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Einleitung

1 Einleitung

— Das Herz der Lebewesen ist der Grundstock ihres Lebens, der Fiirst ihrer aller, der kleinen Welt

Sonne, von der alles Leben abhéngt, alle Frische und Kraft ausstrahlt. —

William Harvey, De Motu Cordis et Sanguinis. (Die Bewegung des Herzens und des Blutes.), 17. Jahrhundert.

1.1 Die Herzinsuffizienz

Mehr als 17 Millionen Menschen sterben jahrlich an Erkrankungen des Herz- und Kreislaufsystems,
mehr als 40% davon an einem Myokardinfarkt [1]. Somit stellen kardiovaskuldre Erkrankungen die
haufigste Todesursache vor allem in der westlichen Welt. Trotz wachsender Verbesserung der
medizinischen Versorgung wird weltweit eine Zunahme der Morbiditdt und Mortalitdt verzeichnet,
allein in Deutschland wird geschitzt, dass 2-3 Millionen Menschen gegenwirtig unter Herz-
insuffizienz leiden [2].

Das Herz erbringt in einem lebenslangen Rhythmus die Leistung zweier parallel, aber miteinander
verbundenen Kreisldufe. Durch eine periodische Abfolge von Kontraktion (Systole) und Erschlaffung
(Diastole) wird liber die rechte Herzhalfte der Lungenkreislauf zum Gasaustausch bedient und mittels
der linken und kraftigeren Herzhalfte der Korper mit ausreichend Sauerstoff und Nahrstoffen iiber den
Blutkreislauf versorgt. Kann diese lebenserhaltende rhythmische Abfolge vom Herzen nicht mehr zur
Geniige erbracht werden, liegt das sehr komplexe Krankheitsbild der Herzinsuffizienz vor. Die
Anforderungen des Korpers konnen nur unter einem pathologischen Fiillungsdruck aufrechterhalten
werden [3]. Ausgelost wird diese progressive Erkrankung in der Regel durch chronischen
Bluthochdruck, Myokardinfarkt, Herzrhythmusstérungen, Klappenstenose oder genetische Kardio-
myopathien, wobei Faktoren wie Rauchen, iiberméBiger Alkoholkonsum, Fehlerndhrung, mangelnde
Bewegung und Stress das Risiko enorm erhohen [4]. Unabhidngig von der Ursache kommt es zum
fortschreitenden Verlust der Herzfunktion und die Patienten zeigen je nach Stadium Anzeichen von
Erschopfung bei Aktivitit und/oder sogar bei Ruhe, Kurzatmigkeit, Rhythmusstorungen, periphere
Fliissigkeitsstauungen, Lungenddeme und Angina pectoris. Die Betroffenen besitzen nur noch ein
Minimum an Lebensqualitidt und sind im Endstadium bettldgerig [5]. Die hohen Mortalititswerte

sprechen fiir sich selbst.

1.1.1 Die kardiale Remodellierung

Betrachtet man den Verlauf der Herzinsuffizienz auf zelluldrer und organischer Ebene, so erfolgt ein

gradueller Prozess der sogenannten kardialen Remodellierung, bei der das adulte Herz seine Grofe,

S1-



Einleitung

Geometrie und Funktion mit der Zeit verédndert [6]. Zugrundeliegend sind meist akute Verletzungen
des Herzmuskels wie nach einem Infarkt oder chronische Druck- oder Volumeniiberlast des linken
Ventrikels. Zellular betrachtet ist das Herz nicht nur aus Kardiomyozyten, sondern auch aus
Bindegewebszellen, vaskuldren Zellen und Zellen des autonomen Nervensystems zusammengesetzt.
Obwohl die Kardiomyozyten den grofiten Anteil an der Organmasse bilden, sind dies nur ca. 30% aller
Zellen des Herzens und vor allem die einzigen, die die Kontraktionsfahigkeit des Muskels erbringen.
[7]. Ein humaner linker Ventrikel besteht aus ca. 2-4 Mrd. Kardiomyozyten, wovon durch den
Verschluss einer wesentlichen Koronararterie und subsequenten Infarkt innerhalb weniger Stunden bis
zu 25% absterben, bei chronischer Uberlast ist dieser Verlust iiber mehrere Jahre verteilt [8].

Wihrend das Herz in der Embryogenese durch Proliferation der Kardiomyozyten wéchst, wurde lange
davon ausgegangen, dass kurz nach der Geburt diese Kapazitét verloren geht und die Herzzellen nur
iiber Hypertrophie und nicht durch Neubildung von Kardiomyozyten einen Massenzuwachs erreichen
[9]. Diese Sichtweise ist heute weitestgehend revidiert und wird ausfiihrlicher unter Abschnitt 1.2
diskutiert. Dennoch behalten die bisherigen Erkenntnisse zum Remodellierungsprozess ihre
Giiltigkeit: Auf molekularer Ebene werden durch biomechanische und Stress-sensitive Mechanismen
neurohumorale Membranrezeptoren aktiviert, welche liber zahlreiche intrazelluldre Signalwege und
Mediatoren wie Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK), Kalzium-Signalwege iiber Calcineurin,
Insulin-like Growth Factors 1 (IGF-1), Phosphatidylinositol-3-Kinase/Protein Kinase B (PI3K/PKB)
und Histondeacetylasen (HDACs) zu einer verdnderten Transkription und Proteinsynthese fiihren.
Dabei werden im Wesentlichen Transkriptionsfaktoren, die fiir die embryonale Kardiogenese wichtig
sind, z.B. Myocyte enhancer factor 2 (Mef2), GATA4, Serum Response Factor (SRF), Nkx2.5, Atrial-
und B-type natriuretic Peptide (ANP, BNP) induziert. Es wird hierbei von einer Reaktivierung des
fotalen Genprogramms gesprochen [10-12]. Zellulir kommt es dann durch eine vermehrte
Proteinsynthese zur Sarkomer-Umstrukturierung und zur GréBenzunahme der Kardiomyozyten. Im
ersten Schritt handelt es sich hierbei um einen Anpassungsprozess, der zur Erh6hung der kontraktilen
Einheiten fiihrt und somit die zusétzliche Belastung bzw. den Verlust von Kardiomyozyten ausgleicht
und eine stabile Herzfunktion gewdhrt. Man spricht vom Stadium der adaptiven, kompensatorischen
Hypertrophie, die bis zu einem bestimmten Grad als reversibel angesehen wird. Dauert der Zustand
der Belastung allerding an oder verschlimmert sich noch, wechselt der adaptive Status in ein
maladaptives, dekompensiertes Stadium. Zum einen kommt es vermehrt zur Apoptose der
Kardiomyozyten und damit zu erneutem Verlust von kontraktiler Kraft [13] und zum anderen zu
einem gesteigerten Prozess der Fibrosierung, an denen die Bindegewebszellen des Herzens den
groBBten Anteil haben [14]. Die Fibroblasten produzieren vermehrt Kollagen, das in den interstitiellen
Raum eingelagert wird und zur Versteifung des Herzens fiihrt. Dies wirkt in erster Linie der Dilatation
und dem Wandstress des linken Ventrikels entgegen, fiihrt aber zu Storung der Kontraktilitdt und

Arrhythmien und ist damit ein klares Zeichen der maladaptiven Remodellierung [15, 16] (Abb. 1).



Einleitung

Je nach zugrunde liegender Ursache wird auch oft zwischen physiologischer (z.B. bei Leistungssport)
und pathologischer (z.B. bei chronischem Bluthochdruck) Hypertrophie unterschieden, wobei erstere
als reversibel und letztere als irreversibel angesehen wird. Allerdings ist die Klassifizierung diffizil, da
auch physiologische Hypertrophie in einen dekompensierten Zustand iibergehen kann, ebenso wie bei

frithem Eingreifen die pathologischen Verdnderungen reversibel sind [17].

Normal heart
RV LV

Chronic exercise
Pregnancy

Myocardial infarction
DCM

Chronic hypertension
Aortic valve stenosis

It

Cardiac dilation Pathological hypertrophy Physiological hypertrophy

Myocyte length T >> Myocyte width T Myocyte length T < Myocyte width T Myocyte length T > Myocyte width T
Extensive fibrosis Fibrosis No fibrosis

Myocyte death Maybe cardiac dysfunction No cardiac dysfunction

Advanced cardiac dysfunction

Abb. 1 Schema der kardialen Remodellierung.

Das Herz reagiert auf zusitzliche Arbeitslast in einer ersten Phase mit hypertrophem Wachstum der
Kardiomyozyten, um die kontraktile Kraft anzupassen. Ist diese zusitzliche Belastung durch Konditionen wie
z.B. Schwangerschaft oder Ausdauertraining verbunden, spricht man von kompensatorischer, physiologischer
Hypertrophie, die reversibel ist. Liegen pathologische Ursachen zugrunde, wie z.B. chronischer Bluthochdruck
oder Aortenklappenstenose, geht der kompensatorische meist in einen dekompensierten Zustand iiber. Dieser ist
mit erhohter Kardiomyozyten-Apoptose und Kollageneinlagerungen (Fibrose) verbunden; das Herz dilatiert und
kann die benétigte Leistung nicht mehr erbringen. Der maladaptive Zustand ist nicht reversibel und kann auch
ohne vorherige kompensatorische Phase nach schwerem Myokardinfarkt oder aufgrund einer dilatativen
Kardiomyopathie (DCM) ausgelost werden. Die Herzinsuffizienz befindet sich im Endstadium. LV: linker
Ventrikel, RV: rechter Ventrikel. Ubernommen von Heineke und Molkentin (2006) [11].

1.1.2 Mogliche Therapieansitze bei der Herzinsuffizienz

Um die Lebensqualitéit der Patienten zu erhdhen und die Mortalitét herabzusetzen, steht derzeit ein
breites Spektrum an Methoden zur Verfiigung. Neben den oft unumginglichen Anderungen des
Lebensstils und der Essgewohnheiten, werden iiber Pharmakotherapie mittels Diuretika, Angiotensin-
Converting Enzyme (ACE)-Hemmer und B-Blocker - um nur die géngigsten zu nennen - die
Fliissigkeitsretention und die pathologische Erhdhung des Fiillungsdrucks des linken Ventrikels
kontrolliert [3]. Im fortgeschrittenen Stadium ist hdufig eine invasivmedizinische Intervention

notwendig. Hierzu zdhlen koronare Revaskularisierungen z.B. {iber Stents oder Bypass-Operationen,
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oder im Falle von Arrhythmien die Resynchronisation durch Implantierung von Kardioverter
Defibrillatoren. Im Endstadium ist meist nur noch die Transplantation eines Spenderorgans moglich
[5]. Bis auf die selten durchfiihrbare Transplantation, zielen diese Methoden insgesamt lediglich auf
die Behandlung der Symptome ab. Es erfolgt keine Behandlung des zugrunde liegenden Problems: den
Verlust der kontraktilen Einheiten, den Kardiomyozyten. Neue Ansitze verfolgen deshalb Strategien,
welche die Anzahl der Herzmuskelzellen erhdht [18]. Hierzu zéhlen die Reaktivierung des Zellzyklus
der Kardiomyozyten, um die Proliferation zu stimulieren; Verhindern des Zelltods bzw. Erhohen des
Uberlebens; und neue Kardiomyozyten aus endogener oder exogener Quelle zu erzeugen (Abb. 2).
Die Verwendung exogener Stammzellen birgt das Problem der Immunkompatibilitit,
Transplantierbarkeit und anschlieBende Integration ins Herzgewebe. Deshalb gewinnen besonders
Ansétze zur verstdrkten Proliferation und Differenzierung endogener Progenitorzellen zu funktionellen

Kardiomyozyten an Bedeutung [19].

[ EXOGENOUS STEM OR PROGENITOR CELLS]|
. Reprogramming Fibroblasts and
Pluripotent stem other somatic cells
cells = (O 4 -
OV o~ . .
= g 5/ Abb. 2 Therapeutische Strategien
A= ) =o .
Directed zur Vermehrung von Kardiomyo-
differentiation \ b oFgO::r?rrr? ng zyten
rogr I .
& Transdifferentiated &= &2 Das Schema fasst anschaulich die
% ; ~ o . R
2 cardiomyocytes &2 Transplantation derzeitigen Ansédtze zur kausalen
- &o&& AR Bt Behandlung der  Herzinsuffizienz
O o
= &-"é Apoptosis zusammen. Um den Verlust von
) Extfa'ca“l’liac "90f05ihs and o] Kardiomyozyten zu verhindern, gibt es
stem cells o autophagy o .
% \ b Qg‘ inhibitors Q Strategien zur Blockade des Zelltods
£ Stimulators of 3 Q)" Q oder zur Steigerung des Uberlebens
endogenous u ———— Death - .
z regeneration__ h 2 o von Zellen. Um Kardiomyozyten zu
7 5 / 2 Cell survival g ersetzten, wird versucht, die Zell-
2 2s signals T liferati timuli
3 98 . il proliferation zu stimulieren, exogene
& v oV Zellquellen zu funktionellen Kardio-
0] Endogenous cardiac . .
Q| stemiprogenitor cells myozyten zu differenzieren und zu
& Cellcycle | cycle transplantieren, oder endogene Stamm-
— inhibitors : . .
activators /Progenitorzellen zur  gesteigerten
[STIMULATE PROLIFERATION | Regenration anzuregen. Ubernommen
von Mercola et al. (2011) [19].

1.2 Das endogene Regenerationspotential im adulten Herzen

Um die zuvor beschriebenen Ansdtze zur Expansion von endogenen Stamm-/Progenitorzellen
umzusetzen, stellt sich zundchst die Frage nach der Regenerationsfahigkeit des adulten Herzens.
Lange Zeit herrschte das Dogma vor, dass nicht nur die Kardiomyozyten eines postnatalen Herzens

terminal differenziert seien und damit nicht mehr féhig wéren, sich zu vermehren, sondern auch keine
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Stammzellen vorhanden seien, die eine Erneuerung der kontraktilen Zellen ermdglichen. Demnach
beruht die Massenzunahme des Herzens, welche bei kardialer Remodellierung beobachtet wird,
ausschlieBlich auf hypertrophem Wachstum. Dies wiirde bedeuten, dass Kardiomyozyten, die im
Laufe des Lebens sterben, nicht durch neue kontraktionsfahige Zellen ersetzt werden und dass alle
Kardiomyozyten ebenso alt sind wie der Mensch selbst [20].

Von Zebrabirblingen (,,Zebrafisch®, Danio rerio) und Molchen ist bekannt, dass sie auch im
ausgereiften Alter noch eine hohe Regenerationskapazitiat des Herzens besitzen. Interessante Studien
demonstrieren, dass nach Entfernung von ca. 20% des Herzens in 1-2 Jahre alten Zebrabérblingen,
diese nach 30-60 Tagen ein vollstindig regeneriertes Organ aufwiesen. Mechanistisch wurde eine De-
Differenzierung der adulten Kardiomyozyten, die wieder in den Zellzyklus eintreten, gezeigt [21, 22].
Ahnliche Experimente in Miusen, deren Herz eher dem humanem entspricht als dem eines Fisches,
ergaben dasselbe Ergebnis. Jedoch mit der Einschriankung, dass eine vollstindige Regeneration des
Herzens mit normaler systolischer Funktion nur funktionierte, wenn die Sektion bis zum P1-Stadium
(1 Tag postnatal) erfolgte. Bereits in 7 Tage alten Médusen war das Potenzial nahezu verloren gegangen
und es erfolgte Fibrosierung und Narbenbildung [23]. Dariiber hinaus bewiesen Cell Tracing-Studien
an transgenen Maiusen, bei denen Zellen genetisch markiert und nachverfolgt wurden, dass
Kardiomyozyten-Erneuerung fast ausschlieSlich bei Reparaturbedarf wie nach Myokardinfarkt auftritt
und diese anders als bei den Zebrabarblingen nicht durch Wiedereintritt in den Zellzyklus, sondern
durch Progenitorzellen erfolgte [19, 24, 25]. Messungen der DNA-Synthese in fGtalen
Rattenkardiomyozyten ergaben eine 17%ige Replikationsrate, wohingegen nach der Geburt nur noch
13% und in adulten Ventrikeln nur noch 0,1-2% gemessen wurden [7, 26]. Zur Ermittlung einer
potentiellen kardialen Regeneration beim Menschen wurde ein eleganter Ansatz verfolgt, bei dem sich
die Nuklearbombentests zur Zeit des Kalten Krieges zunutze gemacht wurden. Wéhrend dieser Zeit
stieg der Anteil von '*C-Kohlenstoff in der Atmosphire stark an und wurde iiber Pflanzen in die
Nahrungskette aufgenommen. Nach dem Atomtest-Stopp-Abkommen 1963 sanken die '“C-Level in
der Atmosphire rapide ab. Mittels Radiokarbonmessungen von '*C in Kardiomyozyten-DNA konnte
eine Altersbestimmung vorgenommen werden und mit dem Alter des Patienten verglichen werden.
Daraus ergab sich ein jiingeres Alter der Kardiomyozyten, welches eine Erneuerung der Zellen im
Laufe des Lebens beweist. Die Autoren errechneten sogar, dass im Durchschnitt die Hilfte der
Kardiomyozyten wihrend eines Lebens durch Neue ersetzt werden. Jedoch betrug der jéhrliche
Umsatz maximal 1% und nahm progressiv mit dem Alter ab [27].

