level arEpo RNA detekiert wurden, kann im adulten normoxischenz keine
Expression de€po Gens nachgewiesen werdein der eigenen Arbeit konnten in der
Maus weder in den Entwicklungsstadien E13 und Edéhrpostnatal am Tag P1 oder im
Herz des adulten Tieres eine signifikaBigo Expression nachgewiesen werden. Auch in
den HL-1 Zellen ist unter Normoxie d&po Gen reprimiert (Abbildung 11 und 23 B).
Unter Hypoxie jedoch wurde in den HL-1 Zellen eigeringe (4- bis 7-fachelpo
Expression induziert (Abbildung 23 und 24). Dieservitro Befund deckt sich mit
publiziertenin vivo Daten, in welchen eine Expression épo mRNA in Infarktarealen
sowie Epo Protein im Hypoxie-konditionierten munnéierzgeweben nachgewiesen
wurde® %

In publizierten Studien wurden Gata2 und Gata3Egs reprimierende Faktoren
beschriebeA>>?*° Im Gegensatz dazu wurden Gata4 und Wtl(-KTS) alsitipe
Regulatoren de€po Gens in der fetalen Leber beschrieb&n?® #*"Da Gata4 von
Kardiomyozyten exprimiert wird, stellte sich dieage nach der Funktion von Gata4 am
myokardialenEpo Promotor:®® 3% Die Ergebnisse zeigen, dass Gata-Transkriptions-
faktoren in HL-1 Kardiomyozyten zumindest unter Moxie keinen Einfluss auf di€épo
MRNA Expression haben (Abbildung 22 und 23). Indsamterweise wird durch Zugabe
des Gata-Inhibitor K7174 die hypoxische Indukti@sHpo Gens verstarkt. Dies bedeutet,
dass GATA-bindende Faktoren offensichtlich dipo Expression in Kardiomyozyten
reprimieren. Da nicht bekannt ist, ob die verschresh Gata-Transkriptionsfaktoren durch
den Inhibitor unterschiedlich stark gehemmt wefder™* kommen fiir die Repression des
Epo Gens zum Beispiel auch Gata2 und Gata3 in Fragebéide Transkriptionsfaktoren
konnte ein solcher Effekt unter Hypoxie bereit$lepatozyten beobachtet werdeh.

Neben einer transkriptionellen Regulation wurde das Epo Gen ein epigene-
tischer Regulationsmechanismus beschriéb&if! In der eigenen Arbeit filhrte eine
DNA-Demethylierung durch 5-Aza-2-Deoxycytidin in HLZellen zu einem signifikanten
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Anstieg derEpo Expression, welcher unter Hypoxie noch verstanktde (Abbildung 24).
Dieser Befund wird von Bisulfitsequenzierungen gedt welche zeigen, dass sowohl der
Promotor als auch die 5° UTR in HL-1 Zellen starkthyliert sind (Abbildung 25). Des
Weiteren liegt das HRE im Epo Enhancer in HL-1 Zellen unmethyliert, in primarem
Gewebe dagegen hemimethyliert vor. In vorangegasmg&tudien in Neuroblastomzellen,
Hep3B und HelLa Zellen konnte bereits gezeigt werdass die Hypoxie-Induktion von
Epo von einem unmethylierten HRE abhangig®f8t*** Daher deckt sich das Methylier-
ungsmuster am HRE mit der Induzierbarkeit &g Gens unter Hypoxie. Die Unter-
schiede im Methylierungsmuster dépo Promotors und der 5 UTR in den HL-1 Zellen
und primarem Gewebe ist mdglichweise mit epigenké&a Veranderungen transformierter
Zellen im Verlauf der Kultivierung und Passagieragerklaren. Eine mogliche autokrine
oder parakrine Funktion von endogenem Epaninvivo Schadigungsmodellen konnte

daher nicht abschlie3end geklart werden.