Heute ist weitestgehend akzeptiert, dass das adulte Herz Regenerationspotential besitzt, dieses jedoch
nur extrem gering vorliegt. Deshalb werden zahlreiche Ansdtze verfolgt, um die
Regulationsmechanismen der endogenen Regeneration aufzuschliisseln, besser zu verstehen und

therapeutisch fiir die Behandlung der Herzinsuffizienz einzusetzen.
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1.2.1 Endogene Kkardiovaskulire Progenitorzell-Populationen des adulten Maus-

herzens

Fiir die regenerative Skelettmuskulatur wurde herausgefunden, dass die Wiederherstellung der
Muskulatur nach einem Unfall durch sogenannte Satelliten-Zellen erfolgt, die in der Basallamina der
Muskelfasern ruhen [28]. Nach demselben Prinzip wird vermutet, dass im Herzen kardiovaskulére
Progenitorzellen (Cardiovascular Progenitor Cells, CPC) in solchen ,,Stammzell-Nischen™ mit einer
Organ-spezifischen Mikroumgebung ruhen, die zur Erhaltung und Reparatur des Gewebes zumindest
in geringem Male reaktiviert werden [29]. In der Kardiogenese konnten einige Faktoren identifiziert
werden, die als ,,Marker bestimmter Strukturen und Zellpopulationen gelten. Allerdings ist hdufig
derselbe Marker auf verschiedenen Zellpopulationen vorhanden. Zudem sind im adulten Herzen viele
dieser fotalen Marker entweder noch aktiv oder wurden im Remodellierungsprozess reaktiviert [12],
so dass eine Identifikation eines definitiven Stamm-/Progenitorzell-Markers schwierig ist. Heute sind
mindestens sechs verschiedene Vorlduferpopulationen im adulten Herzen charakterisiert worden. Am
gangigsten sind Stem cell antigen 1 (Scal) [30], c-Kit [31], Cardiac Side Population Zellen (CSP)
[32], Islet-1 (Isl1) [33], Kardiospharen [34] und epikardiale Progenitorzellen mit Wilms Tumor 1
(WT1)-Expression [35]. Fiir nicht alle konnten die Kriterien einer Stammzelle gezeigt werden:
Klonogenitét, Fahigkeit zur Selbst-Erneuerung und Pluripotenz [36]. Dieses fiihrt in der Fachwelt
hiufig zu Kontroversen. Beispielsweise wird Isll in der Literatur oft als CPC-Marker beschrieben, der
die Fahigkeit besitzt, alle Zellen des Herzens bilden zu kdnnen [37], wohingegen andere zeigen, dass
keine Reaktivierung im adulten Herzen und somit keine Regeneration durch Is117*-Zellen erfolgte [25,
38]. Zudem handelt es sich oft nicht ausschlieBlich um kardiomyogene Progenitorzellen, so ist c-Kit
z.B. auch ein typischer Marker der hdmatopoietischen Zell-Linie und umstritten, ob diese im adulten
Organ tatsdchlich zu Kardiomyozyten differenzieren kdnnen [8, 25]. Einige Populationen zeigen auch
iiberlappende Marker, beispielsweise wurden CSP-Scal-Zellen gefunden [32], so dass auch die
Beziehung der Populationen zueinander unklar ist. AnteilsmiBig werden die Scal-, CSP- und c-Kit-
Population zusammen mit 0,005 bis 2% aller Zellen im adulten Mausherzen angegeben. Jedoch ist
noch unklar, ob es sich bei diesen CPCs um jeweils unterschiedliche Zell-Linien handelt oder sie nur
verschiedene Stadien innerhalb einer Linie markieren [25, 39]. Aus diesen Griinden wurden in der
vorliegenden Arbeit die am hdufigsten und besten untersuchten Marker Scal und c-Kit zur

Identifikation von kardiovaskuldren Progenitorzellen in adulten Mausherzen verwendet.

1.3 Die embryonale Herzentwicklung

Es kam die Hypothese auf, dass eine Re-Aktivierung von Signalkaskaden der embryonalen

Herzentwicklung helfen wird, die endogenen CPC-Populationen zu aktivieren, um das beschédigte
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Herz zu regenerieren [40]. Somit liegt der Grundstein fiir die Entwicklung regenerativer Therapien im
Versténdnis der exakten Abldufe und den zugrunde liegenden molekularen Signalen wéhrend der
Kardiogenese. Im Folgenden wird zusammenfassend dargestellt, welche Phasen die embryonale
Herzentwicklung durchlduft und welche Gene eine besondere Rolle spielen.

Das Herz ist das erste Organ, das wiahrend der Vertebraten-Embryogenese geformt wird, so dass das
sich entwickelnde Lebewesen mit Nahrstoffen und Sauerstoff versorgt wird. Wenige Tage nach der
Befruchtung der Eizelle kommt es im Stadium der sogenannten Gastrulation durch eine erstaunliche
zeitliche Koordination und Musterung der Zellbewegung zur Aufteilung der Epiblast-Zellen. Dabei
bildet sich der Primitivstreifen und es erfolgt die Aufteilung in die drei Keimblétter Ektoderm,
Mesoderm und Endoderm [41]. Wéhrend sich im Laufe der Entwicklung aus dem Endoderm Darm,
Leber, Lunge und Pankreas bilden, entstehen aus dem Ektoderm Haut und Nervensystem. Aus dem
Mesoderm bilden sich Skelettmuskel, Knochen, Sehnen, sowie das hdmatopoetische und
kardiovaskuldre System [42].

Die Kardiogenese kann zusammengefasst in vier wesentliche Stadien unterteilt werden: (1) Formation
des Cardiac Crescent, (2) Bildung des Herzschlauchs, (3) Looping und (4) Herzstrukturierung (Abb.
3). Zunichst ist es essentiell, dass die Herz-bildenden Zellen aus der anterioren Region des
Primitivstreifens unter die sogenannte Kopffalte cranio-lateral migrieren [43]. Diese Zellen
exprimieren den z.Z. friilhesten bekannten Marker der kardiovaskuldren Entwicklung: Mesoderm
posteriorl (Mespl), der nach der Induktion der kardialen Spezifikation verloren geht [44]. Die Zellen
teilen sich dann in zwei Gruppen auf beiden Seiten der Mittellinie. Die erste sich bildende Population
wird als First Heart Field (FHF) bezeichnet und bildet den sogenannten Cardiac Crescent, eine frithe
sichelférmige Herzanlage. Die zweite Population, das Second Heart Field (SHF), ordnet sich medial
dazu an (Abb. 3A). Als FHF-Marker werden die Transkriptionsfaktoren 7-Box 5 (Tbx5) und Hand1
genannt. Das SHF ist durch die Marker Isll, Hand2 und Fibroblast growth factor 10 (Fgfl0)
gekennzeichnet. Sowohl FHF als auch SHF sind positiv auf Nkx2.5 und GATA4. Zudem sind die
Marker Handl und 2 auch jeweils im anderen Herzfeld vorhanden. Hand1 ist nur stirker im FHF und
Hand2 im SHF exprimiert. Wichtig hierbei ist, dass kein einzelner Faktor allein essentiell fiir die
Kardiogenese ist, sondern ein fein abgestimmtes Zusammenspiel von positiven und negativen
Signalen phasenabhingig von FGFs, Bone Morphogenetic Proteins (BMPs), Notch und Wnts
notwendig ist, welche die Expression der kardialen Transkriptionsfaktoren regulieren [43, 45].

Aus dem Cardiac Crescent wird durch Drehbewegungen der anderen embryonalen Anlagen der
Herzschlauchs gebildet. In diesem Stadium beginnt die Expression der kontraktilen Marker a- und B-
Myosin Heavy Chain (MHC) [46] (Abb. 3B). Im nachfolgenden Prozess des Loopings kommt es zur
Formung einer rechtsseitigen Herzschleife mit einer Spiralformation des Herzschlauchs, bei der sich
die zuvor posteriore Seite zur anterioren Seite bewegt. Gleichzeitig kommt es zur Ausstiilpung der

Ventrikel, Ausbildung der Trabeculae durch Expansion der Zellen in den Ventrikeln und zur Anlage
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der Endokardkissen, aus denen sich die Klappen und Septen bilden. Zusitzlich wandern aus der
Neuralleiste Zellen ein, die den Ausflusstrakt, den Aortenbogen und das autonome Nervensystem
generieren (Abb. 3C). SchlieBlich erfolgt die finale Ausbildung der Herzstrukturen: Trennung der
linken und rechten Vorhdfe und Ventrikel sowie die Aufteilung des Ausflusstrakts in Aorta und
Pulmonararterie (Abb. 3D). Die FHF-Population bilden den linken Vorhof und Ventrikel, das SHF
trigt zu beiden Vorhdéfen bei und formt den rechten Ventrikel, den Ausflusstrakt und das

Erregungsleitungssystem [36, 37, 43, 45, 47, 48].

A B C D

Cardiac cresent E7.75 Linear heart tube E8.25 Looping heart E10.5 Remodelling heart E12.5

Abb. 3 Die vier Phasen der Herzentwicklung.

(A) Formation des Cardiac Crescent:. friihe mesodermale Zellen (FHF, First Heart Field) bilden eine
sichelformige Herzanlage und eine zweite Zellpopulation (SHF, Second Heart Field) ordnet sich medial dazu an.
(B) Bildung des Herzschlauchs: durch Drehbewegungen anderer embryonaler Anlagen wird der Herzschlauch
gebildet und SHF-Zellen beginnen zu migrieren (Pfeile). (C) Looping: Der Herzschlauch dreht sich rechtsseitig,
wobei sich die posteriore zur anterioren Seite bewegt; die Vorhofe, Ventrikel, innere Trabeculae und
Endokardkissen bilden sich; Zellen der kardialen Neuralleiste (CNC, Cardiac Neural Crest) wandern ein und
bilden Ausflusstrakt, Aortenbogen und autonomes Nervensystem. (D) Herzstrukturierung: finale Strukturierung
durch Septierung der Vorhofe und Ventrikel, Aufteilung des Ausflusstrakts in Aorta und Pulmonararterie. Es
sind jeweils die embryonalen Mausentwicklungsstadien angegeben. A:Atrium (Vorhof), Ao: Aorta, AS:
Aortensack, AVV: atrio-ventrikulidre Klappen, Ca: caudal, CT: Konotrunkus, Cr: cranial, DA: Ductus
Arteriosus, L: links, LA/RA: linkes/rechtes Atrium, LCA/RCA: linke/rechte Karotis, LSCA/RSCA: linke/rechte
Subklavia, LV/RV: linker/rechter Ventrikel, PA: Pulmonararterie, R: rechts, V:Ventrikel. Modifiziert nach
Harvey (2002) und Srivastava (20006) [43, 47].

1.4 Der kanonische Wnt/B-Catenin-Signaltransduktionsweg

Der evolutiondr stark konservierte Wnt/B-Catenin-Signaltransduktionsweg spielt wihrend der

Embryogenese und der zelluliren Homoostase im gesamten adulten Organismus eine essentielle Rolle.
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Sowohl die Morphogenese wie auch Proliferation, Differenzierung und Apoptose werden durch Wnt-
vermittelte Signalkaskaden reguliert. Fehlregulationen fithren zu zahlreichen Entwicklungsstérungen
und sind nicht zuletzt auch bei Krebserkrankungen ein wesentlicher Ausloser [49, 50]. Auch im
adulten Herzen hat sich gezeigt, dass eine verdnderte Regulation der Wnt-Kaskaden den Verlauf der
kardialen Remodellierung beeinflusst. Untersuchungen an verschiedenen transgenen Mausmodellen
belegen, dass im adulten Herzen eine Inhibition des Wnt/B-Catenin-Signalweges einen giinstigen
Einfluss auf die kardiale Remodellierung ausiibt [51, 52]. Arbeiten aus unserer Gruppe zeigen, dass
eine kardiale Runterregulation von B-Catenin nach induziertem Myokardinfarkt in Mé&usen zu
verbesserter kardialer Funktion mit einer erhohten Uberlebensrate fiihrte [53]. Da vor allem der
kanonische Wnt/B-Catenin-Signalweg in der vorliegenden Arbeit eine zentrale Rolle einnimmt, wird
dieser im Folgenden genauer beschrieben.

Es werden insgesamt drei Wnt-Signalwege in der Zelle unterschieden (Abb. 4): (A) Der kanonische
Whnt/B-Catenin-Signalweg, und die nicht-kanonischen Signalketten (B) Planarer Zellpolaritits-
Signalweg und (C) Wnt/Kalzium-Signalweg [50].

Die kanonische Wnt-Kaskade verlauft iiber den zentralen Mediator f-Catenin. Dieses gehort zu der
Armadillo-Familie, die sich durch die typischen, zentralen arm Repeat-Protein-Interaktionsmotive
auszeichnen [54]. B-Catenin kommt in der Zelle in unterschiedlichen Kompartimenten vor und fiillt
zwei unterschiedliche Funktionen aus:

(1) Es ist Bestandteil des Zelladhdsionskomplexes in der Membran. Dort interagiert f-Catenin mit E-
Cadherin und wird iiber a-Catenin mit den Aktin-Filamenten des Zytoskeletts verbunden [55]. In
dieser Funktion hat sich aber gezeigt, dass B-Catenin ohne Einschrankungen durch y-Catenin ersetzbar
ist [56].

(2) B-Catenin ist wesentlicher Bestandteil der Signaltransduktion im kanonischen Wnt-Signalweg.
Ohne ein aktives Wnt-Signal wird B-Catenin im zytosolischen Destruktionskomplex durch Casein
Kinase la (CKla), Glykogen-Synthase-Kinase 3 (GSK3B) und Protein Phosphatase 24 (PP2A)
phosphoryliert und anschlieBend von f-Transducin repeat Containing Protein (BTrCP) ubiquitiniert.
Der Destruktionskomplex wird durch das Protein Axin und Adenomatous polyposis coli (APC)
zusammengehalten. B-Catenin wird darauthin proteasomal abgebaut. Zur Aktivierung des Signalweges
binden kanonische Wnt-Liganden an den 7-Transmembranrezeptor Frizzled und die Ko-Rezeptoren
Low-density lipoprotein Receptor-related Protein 5/6 (LRP5/6). Es kommt zur Destabilisierung des
Abbaukomplexes durch Aktivierung von Dishevelled (Dsh), worauthin B-Catenin im Zytosol
akkumuliert und in den Zellkern transloziert wird. Dort fungiert p-Catenin zusammen mit 7-cell
Jfactor/Lymphocyte enhancer factor (TCF/LEF) als transkriptioneller Regulator (Abb. 4A) [50]. Da B-
Catenin selbst keine DNA-bindende Doméne und TCF/LEF im Gegenzug keine Aktivierungsdomidnen

besitzt, fungieren nur beide zusammen als Transkriptionsfaktor [57, 58].
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Andere durch Wnt-Liganden regulierte Signalketten der Zelle, die ohne B-Catenin auskommen,
werden als nicht-kanonische Wnt-Signalkaskaden zusammengefasst. Hierzu zdhlt der Planare
Zellpolaritéts-Signalweg, bei dem durch nicht-kanonische Wnts (z.B. Wnt4, Wnt5a, Wnt 11 [42]) die
Frizzled-Rezeptoren aktiviert werden, die iiber c-Jun N-terminale Kinasen (JNK) eine asymmetrische
Zellteilung auslosen (Abb. 4B). Ebenfalls nicht-kanonisch reguliert ist der Wnt/Ca*-Weg. Hierbei
werden intrazelluldr Phosphokinase C (PKC) und Phospholipase C (PLC) aktiviert, die intrazellulires
Kalzium freisetzen. Dieses aktiviert die Calmodulin-dependent protein kinase C (CaMKII), welches
zur Aktivierung der Nemo-Like Kinase (NLK) fiihrt. Diese agiert als negativer Regulator des
kanonischen Wnt/B-Catenin-Signalwegs (Abb. 4C) [50].