5.7. Schlussfolgerungen

Gata4 und Spl wurden sowohlvitro als auchin vivo als positive Regulatoren dEpoR
Expression in Kardiomyozyten identifiziert. Wahrerder Transkriptionsfaktor Spl
ubiquitar exprimiert wird und auch in hamatopoietisn Zellen den Promotor dEpoR-
Gens reguliert, stellt die Aktivierung durch Gatden gewebespezifischen Mechanismus
dar. Ferner liefert die Studie Hinweise darauf,sddsr Transkriptionsfaktor Gata4 neben
der Vermittlung von antiapoptotischen Effekten atithden Erhalt normaler EpoR Level
und damit fir den kardioprotektiven Einsatz vonategsentiell ist.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der fur die hypsohe Induktion deEpoRGens
verantwortliche DNA-Bereich im ersten Intron dépoR Gens identifiziert. Mutations-
analysen zeigten, dass zwei konservierte Transimigfiaktorbindestellen, eine GATA-
Box sowie ein HRE-Motiv die hypoxische Induktionrrgtteln. Diese Beobachtungen
legen die Vermutung nahe, dass sowohl Gata-Tragitgkmsfaktoren als auch HIF an der
sauerstoffabhéngigen Regulation &8@oRExpression beteiligt sind.
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5.8. Ausblick

In dieser Studie wurde der fur die hypoxische Intukrelevante DNA-Bereich ddspoR
Gens identifiziert. In weiterfihrenden Untersuchemgollten nun der Mechanismus und
die essentiellen Transkriptionsfaktoren der hypch&s Induktion charakterisiert werden.
Dies ist durchin vivo undin vitro Bindungsstudien (EMSA- und ChIP-Analysen), unter
Einsatz von Kernextrakten aus normoxischen und Xigpben Zellen, mdglich. Des
Weiteren sollte durch Transfektion entsprechendBNA’s evaluiert werden, welche
HIFa-Untereinheit an der hypoxischen RegulationEigoRExpression beteiligt ist.

Vor dem Hintergrund der kardioprotektiven Effeklerch rEpo/ESA in Modellen
der ischamischen Schéadigung ist es notwendig zifizveren, ob die gesteigertepoR
Expression auch in einem erhdhten EpoR Proteinlengéhdet. Da momentan kein

geeigneter Antikorper verfiigbar ist, wére dies Hdfd-Epo Bindungsassays méglich.
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6. Zusammenfassung