Wis i @ efromer>
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Z B-catenin
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Proteosomal e RS i
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Abb. 4 Schema der drei Wnt-Signaltransduktionswege.

(A) Kanonischer Wnt/B-Catenin-Signalweg (in Blau dargestellt): Im inaktiven Zustand des kanonischen Wnt-
Signalweges wird B-Catenin im Zytosol iiber den Destruktionskomplex, bestehend aus Axin, APC
(Adenomatous polyposis coli), CKla (Casein Kinase Ia) und GSK3B (Glycogen synthase kinase 3f)
phosphoryliert und mittels B-TrCP (B-Transducin repeat Containing Protein) ubiquitiniert. Als Folge wird (-
Catenin proteasomal abgebaut. Zur Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalweges binden Wnts an die
Rezeptoren Frizzled und LRP5/6 (Low-density lipoprotein receptor-related protein), welches intrazelluldr Dsh
(Dishevelled) aktiviert und damit den Destruktionskomplex destabilisiert. f-Catenin wird akkumuliert und in
den Zellkern transloziert; durch Interaktion mit TCF/LEF kommt es zur Transkriptionsaktivierung. (B) Planarer
Zellpolaritits-Signalweg (in Griin): Dsh aktiviert im Zytosol JNK (c-Jun N-terminale Kinase) und 16st eine
asymmetrische Zellteilung aus. (C) Wnt/Ca®*-Signalweg (in Braun): PLC (Phospholipase C) und PKC
(Phosphokinase C) setzen intrazelluldres Kalzium frei, welches iiber CaMKII (Calmodulin-dependent protein
kinase C) NLK (Nemo-Like Kinase) aktiviert. Diese inhibiert den aktivierten kanonischen Wnt-Signalweg.
Modifiziert von Grigoryan et al. (2009) [50].
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Einleitung

1.4.1 Der kanonische Wnt/B-Catenin-Signaltransduktionsweg wihrend der Kardio-

genese

Wihrend der gesamten Entwicklung ist eine fein abgestimmte Regulation des kanonischen Wnt/p-
Catenin-Signaltransduktionsweges von entscheidender Bedeutung. Die Aktivierung und Inaktivierung
von PB-Catenin/TCF-abhéngiger Transkription bestimmt mafigeblich den Verlauf der Kardiogenese.
Bereits im frithen Stadium der Gastrulation ist ein aktives Signal zur Ausbildung der anterior-posterior
Achse und zur Induktion des Mesoderms notwendig. Fiir die anschlieBende Spezifikation der
mesodermalen Zellen in die verschiedenen kardialen multipotenten Linien ist eine Inaktivierung des
Wnt/B-Catenin-Signals ndtig, wohingegen die Vermehrung dieser Zell-Populationen erneut ein
positives Wnt/B-Catenin-Signal erfordert. Nach erfolgter Proliferation der Progenitorzellen ist wieder
eine Inaktivierung der Signalkette notwendig, um schlie3lich die Differenzierung der Vorlduferzellen
in Kardiomyozyten zu erreichen (Abb. 5A) [59-61]. Wie diese exakte Phasen-spezifische Regulation
des Wnt-Signals genau gesteuert wird, ist noch nicht vollstindig gekldrt [62]. Abb. 5B fasst den
derzeitigen Wissensstand der kardiovaskuldren Progenitorzell-Entwicklung und die Beteiligung der
Wnt/B-Catenin-Kaskade zusammen, welche grundlegend zu den Erkenntnissen der vorliegenden

Arbeit beigetragen haben.
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Einleitung

Abb. 5 Der Einfluss des Wnt-Signalweges auf die friihe kardiale Entwicklung.

(A) Die vier Hauptphasen der frithen Kardiogenese Mesodermformation, Spezifikation, Proliferation und finale
Differenzierung der kardialen Zellen werden durch den zeit-abhingigen Wechsel von Wnt-Signal-Aktivierung
und -Inaktivierung erzielt. A: Atrium, OFT: Outflow tract (Ausflusstrakt), V:Ventrikel. (B) Im Detail fiihrt eine
anfangliche Wnt-Aktivierung zur Induktion des Mesoderms, durch den panmesodermalen Faktor Brachyury
(Bry) und Mesoderm posterior 1 (Mespl) markiert. Uber Notch-vermittelte Wnt-Inhibition kommt es zur
Spezifikation von multipotenten kardialen Progenitorzellen, wobei sich eine Bry'/Flk1'/Mesp -Population als
Himangioblast abspaltet, der spiter das himatopoetische System bildet. Die Bry'/Flk1'/Mesp1’-Kardioblast-
Population wird iiber zusdtzliche negative Wnt-Signale weiter spezifiziert (hier als Beispiel die Marker Nkx2.5
und Isll). Mittels Wnt-Aktivierung werden diese Zellen zur Proliferation angeregt und eine erneute Wnt-
Inaktivierung fiihrt zur Differenzierung in die FHF- und SHF-Derivate, die zu Kardiomyozyten werden. Bleibt
die letzte Wnt-Aktivierung aus, entstehen Glattmuskel- und Endothelzellen. Rot: kanonischer Wnt/p-Catenin-
Signalweg; Blau: nicht-kanonische Wnt-Signalwege, die als negative Regulatoren fungieren. Modifiziert nach
Gessert und Kiihl (2010) [61].

1.5 Die Kriippel-like factor-Transkriptionsfamilie

Kriippel-like factors (KLFs) gehoren zur groen Familie der konservierten Transkriptionsfaktoren mit
klassischem Zinkfinger-Motiv. Bisher sind 17 KLF-Mitglieder identifiziert worden, die nicht nur in
verschiedenen Organen und Zelltypen sondern auch zu unterschiedlichen Entwicklungsphasen
exprimiert sind. Sie regulieren damit ein breites Spektrum von Prozessen, welche die Zellproliferation
und -differenzierung, Hamatopoese, Angiogenese, Adipogenese, Muskel- und Lungenentwicklung,
Glukoneogenese, Stammzell-Erneuerung und kardiale Remodellierung, aber auch Neoplasie
einschlieBen - um nur einige Beispiele zu nennen. Dabei hat sich gezeigt, dass einige Vertreter
ubiquitdr und andere nur Gewebe-spezifisch vorkommen. Beispielsweise wurde KLF1 bisher nur in
Erythrozyten und KLF2 nur in der Lunge detektiert [63]. In einigen Zelltypen sind auch mehrere
Vertreter exprimiert, die gegenteilige Effekte regulieren, z.B. fordert KLF2 die Erhaltung von Pra-
Adipozyten und KLF5 die Differenzierung in reife Adipozyten [64].

Mittels der drei C-terminalen Zinkfinger von klassischen Cys,His,-Typ sind sie in der Lage
Interaktionen mit der DNA einzugehen, wobei sie bevorzugt GT-reiche und CACCC-Boxen an
verschiedenen Promotoren binden. Es ist auch bekannt, dass die Zinkfinger nicht nur DNA-
Interaktionen, sondern auch Wechselwirkungen mit anderen Proteinen und RNA eingehen konnen
[65]. Unter den verschiedenen KLF-Mitgliedern herrscht im Zinkfinger-Bereich eine starke
Sequenzhomologie mit iiber 65% Aminoséure-Identitdit und konserviertem Linker zwischen den
Zinkfingern. In Gegensatz dazu weisen sie unterschiedliche und z.T. einzigartige N-terminale
Bindedoménen auf [66]. Diese ermdglichen die Interaktion mit verschiedensten Ko-Aktivatoren, -
Repressoren oder Chromatin-Remodellierungskomplexen, so dass Zell-und Gewebe-spezifische
Effekte erzielt werden kdnnen [67]. Mittels dieser N-terminalen Doménen wurden die 17 KLF-

Mitglieder in drei Hauptgruppen klassifiziert:
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Einleitung

1) Repressoren, die C-terminal binding protein (CtBP)-Interaktionen eingehen: KLF3, 8 und 12
2) Aktivatoren, die Histonacetyltransferasen (HAT) binden: KLF1, 2, 4-7
3) Repressoren, die mit Sin3 A interagieren: KLF9, 10, 11, 13, 14, 16
Die beiden Mitglieder KLF17 und KLF15, welches in der vorliegenden Arbeit néher charakterisiert
wird, sind hierzu nur entfernt verwandt und konnten nicht eingruppiert werden [63].

Abb. 6 zeigt eine schematische Reprisentation der KLF-Proteinstruktur.

=T

N i

Abb. 6 Schematische Struktur von Kriippel-like factor (KLF) Proteinen.

Alle 17 Mitglieder der KLF-Transkriptionsfamilie besitzen drei Zinkfinger vom Cys,-His,-Typ, die je ein
Zinkion chelatieren. Die Zinkfinger sind iiber einen konservierten Linker mit TGERP-Motiv verbunden. Fiir
jedes KLF-Mitglied charakteristisch befinden sich im N-terminalen Bereich Repressions- und/oder
Aktivierungsdoménen. Ubernommen vom Pearson e al. (2007) [64].

1.5.1 Vertreter der Kriippel-like factor-Familie im Herzen

Nach bisherigem Kenntnisstand sind die KLF-Vertreter KLF4, KLF5, KLF10, KLF13 und KLF15 im
Herzen exprimiert [68, 69]. Zu den meisten Vertretern gibt es wenige Daten in Bezug auf die
Regulation im Herzen, hiufig wurde lediglich ein Phénotyp beobachtet. Da aber in der vorliegenden
Arbeit detaillierte Untersuchungen fiir KLF15 unternommen wurden, sollen im Folgenden auch die
Kenntnisse zu den anderen kardialen KLFs gewiirdigt werden.

KLF4 wurde erst kiirzlich der Liste der im Herzen vorkommenden KLFs hinzugefiigt. Dieser Vertreter
ist hauptsdchlich in Darmepithelien exprimiert und wird in der Stammzellforschung zur
Reprogrammierung von somatischen Zellen genutzt, um induzierte pluripotente Zellen (iPS) zu
generieren [63]. Untersuchungen an einer Kardiomyozyten-spezifischen KLF4-Knockout-Maus
zeigten, dass diese nach himodynamischer Belastung schneller Hypertrophie entwickelten und eine
hohe Mortalitédt aufwiesen, so dass KLF4 als anti-hypertropher Faktor eingestuft wurde [70, 71].

KLF5 wurde im Herzen nur in Fibroblasten detektiert, wo es als Fibrosierungs-férdernder Faktor
eingestuft wurde. Durch Stimulation mit dem Peptidhormon Angiotensin II liel sich die Expression
von KLF5 induzieren. Systemische Knockout-Méuse verstarben bereits wihrend der Embryogenese.
Untersuchungen an haplo-insuffizienten KLF5-Méusen zeigten eine reduzierte maladaptive
Remodellierung der Herzen durch verminderte Kollagen IV-Expression und damit verminderter

Fibrose. KLF5 konnte nicht in Kardiomyozyten detektiert werden [72].
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KLF10 wurde in nur sehr geringen Expressionsleveln im Herzen gefunden ohne dass Untersuchungen
zum speziellen Zelltyp unternommen wurden. Ménnliche KLF10-Knockout-Méuse zeigten im Alter
von 16 Monaten eine spontane Entwicklung von kardialer Hypertrophie mit starker Zunahme der
Wanddicken und des Herzgewichts, wohingegen der Phanotyp bei Weibchen nicht auftrat. Es wurden
keine Untersuchungen zum Mechanismus unternommen [73].

KLF13 ist ein hauptsidchlich embryonal exprimierter Vertreter der KLF-Familie im Herzen, der
postnatal runterreguliert wird. Es wurde gezeigt, dass KLLF13 mit dem kardialen Transkriptionsfaktor
GATAA4 interagiert und beide synergistisch kardial-spezifische Gene in Xenopus regulieren [74].
KLF15 ist ein 416 Aminosdure-Protein, das urspriinglich in der Niere gefunden wurde. Es hat sich
aber herausgestellt, dass die Expression in Leber, Herz und Skelettmuskel am hochsten ist [75]. Bisher
wurde KLF15 im murinen und humanen Herzen in den Kardiomyozyten und den Fibroblasten
detektiert und als anti-hypertropher und anti-fibrotischer Regulator identifiziert, der die DNA-
Interaktion zu den Transkriptionsfaktoren GATA4 und Mef2 unterdriickt [76, 77]. Die vorliegende

Arbeit wird weitere relevante Erkenntnisse zu KLF15 im Herzen hinzufiigen.

1.6 Zielstellung

Der Wnt/B-Catenin-Signaltransduktionsweg nimmt sowohl fiir die embryonale Kardiogenese als auch
fiir die Aufrechterhaltung des zelluldren Gleichgewichts im adulten Herzen eine wesentliche Rolle ein.
Untersuchungen in adulten Mausmodellen zeigten, dass eine Inhibition von B-Catenin-abhéngigen
Signalwegen eine positive Wirkung auf die linksventrikulire Remodellierung nach Ischdmie am
Herzen aufweist. Dies war mit der gesteigerten Differenzierung von endogenen kardiovaskuldren
Progenitorzellen assoziiert. Damit bietet die Modulation des konservierten Wnt/pB-Catenin-
Signalweges einen neuen Ansatz zur Beeinflussung der endogenen Regeneration des Herzens. Mittels
Hefe-2-Hybrid-Screening wurden im Vorfeld verschiedene neue kardiale Interaktionspartner von [-
Catenin identifiziert.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die in vitro und in vivo Validierung der Interaktion des Kandidaten
Kriippel-like factor 15 (KLF15) mit B-Catenin. Hierauf aufbauend sollte der Effekt und der
Mechanismus der KLF15/B-Catenin-Interaktion auf die Wnt/B-Catenin-Signalkaskade untersucht
werden. In Anschluss wurde die Uberpriifung der in vivo Relevanz dieser Interaktion in adulten
Mausherzen angestrebt. Hierzu wurde ein konventionelles KIf75-KO-Mausmodell zur Verfiigung
gestellt, in dem basal und unter induziertem kardialem Stress der Effekt des KLF15-Verlustes auf die
Herzremodellierung und die Progenitorzell-Regulation in Abhéngigkeit vom Wnt/B-Catenin-
Signalweg ermittelt werden sollten. Grundlegendes Ziel war, molekulare Erkenntnisse zu gewinnen,
die helfen, in der Zukunft neuartige Therapieansitze zur Stimulation der endogenen Regeneration zur

Behandlung der Herzinsuffizienz zu entwickeln.
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2 Material

Material

In diesem Abschnitt sind alle verwendeten Materialen der vorliegenden Arbeit mit Bezeichnung und

Hersteller bzw. Vertreiber aufgelistet, sofern nicht anders vermerkt.

2.1 Chemikalien und molekularbiologische Reagenzien

Acrylamide/Bisacrylamide (37,5 %)
Agarose GTQ

Ammoniumchlorid
Ammoniumpersulfat

Ampicillin, Natriumsalz
5¢-Azacytidin

-Mercaptoethanol

Bradford Protein Assay
Bromphenolblau

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail, EDTA-frei
DAB (3,3°-Diaminobenzidintetrahydrochlorid)

DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol)
DMSO (Dimethylsulfoxid)

dNTP PCR Nukleotid-Mix (10 mM)
DTT (Dithiothreitol)

EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure)
Essigsdure

Ethanol

Ethidiumbromid

Eukitt® Quick-hardening Medium
Fluoreszein-Kalibrierungsfarbstoff
Formaldehyd

FuGENE 6

Gelatine

Glukose

Glycerol

Glycin

HEPES

IPTG (Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid)
Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenkarbonat
Kaliumhydrogenphosphat
Kalziumchlorid

LB-Agar und -Medium (nach Miller)

Fluka

Carl Roth

Carl Roth
BioRad

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Merck

BioRad
Sigma-Aldrich
Roche
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Serva
Promega
Gerbu
Sigma-Aldrich
Merck

Carl Roth

Carl Roth
Fluka

BioRad

Carl Roth
Roche
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Gerbu

Carl Roth

Carl Roth
Promega

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
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LumiGLO® und Peroxid 20x
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

Matrigel

Methanol

Milchpulver, fettarm
Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumhydrogenkarbonat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumzitrat
N-Ethylmaleinimid (NEM)
Nonidet-40

Orange G

Paraffin-Paraplast

Percoll (max. 1,135 g/ml Dichte)
Phenolrot

PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail
Pikrinsdure

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)
Poly-L-Lysin

ProLong"Gold

Propidiumiodid

Protein G Sepharose 4 Fast Flow
Saponin

SDS (Sodiumdodecylsulfat)

Material

TEMED (N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin)

Toluol

TransFectin™

Tris Base und Tris HCI
TritonX-100
Tween-20
Wasserstoffperoxid
Xylol

Ziegenserum

2.2 Farbelosungen

Accustain® Trichrome Stain (Masson)
Accustain® Weigert’s Iron Haematoxylin
Direct Red 80

Eosin

RAPID-Stain"
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Cell Signaling
Merck

Carl Roth

BD Biosciences
Carl Roth
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Roche
Sigma-Aldrich
Carl Roth

GE Healthcare
Merck

Roche
Sigma-Aldrich
Roche
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Sigma-Aldrich
GE Healthcare
Sigma-Aldrich
Gerbu

Carl Roth

Carl Roth
BioRad

Carl Roth
Gerbu

BioRad
Merck

Carl Roth
Invitrogen

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
G-Biosciences



2.3 GroBlenmarker

DNA Hyperladder I und IV
Full-range Rainbow Marker
PageRuler™ Prestained Protein Ladder

2.4 Kits

DNeasy Blood & Tissue Kit

Dual-Luciferase Reporter Assay System
EndoFree Plasmid Maxi Kit

Invisorb” Spin Plasmid Mini Two Kit
NucleoSpin RNA II Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

TUNEL ApopTag” Red in situ Apoptosis Kit

2.5 Enzyme

BamHI und Notl + NEBuffer 3
Benzonase

Calf-intestinal alkaline phosphatase
DNase I + 10x Inkubationspuffer
GoTaq"” qPCR Master Mix
Kollagenase Typ II

M-MLYV Reverse Transkriptase + 5x M-MLV-RT Puffer

OptiTaqg DNA Polymerase + Puffer B
Pankreatin

Phusion Polymerase + HF Puffer

RNase A

T4 DNA Ligase + 5x Rapid Ligation Buffer
Trypsin 2,5 %

Trypsin-EDTA 0,25 %

2.6 Zellkulturmedien und Zusatze

Ascorbinsdure

Bovine serum albumin (37 %, BSA)
Cytosin-B-o-arabinofuranosid
DMEM

DMEM/F12

Fetal Calf Serum (FCS)
L-Glutamin

Material
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Bioline
Amersham Pharmacia
Fermentas

Qiagen

Promega

Qiagen

Invitek GmbH
Macherey-Nagel
Qiagen
Chemicon

New England BioLabs
Novagen

New England BioLabs
Roche

Promega

Worthington

Promega

Roboklon

Sigma Aldrich
Biozym

Amersham Pharmacia
Fermentas

Gibco

Gibco

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Gibco
Gibco
Biochrom AG
Gibco



Mitomycin C
Natriumpyruvat

NST Supplement-Medium
PBS (1x und 10x)
Penicillin-Streptomycin
Pferde-Serum

RPMI

2.7 Pharmaka

Angiotensin II

Isofluran

Ketamin 10 %

Mifepriston (RU486)
Natriumchlorid-Lésung 0,9 %
Quercetin

Rompun® 2 % (Xylazin)
Tamoxifen

2.8 Plasmide

Bezeichnung

pTOPflash

pFOPflash

pRL-CMV

pEGFP-N1

pcDNA3.1

pCS2+

pGEX-4T-3
pcDNA3.1:Flag-KLF15
pcDNA3.1:Flag-KLF15-AN45
pcDNA3.1:Flag-KLF15-AN152
pcDNA3.1:Flag-KLF15-AN260
pcDNA3.1:Flag-KLF15-AC
pcDNA3. 1:B-Cat-c-Myc
pcDNA3. 1:Flag-B-Cat-AN
pcDNA3.1:HA-NLK
pCS2+:TCF4E-HA
pGEX-4T-3:GST- -Cat
pGEX-4T-3:GST-KLF15
pGEX-4T-3:GST- NLK

Material

Sigma-Aldrich

Gibco

Sigma-Aldrich

Gibco
Gibco
Gibco
Gibco

Sigma-Aldrich
Baxter
Medistar
Sigma-Aldrich
Berlin-Chemie AG
Acro Organics
Bayer
Sigma-Aldrich

Insert

B-Catenin/Tcf-abhidngiger Luziferase-Reporter

Negativkontrolle fiir pTOPflash
Renilla Luziferase-Reporter
EGFP-Expressionsvektor

GST-Expressionsvektor

humanes KLF15 AS 1-416, Flag-Tag
humanes KLF15 AS 46-416, Flag-
humanes KLF15 AS 153-416, Flag-Tag
humanes KLF15 AS 261-416, Flag-Tag
humanes KLF15 AS 1-319, Flag-Tag
murines p-catenin, c-Myc-Tag

murines fB-catenin ohne Exon 3, Flag-Tag
murines NLK, HA-Tag

humanes TCF4, Isoform 2, HA-Tag
humanes B-catenin, GST-Tag

humanes KLF15, GST-Tag

humanes NLK, GST-Tag

Die Plasmidkarten befinden sich im Anhang I.
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Herkunft
Upstate
Upstate
Promega
Clontech
Invitrogen
Invitrogen

GE Healthcare
Dr. HJ Schiffer
Dr. HJ Schiffer
Dr. HJ Schiffer
Dr. HJ Schiffer
Dr. HJ Schiffer
Dr. HJ Schiffer
selbst kloniert
Dr. HJ Schiffer
Prof. A. Hecht
selbst kloniert
selbst kloniert
selbst kloniert



2.9 Oligonukleotide

Material

Oligo(dT), und alle folgenden Primer sind bei der BioTeZ Berlin-Buch GmbH synthetisiert worden.

2.9.1 Genotypisierungsprimer

Mausgenotyp

KIf15 WT

Kif15 KO

oMHC-CrePR1

oMHC-MerCreMer

B-Cat-flox**

B-Cat-flox****

oMHC-CrePR1/p-Cat*™

oMHC-MerCreMer/p-Cat“**

2.9.2 Klonierungsprimer

Bezeichnung

pGEX-BCat FW
pGEX-BCat Rev
pGEX-KLF15 FW
pGEX-KLF15 Rev
pGEX-NLK FW
pGEX-NLK Rev

Bezeichnung
HS 124

HS 125

HS 56

HS 130b
A5°

A3°

HgH s

HgH as
ANCat483
ANCat1051
5’RM41
3’RM42
ANCat FW5
ANCat ASS5
5’RM68
3’RM69

Sequenz 5¢—3¢

Sequenz 5¢—3¢
CTCAAAATGCACAAATGCAC
ATACACTCGGGGGAGCAG
ATCTGGACATTTGGCCACAG
CTCTTCGCTATTACGCCAGC
CTAGAGCCTGTTTTGCACGTTC
GTTCGCAAGAACCTGATGGACA
GTCTGACTAGGTGTCCTTCT
CGTCCTCCTGCTGGTATAG
AGAATCACGGTGACCTGGGTTAAA
CATTCATAAAGGACTTGGGAGGTGT
AAGGTAGAGTGATGAAAGTTGTT
CACCATGTCCTCTGTCTATTC
GCTGCTGTGACACCGCTGCGTGGAC
CACGTGTGGCAAGTTCCGCGTCATCC
AATCACAGGGACTTCCATACCAG
GCCCAGCCTTAGCCCAACT

Schnittstelle

TATA GGATCC CTGGCTACTCAAGCTGATTTGA BamHI
ATAT GCGGCCGC TTTACAGGTCAGTATCAAACCA Notl
TATA GGATCC CTGGTGGACCACTTACTTCCAG BamHI
ATAT GCGGCCGC TTCAGTTCACGGAGCGCACGGA Notl
TATA GGATCC CTGTCTCTTTGTGGCGCAAGAG BamHI
ATAT GCGGCCGC TTCACTCCCACACCAGAGGAGA Notl

2.9.3 Sequenzierungsprimer

Plasmid

pcDNA3.1
pCS2+

pGEX-4T-3

Bezeichnung Sequenz 5‘—3¢
TAATACGACTCACTATAGG
TAGAAGGCACAGTCGAGG
ATTTAGGTGACACTATAG
GTGGTTTGTCCAAACTCATC
GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG
CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG

T7 FW
BGHrev
SP6
EBVrev
pGEXS5¢
pGEX3°¢
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2.9.4 Qrt-PCR-Primer

Material

Die Primerhybridisierungstemperatur betrug fiir alle Primerpaare 60 °C mit Ausnahme von B-Catenin

und c-myc, die eine Temperatur von 55 °C benoétigten. Die Primer wurden mittels der Software

. ™
Beacon Designer ™ entworfen.

Gen
ANP (Nppa)

B-Actin (Acta)
B-Catenin (Ctnnb1)
BMHC (Myh7)
BNP (Nppb)

CD31 (Pecaml)
CD105 (Endoglin)
CD133 (Promininl)
c-myc

Ctgf

Flkl1

Gapdh

Hand1 (eHand)
KIf5

KIf13

KIf15

Scal (Ly6f)

Tcfd (Tcf712)

vWF

Fw
Rev
Fw
Rev
Ex5s
Ex6as
Fw
Rev
Fw
Rev
Fw
Rev
Fw
Rev
Fw
Rev
Fw
Rev
Fw
Rev
Fw
Rev
Fw
Rev
Fw
Rev
Fw
Rev
Fw
Rev
Fw4
Rev4d
322s
322as
Fw
Rev
Fw
Rev

Sequenz 5¢—3¢
CATCACCCTGGGCTTCTTCCT
TGGGCTCCAATCCTGTCAATC
CACACCCGCCACCAGTTC
CCCATTCCCACCATCACACC
ACTGCTGGGACTCTG
TGATGGCGTAGAACAG
ATGTGCCGGACCTTGGAA
CCTCGGGTTAGCTGAGAGATCA
AAGTCCTAGCCAGTCTCCAGAGC
CTTCAGTGCGTTACAGCCCAAAC
AACCCGTGGAGATGTCCAGGCCAGC
ACACCGTCTCTGTGGCTCTCGTTCCC
ACCCACAACAGGTCTCGCAGAAAG
TCCGGGGCCTGGAACTTCACGA
GTGGGCTGCTTCTTTTGTATGTGC
CCGAGTCCTGGTCTGCTGGTTAG
TTCTATCACCAGCAACAG
ATAGGATGGAGAGCAGAG
CCGCCAACCGCAAGATCGGA
CGCAGCATTTCCCAGGCAGC
GGATGTGGACTGGGAGGAAG
AGAGATGAGGAAGGAGCAAGC
ATGTTCCAGTATGACTCCACTCACG
GAAGACACCAGTAGACTCCACGACA
GTGGCAAGTCCGCAGAAG
GGTGTGAGTGGTGATGATGG
TCTTCATCTCTCTGTCCCTTCCC
GGTGTCCATTACTGCCGTCTG
CGGGCTGCGAGAAAGTTTAC
CGTGTGCGTGCGATAGTG
GCCTTCTGTTCCTGCTAC
GCTATCTCCAATACCTCCAC
ACTGTGCCTGCAACCTTGTCTGAGA
GTCCAGGTGCTGCCTCCATT
AACGGAACAGACAGTATAATGG
CACAGGAGTTGAAGGATTGG
AGGTGCCTGCCCTCTGCTTGCA
TCCTCCACGCGGACACACTCGT
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Fragmentliinge

405 bp
164 bp
130 bp
170 bp
268 bp
240 bp
282 bp
183 bp
132 bp
225 bp
286 bp
171 bp
291 bp
106 bp
152 bp
120 bp
435 bp
147 bp

137 bp



2.10 Antikorper

Primér-Antikorper und Isotyp-Kontrollen

anti-aMHC, Maus IgG,,, Klon BA-G5
anti-a-Tubulin, Maus IgG;, Klon DM1A
anti-p-catenin, Maus IgG,, Klon 14
anti-CD133, Maus IgG;

anti-CD144, Maus IgG,, Klon TEA 1/31
anti-CD31, Kaninchen
anti-CD31-FITC/-PE, Ratte IgG,,
anti-CD34-FITC, Ratte 1gG,,
anti-CD44-FITC, Ratte 1gGyy,
anti-ckit-APC, Ratte 1gGyy,

anti-c-Myc 9E10, Maus IgG,
anti-cTnT, Maus IgG,, Klon 3D6
anti-Cx43, Kaninchen

anti-FLAG M2®, Kaninchen
anti-FLAG M2°®, Maus IgG,
anti-FLAG M2®-HRP, Maus IgG,
anti-Flk1-PE, Ratte I1gG,,
anti-GAPDH, Maus IgG, Klon 6C5
anti-GATA4, Kaninchen

anti-GST, Kaninchen

anti-HA, Maus IgG,, Klon HA-7
anti-Hand1l H-100, Kaninchen
anti-Hand2 H-110, Kaninchen
anti-Histone H1 FL-219, Kaninchen
anti-Kaninchen IgG, Ziege
anti-Ki67-PE M-19, Ziege
anti-KLF15 C14, Ziege

anti-Lamin A/C N-18, Ziege
anti-NLK, Kaninchen
anti-Scal-FITC/-APC, Ratte IgG,,
anti-Tbx5, Kaninchen

anti-TCF4, Maus IgG,,, Klon 6H5-3
anti-Ubiquitin, Maus 1gG;, Klon P4D1
Lektin-WGA-FITC

Kaninchen IgG

Maus IgG,

Maus IgGayp

Ratten IgG,,-FITC/-PE

Ratten IgG,,-APC/-FITC

Ziegen IgG-PE

Material

Hersteller

Abcam
Sigma-Aldrich
BD Biosiences
Miltenyi Biotech
Immunotech
Abcam
eBiosciences
eBiosciences
eBiosciences
eBiosciences
Santa Cruz
Abcam
Millipore
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
eBiosciences
ImmunoChemical
Santa Cruz
Chemicon
Sigma-Aldrich
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Sigma-Aldrich
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz

Bethyl Laboratories

eBiosciences
Abcam
Sigma-Aldrich
Cell Signaling
Sigma-Aldrich
ImmunoResearch
BD Biosciences
eBiosciences
eBiosciences
eBiosciences
Santa Cruz
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verwendete Verdiinnung fiir

IF
1:500
1:200
1:100

1:50
1:50
1:200

1:200

1:100
1:200
1:200
1:200
1:200
1:200

WB
1:20.000
1:2.000

1:2.000
1:2.000

1:10.000

1:3.000
1:2.000

FACS
1:500

1:200
1:200
1:200

1:500



Sekundér-Antikorper

anti-Kaninchen IgG-Alexa Fluor 594, Ziege
anti-Kaninchen IgG-APC, Esel
anti-Kaninchen I[gG-HRP, Ziege
anti-Kaninchen IgG-PAP

anti-Maus [gG-Alexa Fluor 488, Ziege
anti-Maus IgG-FITC, Esel

anti-Maus IgG-HRP, Kaninchen
anti-Ratten [gG-Alexa Fluor 594, Ziege
anti-Ziegen [gG-HRP, Esel

2.11 Chemisch kompetente Bakterien

BL21 (DE3) E. coli + SOC-Medium
XL10-Gold® Ultracompetent Cells, E. coli

Material

verwendete Verdiinnung fiir

2.12 Maus- und Rattenstimme

Ratten
Wistar Han

Mause
C75BL/6N
KIf15-KO

oMHC-CrePR1

oMHC-MerCreMer

oMHC-CrePR 1/p-Cat***

aMHC-MerCreMer/B-C thex26

Hersteller IF WB FACS
Invitrogen 1:200 - -
ImmunoResearch - - 1:250
Dako - 1:7.500 -
Sigma-Aldrich 1:100 - -
Invitrogen 1:200 - 1:200
ImmunoResearch - - 1:250
Dako - 1:10.000 -
Invitrogen 1:200 - -
Santa Cruz - 1:5.000 -
New England BioLabs
Stratagene
Genetische Modifikation Herkunft
Wildtyp Charles River
Genetische Modifikation Ursprung