Erythropoietin (Epo), der primare Regulator fur égdung roter Blutkérperchen, wird
primar in der fetalen Leber und in den ausgereifté@ren exprimiert. Seine Wirkung
vermittelt Epo durch Bindung an seinen spezifiscRezeptor (EpoR), welcher nicht nur
in hamatopoietischen, sondern auch in nicht-hanoéétipchen Geweben, unter anderem
dem Herzen, exprimiert wirdZahlreiche experimentellen vitro und in vivo Studien
belegen, dass der EpoR auf Kardiomyozyten geweliemaide Effekte von rekombi-
nantem Epo (rEpo) wahrend ischamischer oder medik&iser Schadigung des Herzens
vermittelt. Die transkriptionellen Mechanismen d&poR Regulation im Herzen sind
bisher nicht bekannt, aufgrund der kardioprotektivend antiapoptotischen Effekte von
rEpo jedoch von grof3en klinischem Interes&el der Arbeit war es deshalb, die moleku-
laren Mechanismen der transkriptionellen Aktivieguthes kardialefEpoR Promotors zu
identifizieren. Mittels Reportergenanalysen in Hikardiomyozyten konnte eine 774 bp
lange regulatorische Domane iEpoR Promotor identifiziert werden, in welcher ins-
besondere die GC- und GATA-Box z&poR Promotoraktivitat beitragen. EMSA und
ChIP-Analysen belegen die Bindung von Gata4 und &pldenEpoR Promotor. Die
Funktionalitat beider Transkriptionsfaktoren wurdgurch Uberexpressionen und
knockdownExperimente bewiesen. Ferner wurde in transgengaskh mit induzierbarer
shRNA gegenGata4 die Funktion von Gata4 auf ddfpoR Promotorin vivo bestatigt.
Auch im Modell der Doxorubicin-induzierten Kardiowpathie korrelierte dieEpoR
Expression mit der Gata4 Depletion und einer amns@ahden Erholung der Gata4 Level.
Unter Hypoxie konnte in HL-1 Kardiomyozyten ein rsiftkanter Anstieg der endogenen
EpoRmMRNA beobachtet werden. Mittels Reportergenanalysarde im ersten Intron des
EpoR Gens ein Hypoxie-induzierbares DNA-Element iderigft. Mutationsanalysen
zeigten, dass vor allem eine konservierte GATA-Boxl einhypoxia response element
(HRE) fur die hypoxische Induktion essentiell sumttl neben Gata-Transkriptionsfaktoren
auch der HIF-Kompexhfypoxia inducible factgran der transkriptionellen Regulation
unter Hypoxie beteiligt sein kénnte. Die Daten eeigdass Gata4 und Spl den kardialen
EpoRPromotor aktivieren. Dies stellt einen neuen geaspbzifischen Mechanismus dar,
der sich sowohl von hamatopoietischen als auch neuronalen Zellen unterscheidet.
Zusatzlich liefert diese Studie Hinweise dafur,sd@ata4 fur den Erhalt normaler EpoR

Level und damit fuir den erfolgreichen Einsatz vBpo zur Kardioprotektion essentiell ist.
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7. Abstract

Erythropoietin (Epo), the primary regulator for gmppoiesis, is mainly produced by the

fetal liver and the adult kidney. Effects of Epe anediated by binding to its specific
receptor (EpoR), which is not only expressed in &@mpoietic cells, but also in non-
hematopoietic tissue such as the heart. Experithentétro andin vivo studies show that
the EpoR on cardiomyocytes mediates the tissueqioe effects of recombinant Epo
(rEpo) in ischemic heart injuries or doxorubicirttrted cardiomyopathy. However, the
transcriptional mechanisms of tEgoRgene regulation in cardiomyocytes are unknown
yet, but due to the cardioprotective and antiaptapteffects of rEpo of great clinical
interest. The aim of the study was to identifyusspecific mechanisms and transcription
factors regulating th&poR promoter in cardiomyocytes. Using reporter gersags we
identified in murine HL-1 cardiomyocytes a 774 lggulatory domairepoRpromoter, in
which a GC- and a GATA-box mediate the promoteivagt EMSA and chromatin-
immunoprecipitation experiments indicated spedfieding of Gata4 and Spl to tEgpoR
promoter. Functional relevance of Gata4 and Spihtranscriptional regulation &poR
showed ectopic expression and knockdown analysiSaté4 and Spl. Transgenic mice
with an inducible shRNA againgata4 confirmed the suppression &poR expression
when Gata4 levels were reduced. In the model obddxcin-induced cardiomyopathy
EpoR level correlated with Gata4 depletion and follogvirestoration. Under hypoxia a
significant induction oEpoR mMRNA expression in HL-1 cardiomyocytes was obsgrve
Reporter gene assays identified a hypoxia-indu@ldeent in the first intron of tHepoR
Mutational analysis revealed a GATA-box and hypoxéspone element (HRE) as
essential DNA-motifs indicating participation of @aranscription factors and the HIF-
complex (hypoxia inducible factor) on the hypoximduction of theEpoR Our data
indicates that Gata4 and Spl activBmRMRNA expression in cardiomyocytes. This is a
novel mechanism that differs froBpoR regulation in neurons and hematopoietic cells.
Additionally, the study may suggests, that Gatagsientiell for the preservation of normal

EpoR levels and thereby for the cardioprotectiomHyyo.
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