Wildtyp

Knock-Out: Exon 2 von KIfl5 wurde durch
eine nicht-funktionelle LacZ-Kassette
ersetzt

Mifepriston-induzierbare CrePR 1-Kassette
unter Kontrolle des aMHC-Promoters
Tamoxifen-induzierbare MerCreMer-
Kassette unter Kontrolle des tcMHC-
Promoters

Induzierbare, Herzzell-spezifische Stabili-
sierung von -Catenin

Induzierbarer, Herzzell-spezifischer -
Catenin Knock-Down
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Charles River
W. Birchmesier,
Berlin

M.D. Schneider,
Houston [78]
J.D. Molkentin,
Cincinnati [79]

eigene Anpaarung
[80]
eigene Anpaarung



Material

2.13 Zell-Linien

Bezeichnung Beschreibung

ATCC-Nummer

HEK293 humane embryonale Nierenzellen, mit DNA des Adenovirus 5  CRL-1573
transformiert [81]

SW480 Darmepithelzellen, aus humanem Adenokarzinom [82, 83] CCL-228

2.14 Geriite und Software

Geriite Hersteller

AKTAexplorer 100 mit Frac-950 Fraktionssammler und GSTrap GE Healthcare

FF-Séule 5 ml, HiLoad™ 16/60 Superdex 75 prep grade

Biocero BZ-8100 Fluoreszenzmikroskop Keyence

FACS-Calibur BD Biosciences

Geldokumentation Phase GmbH

iCycler iQ5 BioRad

IX70 Fluoreszenzmikroskop Olympus

M2 Fluoreszenzmikroskop Carl Zeiss

Mastercycler” gradient Eppendorf

Microfluidizer® M-110L Microfluidics

Mini-osmotische Pumpen, Model 1002 Alzet

NanoDrop Peqlab

OctoMACS Miltenyi Biotech

T3 Thermocycler Biometra

TD 20/20 Luminometer Turner Designs

Vevo 2100 Imaging System, 45Hz MS-550D MicroScan Ultraschallsonde
Zentrifuge Beckmann Coulter mit Rotor JA-20
Zentrifuge mit Rotor SS-34

Software Hersteller
AxioVision Carl Zeiss

Beacon Designer Premier Biosoft
CellQuest Pro BD Biosciences
ExPASy

GraphPad Prism 4 GraphPad Software
Imagel

NCBI BLAST

-3

Visual Sonics
Beckmann
Sorvall

SIB Swiss Institute of Bioinformatics

Wayne Rasband National Institutes of Health
National Library of Medicine



Material

2.15 Zusammensetzung von Puffer, Losungen und Medien
2.15.1 Lyse-Puffer

Vor Gebrauch wurde den Lyse-Puffern Protease- und Phosphatase-Inhibitoren nach Herstellerangaben

von Roche hinzugefiigt.
IP-Lysepuffer, pH 7,5 150 mmol/L NaCl; 50 mmol/L HEPES; 1,5 mmol/L MgCl,;
1 mmol/L EDTA; 10% Glycerol; 1% TritonX-100
RIPA-Puffer, pH 7,4 150 mmol/L NaCl; 10 mmol/L TrisHCI; 5 mmol/L EDTA; 1%
TritonX-100; 0,1% SDS
Fraktionierungspuffer
Hypotonischer Puffer 10 mmol/L KCI; 10 mmol/L HEPES; 2 mmol/L MgCl,;
100 umol/L EDTA; 1 mmol/L DTT
Hypertonischer Puffer 300 mmol/L NaCl; 50 mmol/L KCI; 50 mmol/L HEPES;

100 pmol/L EDTA; 1 mmol/L DTT; 10% Glycerol

2.15.2 Gelelektrophorese-Losungen

50x TAE-Puffer, pH 8,0 2 mol/L Tris Base; 1mol/L Essigsdure; 50 mmol/L EDTA

6x DNA-Ladepuffer 50 % Glycerol; 25 mmol/L EDTA; 0,2% Orange G

10x SDS-Laufpuffer, pH 8,6 250 mmol/L Tris Base; 1,9 mol/L Glycin; 1% SDS

10x Transferpuffer, pH 9,2 625 mmol/L Tris Base; 1 mol/L Glycin; 1,5% SDS

1x Transferpuffer, pH 9,2 1:10 10x Transferpuffer; 20% Methanol

TBS-T, pH 7,6 20 mmol/L TrisHCI; 165 mmol/L NaCl; 0,05% Tween-20

4x SDS-Ladepuffer, pH 6,8 120 mmol/L TrisHCI; 30% Glycerol; 10% p-Mercaptoethanol;

8% SDS; 0,025% Bromphenolblau

2 Trenngele 12,5%  10% 2 Sammelgele 4%
Acrylamide/Bis (37,5 %) 33ml | 2,7ml Acrylamide/Bis (37,5 %) 0,53 ml
ddH,O 40ml | 4,6 ml ddH,O 3,12 ml
Tris Base 1,5 mmol/L, pH 8,8 25ml | 2,5ml Tris Base 0,5 mmol/L, pH 6,8 1,25 ml
10% SDS 100 ul |+ 100 pl 10% SDS 50 ul
10% APS 75 ul 75 pul 10% APS 40 pl
TEMED 7,5 ul 7,5 ul TEMED 7 ul

2.15.3 Bakterien-Losungen

LBGA-Medium, pH 7,0 autoklaviertes LB-Medium nach Miller; 20 mmol/L Glukose;
100 pg/ml Ampicillin

E. coli Aufschluss-Puffer, pH 7,4 PBS; 1 mmol/L DTT; 500 umol/L PMSF; 1 U/ml Benzonase

Glutathion-Elutionspuffer, pH 8,0 200 mmol/L NaCl; 100 mmol/L TrisHCI; 20 mmol/L Glutathion;
0,2% Tween-20
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2.15.4 Zellkultur-Losungen

ADS-Puffer, pH 7,35

HBSS-Puffer, pH 7,3

HEK293-Medium
SW480-Medium
NRCM-Medium

Fibroblasten-Medium

CPC-Medium
CPC-Differenzierungsmedium

PBS-Rot

Percoll- Stammldsung
Top-Percoll
Bottom-Percoll

Material

116 mmol/L NaCl; 20 mmol/L HEPES; 5,6 mmol/L Glukose;
5,4 mmol/L KCI; 0,8 mmol/L. Na,HPOy; 0,8 mmol/L MgSO,
137 mmol/L NaCl; 5,4 mmol/L KCI; 4,2 mmol/L NaHCOj3;

1,3 mmol/L CaCly; 1 mmol/L MgSQy; 440 pmol/L KH,POy;
250 pmol/L Na,HPO,

DMEM; 10% FCS; 20 umol/L L-Glutamin; 100 U/ml Penicillin,
100 pg/ml Streptomycin

RPMI; 10% FCS; 20 pmol/L L-Glutamin; 100 U/ml Penicillin,
100 pg/ml Streptomycin

DMEM/F12; 2% FCS; 20 pmol/L L-Glutamin; 100 U/ml
Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin; 100 pmol/L Ascorbinsédure
DMEM/F12; 5% Pferdeserum; 0,2% BSA; 3 mmol/L Na-
Pyruvat; NST; 20 umol/L L-Glutamin; 100 U/ml Penicillin,
100 pg/ml Streptomycin; 100 pmol/L. Ascorbinsiure;

100 pmol/L Cytosin-B-o-arabinofuranosid

DMEM/F12; 10% FCS; 20 umol/L L-Glutamin; 100 U/ml
Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin

DMEM/F12; 2% FCS; 20 pmol/L L-Glutamin; 100 U/ml
Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin; 100 umol/L Ascorbinsdure
50 ml 1x PBS; 1 mg Phenolrot

10,5 ml Percoll + 4,5 ml 10x PBS

18 ml Stammlsg. + 22 ml 1x PBS

26 ml Stammlsg. + 14 ml 1x PBS-Rot

Fiir den Percoll-Dichtegradienten werden 4 ml Top-Percoll mit 3 ml Bottom-Percoll unterschichtet.

2.15.5 Zellanalyse-Puffer

Ery-Lyse-Puffer, pH 7,4
FACS-Puffer
FACS-Saponin-Puffer
MACS-Puffer
Na-Zitrat-Puffer, pH 6,0
Phos-Zitrat-Pufter, pH 7,8

2.15.6 Mausinjektionslosungen

Narkose
Mifepriston
Tamoxifen

155 mmol/L NH,4CI; 10 mmol/L KHCOs; 1 mmol/L EDTA
PBS; 2% FCS; 1 mmol/L NaNj3

PBS; 2% FCS; 0,5% Saponin; 1 mmol/L. NaN;

PBS; 2% FCS; 2 mmol/L EDTA

PBS; 10 mmol/L Na-Zitrat; 0,05% Tween-20

192 mmol/L Na,HPO,; 4 mmol/L Na-Zitrat

400 pl 0,9% NaCl; 400 ul Ketamin; 200 pl Rompun®

50 mg in 5 ml Pflanzendl auflosen

50 mg in 500 ul 100% Ethanol aufldsen, dann 4,5 ml Pflanzendl
dazugeben
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3 Methoden

3.1 Peptid-SPOT-Array

Die Methode beruht auf der Moglichkeit, eine Vielzahl von unterschiedlichen Peptidsequenzen
parallel auf Zellulose-Membranen chemisch zu synthetisieren und diese dann fiir Protein-Protein-
Interaktionsstudien oder Bindungsmotiv-Analysen zu verwenden. Ein Protein wird in definiert
tiberlappenden Peptidsequenzen auf die Zellulose-Membran gespottet, der Interaktionspartner als

rekombinantes Protein tiberlagert und die Interaktion liber markierte Antikdrper detektiert [84].

3.1.1 Peptidmembran-Synthese

Die gesamte Proteinsequenz von humanen KLF15, B-Catenin, NLK, TCF4 und ITF2 wurde als 25-
mer-Peptide jeweils vom C-Terminus beginnend auf Whatman 50 Zellulose-Membranen gespottet.
Die Sequenz der einzelnen Peptid-SPOTSs ist dabei um jeweils fiinf Aminosduren verschoben, so dass
jeder SPOT um 20 Aminosduren mit dem vorherigen iiberlappt. Die Peptid-SPOTs wurden von
Angelika Ehrlich, AG Peptidsynthese am Leibniz-Institut fiir Molekulare Pharmakologie (FMP), unter
Zuhilfenahme eines AutoSpot-Robot ASS 222 (Intavis Bioanalytical Instruments) mittels Fmoc-
(Fluorenylmethoxy-carbonyl)-Schutzgruppen-Chemie synthetisiert. Jeder Peptid-SPOT hatte einer
Konzentration von 50 nmol Peptid/SPOT. Zur Kontrolle der Aminosduresequenz und Reinheit wurden
Peptid-SPOTs ausgeschnitten und mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie und HPLC analysiert.

Fiir die Untersuchung der Relevanz einzelner Aminoséuren von ausgewdhlten NLK- und TCF4-
Peptiden wurden Alanin-Substitutionen auf Peptid-SPOT-Arrays vorgenommen. Wegen Ausfalls der
SPOT-Synthesemoglichkeit am FMP wurden diese Peptidmembranen von der Firma Intavis nach

gleichem Protokoll synthetisiert.

3.1.2 Herstellung rekombinanter Proteine

3.1.2.1 Klonierung

Um rekombinante GST-Tag-Fusionsproteine fiir die Interaktionsstudien auf synthetischen Peptid-
SPOT-Arrays herzustellen, wurden die jeweiligen humanen cDNA-Sequenzen in den E. coli
Expressionsvektor pGEX-4T-3 kloniert. Dieser zeichnet sich durch eine zur Multiple Cloning Site N-
terminal gelegene GST-Sequenz, Ampicillin-Resistenz und einen IPTG-induzierbaren Tac-Promoter

aus.
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Zunichst wurde aus humanen Herzohr-Biopsien RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben (siche
Abschnitt 3.5.5). Diese wurde verwendet, um die kodierende Sequenz fiir KLF15, f-Catenin und NLK
mittels PCR zu gewinnen. Die dafiir verwendeten Primer wurden so entworfen, dass die PCR-
Produkte am 3°-Ende von einer BamHI- und am 5°‘-Ende von einer NotI-Restriktionsschnittstelle mit
flankiert wurden; das Start-Kodon ATG wurde durch CTG ersetzt, um eine GST-Fusion zu erhalten
(siche Abschnitt 2.9.2). Die PCR erfolgte in einem Gesamtvolumen von 20 pl mit 0,5 ul cDNA, 1x
Phusion®-HF-Puffer, 200 pmol/L dNTPs, je 1 pmol/L 5°- und 3‘-Primer und 0,4 U Phusion®-
Polymerase, die eine 3°-zu-5°‘-Exonuklease-Aktivitdt aufweist und glatte Enden erzeugt. Die PCRs
wurden mit einem Eppendorf Mastercycler®-gradient bei 98°C, 3 min Anfangsdenaturierung, 35
Zyklen mit 98°C, 10 s Denaturierung, 61°C, 30 s fiir KLF15 und 68°C, 30 s fiir f-Catenin und NLK
Primer-Hybridisierung, 72°C, 60 s Primer-Elongation; und abschlieBende Elongation bei 72°C, 7 min
durchgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden iiber 2% Agarose-Gelelektrophorese gereinigt und extrahiert.

Sowohl die PCR-Fragmente als auch der pGEX-4T-3-Vektor wurden mit 20 U BamHI und 10 U Notl
bei 37°C ii.N. in NEBuffer 3 und 100 pg/ml BSA verdaut. Am néchsten Tag wurden die Enzyme bei
65°C fuir 25 min inaktiviert und der linearisierte Vektor zusétzlich bei 37°C fiir 90 min mit 10 U CIP
(calf-intestinal alkaline phosphatase) dephosphoryliert. Die geschnittenen PCR-Produkte und der
Vektor wurden iiber 2% Agarose-Gelelektrophorese gereinigt und extrahiert. AnschlieBend wurden
die Inserts mit dem Vektor mittels Rapid DNA Ligation Kit von Fermentas bei 22°C fiir 30 min ligiert.
In einem Gesamtvolumen von 20 ul wurden 0,25 U T4 DNA Ligase und Inserts in 3-facher DNA-
Menge gegeniiber dem Vektor eingesetzt.

Je 3 pl der Ligationsansidtze wurden in 50 pl XL10-Gold ultrakompetente E. coli nach
Herstellerangaben von Stratagene transformiert. 100 pl wurden auf LB-Agarplatten mit 100 pg/ml
Ampicillin bei 37°C #i.N. inkubiert. Aus einzelnen Klonen wurde die Plasmid-DNA wie unter 3.5.3
beschrieben extrahiert. Die erhaltenen Plasmide wurden bzgl. Insertion zuerst tiber PCR und dann auf
Sequenzkorrektheit mittels Sequenzierung mit pGEX-Primern (siehe Abschnitt 2.9.3) iiberpriift. Die
PCR erfolgte in einem Gesamtvolumen von 20 pl mit 2 pl Plasmid-DNA, 1x Roboklon Puffer B,
200 umol/L dNTPs, je 1 pmol/L 5‘- und 3°-Primer und 1 U OptiTag-Polymerase. Die PCR wurde
mittels Eppendorf Mastercycler®-gradient bei 94°C, 3 min Anfangsdenaturierung, 35 Zyklen mit
94°C, 20 s Denaturierung, 60°C, 30 s Primer-Hybridisierung, 72°C, 30 s Primer-Elongation; und
abschliefende Elongation bei 72°C, 7 min durchgefiihrt. Eine Amplifikation des Leervektors pGEX-
4T-3 fiihrte zu einem 171 bp-PCR-Produkt, bei korrekter Insertion musste die FragmentgroBe der
jeweiligen Sequenzen addiert werden (KLF15 1251 bp, f-Catenin 2346 bp, NLK 1584 bp).
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3.1.2.2 Proteinexpression und -aufreinigung

Zur Proteinexpression wurden die Expressions-Plasmide in BL21 (DE3) E. coli transformiert. Hierzu
wurden 50 ul der kompetenten BL21 mit 100 ng Plasmid-DNA auf Eis inkubiert und dann fiir 10 s bei
42°C einem Hitzeschock unterzogen. Nach 5 min auf Eis wurde 950 ul SOC-Medium hinzugegeben
und dann bei 37°C fiir 1 h bei 225 rpm inkubiert. AbschlieBend sind 50 pl je Ansatz auf LB-
Agarplatten mit 100 ug/ml Ampicillin bei 37°C .N. inkubiert worden. Am folgenden Tag sind 500 ml
LBGA-Medium mit frischen Klonen inokuliert und bei 37°C bei 225 rpm kultiviert worden. Bei einer
Zell-Dichte von ca. 0,5 bei ODgg wurde die Proteinexpression mit IPTG induziert (100 umol/L. GST-
B-Catenin; 500 umol/L fiir GST-KLF15 und -NLK) und die Bakterien fiir 4 h weiter kultiviert. Die
optimalen Bedingungen sind zuvor in kleinerem MaBstab ermittelt worden. Als ndchstes wurden die
Bakterien fiir 10 min bei 7700 x g und 4°C pelletiert und dann in Aufschluss-Puffer auf Eis
resuspendiert. Die Bakterien wurden in vier Durchliufen mittels Microfluidizer® M-110L
aufgeschlossen und das erhaltene Zell-Lysat 30 min bei 48.000 x g und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde durch einen Spritzen-Filter mit 0,45 um PorengréBe filtriert und die nachfolgende
Proteinaufreinigung von Frank Gotz, AG Ankerproteine und Signaltransduktion (MDC),
vorgenommen. Diese erfolgte in zwei Schritten mittels AKTAexplorer 100-System mit einem Frac-
950 Fraktionssammler. Als erstes wurden die 50 ml Zellextrakte iiber eine Affinitdtschromatographie
mit 5 ml-GSTrap FF-Sdule, gepackt mit Glutathion-Sepharose 4 Fast Flow, gebunden und die GST-
Fusionsproteine mit 10 mmol/L reduziertem Glutathion bei pH 8 eluiert. Diesem Schritt folgte eine
Gelfiltration mit HiLoad™ 16/60 Superdex 75 prep grade, um Monomere von GST-Dimeren und
anderen Aggregaten abzutrennen.

Zur Uberpriifung sind von jedem Aufreinigungsschritt Proben entnommen und die Proteine iiber SDS-
PAGE aufgetrennt und mittels RAPIDstain™ auf Basis von Coomassie sichtbar gemacht worden. Die
Anfarbung der Proteine erfolgte nach Herstellerangaben von G-Biosciences. Eine Protein-
quantifizierung erfolgte mit einem NanoDrop {iiber Absorptionsmessung bei 280 nm unter
Beriicksichtigung des Extinktionskoeffizienten und des Molekulargewichtes. Die aufgereinigten
Proteine GST-KLF15, GST-B-Catenin und GST-NLK wurden in 25% Glycerin bei -80°C gelagert.
Kontroll-GST wurde nach demselben Protokoll gewonnen und freundlicherweise von Jessica Troger,
AG Ankerproteine und Signaltransduktion (MDC), zur Verfligung gestellt. Aufgrund von

Klonierungsschwierigkeiten wurde humanes, rekombinantes GST-TCF4 bei Abnova erworben.

3.1.3 Protein-Overlay und Detektion

Die Zellulose-Peptidmembranen wurden 1 min in Ethanol und 5 min in TBS-T &quilibriert und dann

fir 1h bei RT in 3% BSA/TBS-T geblockt, gefolgt von einer ii.N.-Inkubation mit 2 pg/ml
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rekombinantem GST-Fusionsprotein oder 3 pg/ml GST als Kontrolle in 20 ml 3% BSA/TBS-T bei
4°C. Am néchsten Tag wurden die Membranen 3x mit TBS-T fiir je 5 min gewaschen und dann mit
Kaninchen-anti-GST-Antikorper in 3% BSA/TBS-T fiir 2 h bei RT inkubiert. Nach drei TBS-T-
Waschschritten wurde sekundérer anti-Kaninchen-HRP-Antikorper in 3% BSA/TBS-T fiir 1 h bei RT
dazugegeben und nach weiteren 3x TBS-T-Waschen und ECL-Reagenz-Zugabe sind positive Inter-
aktionen auf ECL-Hyperfilm detektiert worden.

Positive ~ SPOTs  wurden den  Peptidsequenzen  zugeordnet und iiber  BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) mit dem blastp-Algorithmus auf konservierte Doménen oder

bekannte Proteinbindungsmotive hin untersucht.

3.2 Zellkultur
3.2.1 Kaultivierung von HEK293- und SW480-Zellen

Die Human Embryonic Kidney 293 (HEK293)-Zell-Linie wurde aus menschlichen embryonalen
Nierenzellen generiert, die mit DNA des Adenovirus 5 transformiert wurde [81]. Aufgrund der
leichten Kultivierung und guten Transfektionseffizienz wurden HEK293 hier fiir erste biochemische
Analysen verwendet.

Epitheliale SW480-Zellen entstammen einem humanem Adenokarzinom des Darms und zeichnen sich
u.a. durch eine APC-Mutation aus, die Stabilisierung und vermehrte Anhdufung im Zellkern von [3-
Catenin bewirkt [82, 83]. Dieses wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit zur Untersuchung der -
Catenin/TCF-anhingigen Transkription genutzt.

HEK?293-Zellen wurden in DMEM- und SW480-Zellen in RPMI-Medium, ergénzt mit 10% FCS,
20 umol/L L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin-/100 pg/ml Streptomycin-Losung, bei 37°C im 5% CO,-
Brutschrank kultiviert. Zum Passagieren wurden die Zellen mit 0,25% Trypsin-EDTA abgelost und

die Reaktion mit Kulturmedium abgestoppt.

3.2.2 Primirkultur von neonatalen Rattenkardiomyozyten

Pro Experiment sind 40 Wistar-Ratten im Alter von 2-3 Tagen dekapitiert und die Herzen entnommen
worden. Je fiinf Herzen wurden gemeinsam mit einem Skalpell zerkleinert und in 25 ml vorgewérmter
Enzymldsung (45 U/ml Kollagenase Typ Il und 120 pg/ml Pankreatin in ADS-Puffer) bei 37°C unter
Riihren fiir 5 min verdaut. Nach Absetzenlassen des Gewebes wurde der Uberstand verworfen, da sich
in dieser Fraktion iiberwiegend Erythrozyten befinden. Mit dem restlichen Gewebe wurde der
Vorgang mit frischer Enzymlosung wiederholt und der Uberstand mit den dissoziierten Zellen auf

2,5 ml vorgekiihltes Pferde-Serum gegeben, bei 4°C und 300 x g fiir 5 min zentrifugiert, das Zellpellet
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in PBS gewaschen und anschlieBend in DMEM/F12 mit 20% Pferde-Serum auf Eis gestellt. Diese
Schritte wurden wiederholt bis das Gewebe nahezu vollstindig verdaut war. AnschlieBend wurden die
Zellen pelettiert, in 8 ml PBS aufgenommen und vereinzelt. Je 2 ml der Zellsuspension wurden
vorsichtig auf einen diskontinuierlichen Percoll-Dichtegradienten gegeben. Nach Zentrifugation bei
RT und 1850 x g fiir 30 min wurde jeweils die mittlere Schicht mit den Kardiomyozyten gesammelt,
mit PBS gewaschen (5 min, 300 x g) und in Kultivierungsmedium (NRCM-Medium) aufgenommen.
Nachdem die Zellzahl mittels Neubauer-Zihlkammer bestimmt worden ist, wurden je 4x10° Zellen auf
mit 1% Gelatine-beschichteten 12-Well-Zellkultur-Platten ausgesit. Die Zellen wurden bei 37°C im
5% COy-Brutschrank kultiviert. Das im Medium enthaltene Cytosin-p-D-Arabino-furanosid diente der
Hemmung der Proliferation, so dass verbliebene Nicht-Kardiomyozyten die Kulturen nicht

tiberwuchsen.

3.2.3 Primirkultur von murinen kardialen Fibroblasten

Primérkulturen von Fibroblasten aus adulten Mausherzen wurden als Feeder-Layer fir die
Kultivierung von kardiovaskuldren Vorlduferzellen genutzt.

Zur Isolation wurden je drei Herzen von adulten C57BL/6-Méusen vereint, mit einem Skalpell
zerkleinert und in 25 ml vorgewédrmter Enzymlosung (100 U/ml Kollagenase Typ II und 0,1% Trypsin
in HBSS-Puffer) bei 37°C unter Riihren fiir 10 min verdaut. Nach Absetzen des Gewebes in Ruhe
wurde der Uberstand verworfen, da in dieser Fraktion Erythrozyten angereichert waren. Mit dem
Gewebe wurde der Vorgang mit frischer Enzymlosung wiederholt und der Uberstand mit den
dissoziierten Zellen auf 2 ml Fibroblasten-Medium gegeben, bei 4°C und 300 x g fiir 5 min
zentrifugiert, das Zellpellet in PBS gewaschen und anschlieBend in Fibroblasten-Medium auf Eis
gestellt. Diese Schritte wurden wiederholt bis das Gewebe nahezu vollstindig verdaut war.
AnschlieBend wurden die Zellfraktionen vereint, auf zwei 100 mm Zellkulturschalen aufgeteilt und fiir
2 h bei 37°C im 5% CO,-Brutschrank inkubiert. In diesem anreichernden Pre-Plating-Schritt setzten
sich die groBeren Fibroblasten ab, wohingegen andere Zellen im Uberstand verblieben. AbschlieBend
wurde der Uberstand verworfen, die abgesetzten Zellen 2x mit PBS gewaschen und im Fibroblasten-
Medium bei 37°C im 5% CO,-Brutschrank kultiviert. Nach Erreichen von nahezu 100% Konfluenz
wurden die Fibroblasten mit 0,25% Trypsin abgelost und im Verhéltnis 1:3 auf 100 mm Kulturschalen

aufgeteilt; die Kulturen wurden bis maximal zur fiinften Passage verwendet.
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3.2.4 Kaultivierung von murinen kardiovaskuliren Vorliuferzellen

Zur in vitro Untersuchung von endogenen kardiovaskuldren Vorlauferzellen (Cardiovascular
Progenitor Cells, CPCs) wurden zwei unterschiedliche Isolations- und Kultivierungsmethoden

angewendet.

3.2.4.1 CPC-Isolation durch enzymatischen Gewebeverdau

Adulte Mausherzen sind frisch entnommen in PBS gewaschen, die Vorhofe entfernt und das
Ventrikelgewebe mit einem Skalpell zerkleinert worden. Zum enzymatischen Verdau wurde das
Gewebe in 220 U/ml Kollagenase Typ II/HBSS-Puffer bei 37°C fiir 30 min verdaut und dann
sequenziell durch Zellsiebe mit 40 um und 30 um PorengroBe gefiltert und bei 4°C und 300 x g fiir
10 min pelettiert. Die vereinzelten Zellen wurden in CPC-Medium aufgenommen und fiir 2 h bei 37°C
im 5% CO,-Brutschrank zum Pre-Plating inkubiert. Dieser Schritt diente dem Abtrennen von
Zelltriimmern und Fibroblasten. AnschlieBend wurde der Uberstand mit den CPCs entnommen und

ausgesat.

3.2.4.2 Nicht-enzymatische CPC-Isolation

Hierbei wurde das frisch praparierte Herzgewebe bis zu einer breiigen Masse mit einem Skalpell
zerkleinert, in 2% FCS/PBS aufgenommen und durch 40 pm und 30 pm Zellfilter gedriickt. Die Zellen
wurden bei 4°C und 300 X g fiir 5 min pelettiert, in CPC-Medium aufgenommen und ausgesét. Dieses
Protokoll beruht auf dem Prinzip der Explantat-Kultur, bei dem Vorlduferzellen aus einem

Zellverband in Kultur heraus migrieren.

3.2.4.3 CPC-Kultivierung auf einer Proteinmatrix

Da CPCs nicht an Plastik anhaften, sind Zellkulturschalen entweder mit 1% Gelatine oder mit
Matrigel beschichtet worden. Zur Gelatine-Beschichtung wurden die Zellkulturschalen mit 1%
autoklavierter Gelatine fiir 2h bei 37°C im Brutschrank inkubiert und dann unter UV-Licht
getrocknet. Das Matrigel ist liber Nacht bei 4°C aufgetaut und mit kaltem DMEM/F12-Medium
aufgenommen worden. Die Zellkulturschalen wurden fiir 1 h bei RT mit 0,33 mg/ml Matrigel
beschichtet und anschlieBend mit Medium gewaschen. Auf die so vorbereiteten Zellkulturschalen sind
die isolierten CPCs gegeben und drei Tage bei 37°C im 5% CO,-Brutschrank zum Anhaften in CPC-
Medium inkubiert worden. Daraufthin wurden die Zellen 2x mit PBS gewaschen und in
Konditionalmedium kultiviert, welches aus dem Uberstand von kardialen Fibroblasten-Kulturen

gewonnen wurde. Eine Erneuerung des Mediums erfolgte alle zwei Tage.

-3] -



Methoden

3.2.4.4 CPC-Kultivierung auf Feeder-Layer

Der sogenannte Feeder-Layer stellt die extrazelluldre Matrix, Zellkontaktdichte und die Sekretion fiir
das Wachstum und Differenzierung bendtigte parakrine Faktoren bereit. Um die in vivo Bedingungen
moglichst genau nachzustellen, sind kardiale Fibroblasten aus adulten Herzen verwendet worden
(sieche 3.2.3). Um den Zellzyklus zu arretieren und damit die Proliferation zu unterbinden, wurden die
Fibroblasten an Tag vor der CPC-Isolation fiir 2 h mit 10 pg/ml Mitomycin C behandelt und 2x mit
PBS gewaschen. Die isolierten CPCs wurden auf den Fibroblasten ausgesit und drei Tage bei 37°C im
5% CO,-Brutschrank zum Anhaften in CPC-Medium gehalten. Dann sind die Kulturen 2x mit PBS

gewaschen und in CPC-Differenzierungsmedium fiir 10-15 Tage kultiviert worden.

3.2.5 Quercetin-Behandlung von kultivierten Zellen

Zur in vitro Inhibition von B-Catenin-abhéngiger Transkription ist die Substanz Quercetin verwendet
worden [85]. Die 50 mmol/L Stammldsung wurde in DMSO angesetzt und die Endkonzentrationen
durch Verdiinnen mit Medium erzielt. HEK293-Zellen wurden fiir 48 h mit 10, 50 oder 100 umol/L
Quercetin, CPC-Kulturen fiir 10 Tage mit 2,5; 5; 10; 25 oder 50 umol/L Quercetin in CPC-
Differenzierungsmedium behandelt. Die finale DMSO-Konzentration im Medium betrug maximal
0,002% bei HEK293- und 0,001% bei CPC-Kulturen. DMSO-behandelte Kulturen wurden als
Kontrollen mitgefiihrt.

3.2.6 Plasmid-Transfektion

Fiir die Untersuchung von Protein-Interaktionen, -Funktionen und subzelluldre Lokalisationen wurden
Plasmide, die Tag-gekoppelte Proteine exprimieren, in kultivierten Zellen transient transfiziert. Mit
Hilfe von kommerziellen Transfektionsreagenzien auf Basis der Lipofektion wurde Plasmid-DNA in
die Zellen eingebracht. Hierbei komplexieren kationische Lipide mit der negativ geladenen DNA und
bilden leicht positiv geladene Mizellen, die die Aufhahme durch die Zellmembran erleichtern.

Am Tag vor der Transfektion sind fiir (Ko-)Immunprizipitationen 3x10° HEK293-Zellen auf 100 mm
Zellkulturschalen ausgesdt und am nichsten Tag mit FuGENE 6 von Roche im Verhéltnis 1:3
(10 pg DNA:30 pl Reagenz) in Serum-freien Medium transfiziert worden. Fiir immunzytologische
und Genreporter-Experimente wurden auf 12-Well-Platten 1,5x10° HEK293- oder SW480-Zellen und
4x10° neonatale Rattenkardiomyozyten je Well ausgesit. Die Transfektion erfolgte mit dem Trans-
Fektin™-Reagenz von BioRad in einem Verhéltnis von 1:2 (1,3 pg DNA : 2,6 ul Reagenz) in Serum-
freien Medium. Die Zellkonfluenz betrug am Tag der Transfektion bei HEK293- und SW480-Zellen
ca. 70% und bei den primédren neonatalen Ratenkardiomyozyten nahezu 100%. Bei HEK293-Zellen

und der Nutzung von TransFektin™ wurde aufgrund der Toxizitdt 4 h nach der Transfektion das
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Medium gewechselt; ansonsten erfolgte 24 h spiter ein Mediumwechsel. 48 h nach der Transfektion
sind die Zellen den jeweiligen Assays zugefiithrt worden. Die Transfektionseffizienz wurde mittels

EGFP-exprimierendem Plasmid nach 24 und 48 h dokumentiert.

3.3 Tierexperimentelle Arbeiten
3.3.1 Tierhaltung und Tierversuchsgenehmigung

Die Méuse wurden fiir die Experimente in der Tierhaltungseinrichtung des Max-Delbriick-Centrums
(Zeitraum 2008-2011) und der Universititsmedizin Gottingen (seit 2012) nach Richtlinien der
FELASA geziichtet und versorgt. Die Haltung erfolgte in Barrieren unter sterilen, standardisierten
Bedingungen bei konstanter Temperatur (22-23°C) und kontrolliertem 12 h-Tag-/Nachtrhythmus;
Futter und Wasser standen ad [libitum zur Verfligung. Die durchgefiihrten Ziichtungen unterlagen dem
Tierschutzgesetz §11 und alle durchgefiihrten Eingriffe am lebenden Tier, To6tungen und
Organentnahmen wurden durch die LaGeSo Berlin und die LAVES Niedersachsen genehmigt.

3.3.2 Induktion der -Catenin-transgenen Miause

Wihrend es sich bei der KIf15-Maus um ein konventionelles, systemisches Knockout-Model handelt,
sind die Mausmodelle mit B-Catenin-Modulation Zeit- und Herz-spezifisch iiber das Cre/loxP-
Rekombinationssystem induzierbar. Hierbei ist das Gen fiir die Cre-Rekombinase mit einem
Kernlokalisationssignal und einer Liganden-Bindungsdomdne von modifizierten Steroidhormon-
Rezeptoren fusioniert worden; gleichzeitig wurde die Expression an den Herzzell-spezifischen aMHC-
Promotor gekoppelt. Zudem ist das B-Catenin kodierende Gen so modifiziert worden, dass bestimmte
Bereiche durch loxP-Erkennungssequenzen flankiert worden sind. Erst durch Verabreichung des
spezifischen Liganden kommt es zur Aktivierung der Cre-Rekombinase, Transport in den Zellkern
und zum Herausschneiden der gefloxten Sequenzen. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei

verschiedene, konditionale Modelle verwendet:

—  B-Catenin Loss-of-function-Méuse: tMHC-MerCreMer/B-Cat***° [86]

Exon 2-6 von B-Catenin wurden durch loxP-Stellen flankiert [87]. Die Cre-Rekombinase unter
Kontrolle des kardial-spezifischen aMHC-Promoters wurde an einen modifizierten Estrogen-Rezeptor
gebunden und durch Injektionen mit 40 mg/kg/Tag Tamoxifen i.p. fir 5 Tage aktiviert [79]. Als

Konsequenz wurde kein funktionales B-Catenin mehr exprimiert.
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—  B-Catenin Gain-of-function-Miuse: aMHC-CrePR 1/B-Cat"* [80]

Das Exon 3 von B-Catenin wurde durch loxP-Stellen flankiert [88]. Die Cre-Rekombinase unter
Kontrolle des kardial-spezifischen aMHC-Promoters wurde an einen verdnderten Progesteron-
Rezeptor gekoppelt und mittels Injektionen von 30 mg/kg/Tag Mifepriston i.p. fiir 5 Tage aktiviert
[78]. Exon 3 kodiert den Bereich, der fiir den proteasomalen Abbau von B-Catenin notwendig ist. Das
Fehlen fiihrte zu stabilisiertem und damit vermehrt aktiviertem pf-Catenin in der Zelle.

Es wurden Méuse im Alter von mindestens 10 Wochen eingesetzt und zur Ausbildung des Phianotyps
wurde nach Induktion mindestens 2 Wochen gewartet. Die Rekombination wurde mittels PCR
bestitigt (siche 3.3.3). Als Kontrollen wurden entweder einfach-transgene Mause (nur positiv auf Cre
oder loxP-Flankierung) mit dem jeweiligen Steroidhormon-Derivat injiziert oder doppel-transgene

Mause (positiv fiir Cre und loxP-Flankierung) nur mit dem Losungsmittel behandelt.

3.3.3 Maus-Genotypisierung

Genomische DNA aus murinen Schwanzspitzenbiopsien und Herzgewebe wurde nach
Herstellerangaben des Qiagen DNeasy Blood & Tissue Kit extrahiert. Die Genotypen wurden mittels
PCR bestimmt. Diese erfolgten in einem Gesamtvolumen von 15 ul mit 2 ul genomischer DNA, 1x
Roboklon Puffer B, 200 umol/L dNTPs, je 1 pmol/L 5‘- und 3°-Primer und 1 U OptiTag-Polymerase.
Die verschiedenen Primer sind unter 2.9.1 aufgefiihrt. Die Amplifikation erfolgte in einem Biometra

T3 Thermocycler unter Tab. 1 angegebenen Bedingungen.

Tab. 1 PCR-Programme fiir Maus-Genotypisierungen

Programm 1 | Programm 2
PCR-Schritt Temperatur | Zyklen | Zeit Zeit
Anfangsdenaturierung 94°C 1x 4 min 2 min
zyklische Denaturierung | 94°C 30s 1 min
Primer-Hybridisierung | T, °C 35x 30s 1 min
Primer-Elongation 72°C 30s 1 min
finale Elongation 72°C 1x 5 min 10 min

Programm 1 wurde fiir die Genotypen KIf15, aMHC-CrePR1, oMHC-MerCreMer und B-Cat-flox**

ex3

-Genotyp und die Uberpriifung der Rekombination nach
Induktion von oaMHC-CrePR1/B-Cat**™® und aMHC-MerCreMer/p-Cat"**°. Die amplifizierten

angewandt; Programm 2 fiir den B-Cat-flox

Produkte wurden mittels DNA-GroBenmarker nach 2% Agarose-Gelelektrophorese den Genotypen
zugeordnet (Tab. 2).
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Tab. 2 PCR-Produkte der verschiedenen Maus-Genotypen

Maus-Genotyp Wildtyp Transgen
KIf15 200 bp 380 bp
oaMHC-CrePR1 - 330 bp
oaMHC-MerCreMer - 450 bp
B-Cat-flox*™ 580 bp 880 bp
B-Cat-flox™*° 221 bp 324 bp
oMHC-CrePR1/p-Cat*™ 900 bp 700 bp
oMHC-MerCreMer/p-Cat"** - 631 bp

3.3.4 Induktion von kardialer Belastung

Zur Untersuchung der Auswirkungen des transgenen KIfl15-Knockouts im Verlauf der
Herzremodellierung wurde experimentell ein mildes (Angiotensin II-Infusion) und ein stringentes
(TAC-OP) kardiales Belastungsmodel bei Méusen angewandt. Fiir alle Eingriffe sind ménnliche
Maiuse im Alter von 12-14 Wochen und einem Gewicht von ca. 25 g untersucht worden. In diesem
Alter ist das entwicklungsbedingte Wachstum abgeschlossen. Um zudem bekannte geschlechts-
bedingte Unterschiede im Verlauf einer Herzinsuffizienz [89] und beim Vergleich von echokardio-
graphischen Parametern [90] zu umgehen, sind ausschlieBlich ménnliche Tiere eingesetzt worden. Die
operativen Eingriffe erfolgten aseptisch unter Inhalationsnarkose, eingeleitet mit 4% Isofluran und

fortgefiihrt mit 2,4% Isofluran in Sauerstoff.

3.3.4.1 Angiotensin II-Infusion

Mittels chronischer Aktivierung insbesondere des AT;-Rezeptors iiber kontinuierliche Angiotensin II-
Infusion wurde eine verstirkte GefaBBverengung und anti-diuretische Wirkung erzielt. Dies fiihrt
nachweislich zu erhoéhtem Blutdruck und somit Belastung des Herzmuskels und erlaubt eine
experimentell induzierte kardiale Hypertrophie [91]. Dazu wurde den Maédusen unter Narkose
intraperitoneal je eine mini-osmotische Pumpe implantiert. Diese wurden einen Tag zuvor mit
entweder 6 pg/ul synthetisch hergestelltem Angiotensin Il oder dem 0,9% NaCl-Losungsmittel nach
Herstellerangaben von Alzet befiillt und i.N. bei 4°C in 0,9% NaCl-Losung bzgl. der Pumprate
initiiert. Verwendet wurden das Pumpenmodell 1002 mit einer Pumprate von 25 pl/h und 100 pl
Fiillvolumen. Die verabreichte Angiotensin II-Dosis betrug 1,44 mg/kg/Tag. Die Substanzen wurden

kontinuierlich fir 2 Wochen infundiert.

3.3.4.2 Transverse Aortenkonstriktion

Die transverse Aortenkonstriktion (TAC) ist ein etabliertes Model zur Induktion von chronischer
Druckiiberlast und somit zur Ausldsung von kardialer Hypertrophie, die schnell in das Stadium der

Herzinsuffizienz iibergeht [92, 93]. Hierzu wurde bei Miusen unter Narkose die thorakale Aorta
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freigelegt und am Aortenbogen zwischen Arm-Kopf-Gefalistamm (7Truncus brachiocephalicus) und
Halsschlagader (Arteria carotis communis) eine Ligatur definierter Grofle angelegt (Abb. 7). Dazu
wurde eine gebogene 26 G Kaniile parallel zur Aorta angelegt, mit nicht-resorbierbaren Prolene” 7-0
Nahtmaterial ligiert, und sofort wieder entfernt; der Durchmesser der Aorta wurde um ca. 50% des
Lumens verengt. Als Kontroll-Gruppe wurden Méuse einer sogenannten Sham-Operation unterzogen.
Dabei wurde die beschriebene Prozedur ohne Setzen der Ligatur vollzogen. Die Operationen wurden
freundlicherweise von Dr. Andrey da Costa Gongalves, AG Ankerproteine und Signaltransduktion
(MDC), durchgefiihrt.

TAC

linke Hals-
schlagader

Arm-Kopf-
Gefalkstamm

Aortenbogen
Abb. 7 Schema der Transversen
Aortenkonstriktion.
Am transversalen Aortenbogen zwischen Arm-Kopf-
linke Gefdllstamm und linker Halsschlagader wurde eine
Kr:r%%%r Kammer Ligatur gesetzt, mit der der Durchmesser der Aorta

um ca. 50% verengt wurde. Modifiziert von van Rooij
und Olson (2007) [94].

3.3.5 Echokardiographie

Zur Untersuchung des Herzmuskels bzgl. anatomischer Verdnderungen und der Funktion wurden die
KIf15-Méause im Alter von 8, 12, 16 und 40 Wochen einer transthorakalen Echokardiographie
unterzogen. Sind die Miuse einer kardialen Stressinduktion ausgesetzt worden, wurde jeweils eine
Messung vor und zwei Wochen nach der Operation zum Vergleich durchgefiihrt. Die Mduse wurden
mit 2,4% Isofluran narkotisiert und am Brustraum enthaart, um einen optimalen Kontakt zwischen
Schallkopf und Korperoberfliche zu erzielen. Die Messungen erfolgten mit einem VisualSonics Vevo
2100 Imaging System ausgestattet mit einer 45 MHz MS-550D MicroScan Ultraschallsonde und
wurden von Martin Taube, Service in vivo Maus Phénotypisierungsplattform (MDC), durchgefiihrt.
Dabei waren ihm weder der Maus-Genotyp noch die Behandlungsgruppe bekannt. Zur Messung von
linksventrikuliren Herzwanddicken sowie dem Herzkammerdiameter wurden parasternale
B(brightness)-Mode- und M(motion)-Mode-Aufnahmen auf mittlerer Hohe des Papillarmuskels
herangezogen. Hierbei lieferte der B-Modus eine 2-D-Ubersicht der anatomischen Strukturen und der
M-Modus eine ein-dimensionale, zyklische Abfolge der Herzmuskelbewegung (Abb. 8). Gemessen
wurden die Herzrate (HR, bpm), systolische (sys) und diastolische (d) Herzwanddicken (IVS:
Interventrikulares Septum, LVHW: Linksventrikuldre Hinterwand; mm) und der linksventrikulérer

Innendiameter (LVID, mm). Mittels dieser Werte und der Vevo-Software wurden das Gewicht des
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linken Ventrikels (LVmass, mg) und die funktionellen Parameter Auswurfvolumen (EF: Ejection
Fraction, %) und Verkiirzungsfraktion (FS: Fractional Shortening, %) berechnet. Nach TAC-
Operationen wurde zudem eine Dopplersonographie durchgefiihrt, um den Blutfluss-Gradienten durch

die gesetzte Verengung an der Aorta zu ermitteln (deszendierender Gradient, mm/Hg).

Right Ve

Aorta

1¥S;d (1) =
D-: 0.45mm | SR (1) =
D7 0.78 mm

LYID;d (1) = LY¥ID;s (1) =
D 1395 mm 0.:'1.99 mm

LyPWi(1) = . i
D : 0.66 lam LYRW;s (1) =

Left VVentricle | D : 1.18 mh

Abb. 8 Echokardiographische Beispielbilder zu B- und M-Modus-Aufnahmen eines Mausherzens.

(A) B-Mode-Aufnahme der langen Herzachse zur Darstellung der Anatomie und dessen schematische
Abbildung. (B) Parasternale Aufnahmen der kurzen Achse und die schematische Reprisentierung. (C) M-Mode-
Darstellung der zyklischen Abfolge der Herzmuskelbewegung zur Messung der Kammerdimensionen. IVS:
Inter-ventrikulares Septum, LVID: linksventrikuldrer Innendiameter, LVPW: Linksventrikuldre Hinter-wand
(posterior wall). Die Aufnahmen wurden mittels VisualSonics Vevo 2100 Imaging System erhalten. Die
schematischen Bilder sind von Lynch 1987 modifiziert.

3.3.6 Organentnahme und Morphometrie

Die Miuse wurden mittels kombinierter i.p. Injektion mit 160 mg/kg Ketamin und 16 mg/kg Rompun®
narkotisiert. Ketamin diente dabei als Analgetikum und Narkotikum, Rompun® mit dem Wirkstoff
Xylazin wirkte sedativ, analgetisch und muskelrelaxierend. Die Wirkung wurde mittels Flexor-Reflex
getestet, die Maus wurde dann am Brust- und Bauchraum ge6ffnet und die Organe sofort entnommen.
Dieses Vorgehen verhindert besonders bei der Herzentnahme eine Blutkoagulation in den
Herzkammern.

Zur Morphometrie wurden die Maus und das préparierte Herz gewogen und die linke Tibia nach
Organentnahme freigelegt und mit einem Lineal vermessen. Sowohl Gesamtkdrpergewicht als auch

Tibia-Lédnge dienten als Normalisierungsfaktor.
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3.4 Zellanalysen

3.4.1 Magnetische Zellsortierung mittels MACS

Zur Isolation von Scal-positiven Progenitorzellen wurde die Magnetic Activated Celll Sorting
(MACS)-Technologie verwendet. Hierbei werden Oberflachenepitope mit spezifischen magnetisch-
gekoppelten Antikdrpern markiert und im Magnetfeld aus der Gesamtzellpopulation heraussortiert.

Um geniigend Zellen zu erhalten, wurden je Ansatz finf frisch préparierte Herzen von adulten Mausen
mit einem Skalpell manuell minimal zerkleinert. Dieses Gewebe wurde in 30 ml HBSS-Puffer mit
220 U/ml Kollagenase Typ II bei 37°C fiir 30 min verdaut, die Zellen bei 4°C, 300 x g fiir 10 min
sedimentiert und in MACS-Puffer aufgenommen. Diese wurden zur Vorselektion mittels ZellgroBe
und zur Erlangung von Einzel-Zellsuspensionen sequenziell durch 40 pm- und 30 pm-Zellsiebe
filtriert. Die Zellen sind dann bei 4°C fiir 15 min mit anti-Scal-FITC-Antikérper von Miltenyi Biotech
(1:10) markiert, anschlieBend in MACS-Puffer bei 4°C, 300 x g fiir 10 min gewaschen und mit anti-
FITC-MicroBeads (Miltenyi Biotech, 1:5) bei 4°C fiir 20 min inkubiert worden. Nach einem erneuten
Waschschritt erfolgte die magnetische Zellseparation mittels OctoMACS Separator auf MS Saulen
(maximale Kapazitit: 1x10” Zellen) von Miltenyi Biotech nach Herstellerangaben. Die Anreicherung
von Scal-positiven Zellen wurde durch zwei aufeinanderfolgende MS-Séulen-Separationen erzielt und
die Reinheit mittels Durchflusszytometriec am FACS-Calibur gemessen. Es wurden sowohl die
sortierten Zellen als auch der Zelldurchlauf gesammelt und beides sofort der RNA-Extraktion

zugefiihrt.

3.4.2 Zellanalysen mittels Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie, auch bekannt als Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS), ist eine
Methode zur Quantifizierung von in Suspension vereinzelten Zellen in Bezug auf ihre Eigenschaften.
Hierbei werden Zellen durch einen gebiindelten Laserstrahl gerichtet und das dabei erzeugte gestreute
und angeregte Licht gemessen. Detektoren erfassen zum einen die Vorwérts-Lichtstreuung (Forward
Scatter, FSC) als MaB fiir die ZellgroBe und zum anderen das Seitwirts-Streulicht (Side Scatter, SSC)
korrelierend zur Granularitit. Sind Oberflichen- oder Intrazelluldr-Epitope der Zellen mit
Fluoreszenz-gekoppelten Antikdrpern markiert worden, wird das durch Laser angeregte, emittierte
Licht detektiert. Die Kombination der Informationen gibt Aufschluss {iiber die speziellen
Charakteristika von Zellpopulationen, die auch zum Sortieren von Zellen genutzt werden konnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Durchflusszytometrie zur Immunphénotypisierung von isolierten
kardialen Progenitorzellen in vivo und nach in vitro-Kultivierung genutzt. Die Zellen wurden wie unter
Abschnitt 3.2.4 beschrieben direkt aus Mausherzen isoliert oder nach 14-tidgiger Kultivierung mit

0,25% Trypsin-EDTA bei 37°C fiir 10 min abgeldst. Die vereinzelten Zellen wurden in FACS-Puffer
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aufgenommen und zunédchst mit direkt Fluorochrom-gekoppelten Antikdrpern gegen Oberflédchen-
proteine bei 4°C fiir 30 min abgedunkelt inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen 2x mit FACS-
Puffer und 1x mit PBS gewaschen und in 1% PFA/PBS bei RT fiir 15 min fixiert. Nach 2x Waschen
mit PBS wurden die Zellen mit FACS-Saponin-Puffer fiir 5 min permeabilisiert und dann mit Primér-
Antikdrpern gegen intrazelluldre Proteine bei 4°C fiir 30 min abgedunkelt inkubiert. Nach 3x Waschen
mit FACS-Saponin-Puffer, wurde die entsprechenden mit Fluorochrom-gekoppelten Sekundir-
Antikorper fiir 30 min bei 4°C hinzugegeben, gefolgt von 2x Waschen mit FACS-Saponin- und 1x
FACS-Puffer. Die Antikérpermarkierung erfolgten in 100 pl Zellsuspension und alle Waschschritte
sind mit 1 ml Puffer bei 4°C und 300 x g fiir je 5 min durchgefiihrt worden. Zu den jeweiligen
Antikdrpern die Isotyp-Kontrollen mitgefiihrt worden. Die verwendeten Antikorper- und Isotyp-
Verdiinnungen sind in Abschnitt 2.10 aufgelistet. AbschlieBend wurden die Zellen in 300 ul FACS-
Puffer aufgenommen und mit einem BD FACS-Calibur-Durchflusszytometer analysiert. Es wurden
10.000 Zellen im SSC/FSC-Populations-Gate erfasst und die Auswertung im Quadranten fiir
Doppelfiarbungen und im Histogramm fiir Einzelfirbungen mit der Software CellQuest Pro
durchgefiihrt.

Zur Kontrolle der Antikorper-Spezifitit wurden neben Progenitorzellen aus dem Herzen auch Milz-
Zellen isoliert und nach gleichem Protokoll gefarbt. Da es sich bei der Milz um ein stark durchblutetes
Organ handelt, wurden nach der Isolation die Erythrozyten mit Ery-Lyse-Puffer fir 2 min bei RT
entfernt und anschlieBend mit dem 5-fachen Volumen an FACS-Puffer 3x gewaschen. Die Kontrollen

befinden sich im Anhang II.

3.4.3 Zellzyklus-Analyse

Als Abwandlung der oben beschriebenen Technik wurde die DNA von isolierten Progenitorzellen mit
dem stochiometrisch interkalierenden Farbstoffen Propidiumiodid markiert und mittels Durchfluss-
zytometrie quantifiziert. Hierbei konnen verschiedene Zellzyklus-Phasen durch den DNA-Gehalt und
der daraus resultierenden Fluoreszenz-Intensitit unterschieden werden: ruhende Zellen in GO/G1 mit
2 n, Zellen in der Replikationsphase G2/M mit 4 n und in der DNA-Synthesephase S mit 2-4 n.

Die isolierten Progenitorzellen wurden bei 4°C fiir 30 min mit 70% eiskaltem Ethanol/PBS fixiert.
Anschlie(end wurden die Zellen 2x in Phos-Zitrat-Puffer bei 4°C und 300 x g fiir je 5 min gewaschen
und dann mit 300 pl Propidiumiodid (50 pg/ml) in Phos-Zitrat-Puffer bei 37°C fiir 30 min inkubiert.
Um die Bindung von Propidiumiodid an RNA zu verhindern, wurden zudem 50 ul RNase A
(100 pg/ml) hinzugegeben. AnschlieBend erfolgte die Messung am FACS-Calibur-Durchfluss-
zytometer mit Anregung durch einen Argon-lonen-Laser. Um die zu analysierenden Einzel-Zellen von
Zellschrott und -aggregaten zu unterscheiden, ist im FL2-585/42-Filter die Zellfliche gegen die

Zellweite linear aufgetragen worden. Durch Anlegen eines entsprechenden Gates wurden 20.000
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Zellen je Probe analysiert und dann in einem Histogramm die Zellnummer gegen Fluoreszenzintensitit
aufgetragen, um die Zellzyklusphasen zu unterscheiden und quantitativ auszuwerten. Die Analyse

erfolgte mittels CellQuest Pro Software.

3.5 Molekularbiologische Methoden
3.5.1 Luziferase-Reportergen-Assay

Um den Effekt von identifizierten Interaktionspartnern auf die p-Catenin-abhéngige Transkription in
vitro zu testen, wurde das TCF-Reporter-Plasmid Kit von Upstate verwendet. Hierbei handelt es sich
zum einen um das pTOPflash-Plasmid mit drei Kopien der TCF-Bindestelle (CCTTTGATC) und zum
anderen um das pFOPflash-Plasmid mit drei Kopien einer mutierten TCF-Bindestelle
(CCTTTGGCC), gefolgt von einem minimalen Thymidinkinase-Promoter und dem Leserahmen fiir
das Glithwiirmchen (Photinus pyralis)-Luziferase-Gen. Eine Aktivierung des Promotors und damit
Transkription des Luziferase-Gens erfolgt nach Bindung von p-Catenin mit seinen Kofaktoren
TCF/LEF an die Bindestellen; das Plasmid mit mutierten Bindestellen dient als Negativkontrolle. Als
MaB fiir die Luziferase-Aktivitit wird die Lumineszenz nach Oxidation des Substrats Luziferin in
Gegenwart von ATP, Mg”" und O, gemessen.

Zur Analyse wurden HEK293-, SW480-Zellen und neonatale Rattenkardiomyozyten mit dem
pTOPflash bzw. pFOPflash, Expressionsplasmiden fiir f-Catenin oder TCF4, KLF15 oder dessen
verkiirzte Konstrukte und pRL-CMV mit TransFektin™ von BioRad transfiziert (siche Abschnitt
3.2.6). Das Plasmid pRL-CMV enthidlt die Sequenz der Quallen(Renilla reniformis)-Luziferase und
diente zum Normalisieren von Variationen bzgl. Zellzahl, Transfektions- und Lyseeffizienz. Das
optimale Konzentrationsverhéltnis der Plasmide wurde zuvor etabliert: pRL-CMV mit 5 ng/Ansatz;
die Reporterplasmide wurden aufgrund des schwicheren Thymidinkinase-Promoters in 3-facher
Menge (0,75 png) zum Reporter-aktivierenden Plasmid (0,25 pg) eingesetzt. Um in jedem Ansatz die
gleiche DNA-Menge zu gewihrleisten, wurde mit entsprechendem Leervektor kotransfiziert. 48 h
nach der Transfektion wurden mit den Zellen nach Herstellerangaben des Dual-Luciferase® Reporter
Assay System von Promega verfahren und die Luziferase- Aktivitdt mit einem TD-20/20 Luminometer
(Turner Designs) ermittelt. Licht-Einheiten sind nach 2 s Verzdgerung fiir 10 s gemessen worden.
Jede Bedingung wurde in Triplikaten durchgefiihrt und in unabhidngigen Experimenten wiederholt.
Die Plasmide sind in Abschnitt 2.8 aufgelistet und die Plasmidkarten im Anhang I beigefiigt.
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3.5.2 Agarose-Gelelektrophorese

Restriktionsverdau- und PCR-Produkte wurden mit Probenpuffer versetzt und in 1-2%igen
Agarosegelen in TAE-Puffer elektrophoretisch der Grofle nach aufgetrennt; dazu wurde ein DNA-
GroBenmarker mitgefiihrt. Aufgrund der negativen Ladung der DNA findet eine Migration durch das
Gel im elektrischen Feld statt. AnschlieBend wurde die DNA 15 min mittels 0,5 ug/ml Ethidium-
bromid angefirbt und im UV-Licht visualisiert. Wurden die DNA-Fragmente weiterhin benétigt, sind
diese aus dem Gel ausgeschnitten und mittels Qiagen QIAquick Gel Extraction Kit nach

Herstellerangaben extrahiert worden.

3.5.3 Plasmid-DNA-Isolation

Bakterienklone aus ii.N.-Kulturen wurden in LBGA-Medium inokuliert und bei 225 rpm und 37°C
ii.N. inkubiert. Plasmid-DNA ist unter Verwendung des Invisorb® Spin Plasmid Mini Two Kits der
Invitek GmbH oder des Plasmid Maxi Kit von Qiagen entsprechend der Herstellerangaben isoliert und

aufgereinigt worden.

3.5.4 DNA-Sequenzierung

Zur Uberpriifung von DNA-Sequenzen wurden der Service der Firmen GATC Biotech und Invitek
GmbH genutzt. Die erhaltenen Sequenzen sind mit der online-Datenbank BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) mittels megablast-Algorithmus abgeglichen worden.

3.5.5 RNA-Expressionsanalyse mittels quantitativer real-time PCR

Um die Expressionslevel von Gentranskripten zu bestimmen, wurde sich der quantitativen real-time
PCR (qrt-PCR) mittels SYBR Green bedient. Diese Methode nutzt die Amplifikation von cDNA und
messbare Einlagerung des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green I in doppelstringige DNA wihrend der
Polymerase-Ketten-Reaktion.

Zunichst wurde gesamt-RNA aus Mausgewebe bzw. von kultivierten Zellen entsprechend der
Herstellerangaben des Macherey-Nagel NucleoSpin RNA 1I Kits isoliert. Das Aufreinigungsprotokoll
beinhaltet den Verdau mittels rekombinanter DNase, um Kontaminationen mit DNA zu vermeiden. Im
Anschluss wurde die RNA-Konzentration bei 260 nm mittels NanoDrop-Photometer bestimmt.

Zur cDNA-Synthese sind jeweils 300 ng RNA mit 0,5 pg Oligo(dT),-Primer gemischt und bei 65°C
fiir 5 min erhitzt worden. Die Umschreibung erfolgte nach Zugabe von 10 mmol/L dANTP-Mix und
100U M-MLV Reverse Transkriptase in Gegenwart von Ix M-MLV-RT-Reaktionspuffer
einschlieBlich 10 mmol/L DTT bei 42°C fiir 1 h. Die gewonnene cDNA wurde mit Nuklease-freien
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Wasser 1:10 verdiinnt und anschlieBend je 1 pl mit 10 ul GoTaq"” gPCR Master Mix, 400 nmol/L
Fluoreszein-Kalibrierungsfarbstoff und jeweils 3 pmol/L 3‘- und 5°-Primer gemischt. Die qrt-PCR
wurde mittels BioRad-iCycler iQ5 fiir 95°C, 60 s Anfangsdenaturierung, 35 Zyklen mit 95°C, 15 s
Denaturierung, 55 bzw. 60°C, 30 s Primer-Hybridisierung und 72°C, 20 s -Elongation durchgefiihrt.
Der Amplifikation schloss sich eine Schmelzkurvenanalyse in 0,5°C-Schritten von 55 bis 95°C an.

Alle Reaktionen wurden als Triplikate ausgefiihrt. Es erfolgte eine absolute Quantifizierung iiber eine
mitgefiihrte logarithmische Standardkurve im Bereich von 10° bis 10® Molekiilen/pl der jeweiligen
Gene. Zur Anfertigung der Standardreihen wurde ¢cDNA von murinem, embryonalem Gewebe
amplifiziert, die PCR-Fragmente mittels 1%iger Agarose-Gelelektrophorese und DNA-Sequenzierung

tiberpriift, und anschlieBend die Kopienzahl anhand folgender Formel berechnet:

DNA— Konzentration [g iy ]

x6.022x10%*
Ldinge des PCR — Fragments [bp] x 660

Kopienzahl [Molekule /il ] =

Die Normalisierung der Expressionslevels der untersuchten RNA-Transkripte erfolgte durch Division
mit dem geometrischen Mittel der Kopienzahlen der Housekeeping-Gene Gapdh und B-Actin.

Die Primer-Sequenzen und -Hybridisierungstemperaturen sind im Abschnitt 2.9.4 aufgefiihrt.

3.6 Proteinbiochemie
3.6.1 Gesamtzell-Proteinextraktion

HEK293-Zellen wurden mit PBS gewaschen, in IP-Lysepuffer mit Protease- und Phosphatase-
inhibitoren aufgenommen und auf Eis lysiert. Murine Organstiicke wurden in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und gemdrsert, in RIPA-Lysepuffer mit Protease- und Phosphataseinhibitoren
aufgenommen und iiber eine Spritze mit 20 G-Kaniile homogenisiert. AbschlieBend wurden
Zelltrimmer durch Zentrifugation fiir 20 min bei 1.500 x g, 4°C entfernt und die Lysate fiir

Immunprizipitationen oder Western Blots eingesetzt.

3.6.2 Zellfraktionierung

Zur Untersuchung von subzelluldrer Proteinlokalisation oder zur Anreicherung von Kernproteinen
wurden Zellen in zytosolische und nukleare Proteinfraktionen unterteilt. Transfizierte HEK293-Zellen
bzw. endogene Gewebehomogenate wurden zunéchst in 500 pl Hypotonischen Puffer mit Protease-
und Phosphataseinhibitoren fiir 15 min auf Eis schwellen gelassen, dann NP-40 (0,1% fiir HEK29, 1%
fiir Herzzellen) dazugegeben, gevortext und fiir 5 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation fiir 5 min
bei 1.500 x g, 4°C wurde der Uberstand als angereicherte zytosolische Proteinfraktion gesammelt. Das

Pellet wurde in 250 pl Hypertonischem Puffer mit Protease- und Phosphataseinhibitoren geldst, fiir
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25 min auf Eis inkubiert, NP-40 (0,1% fiir HEK29, 1% fiir Herzzellen) dazugegeben, gevortext und
fiir 10 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation fiir 5 min bei 16.000 x g, 4°C wurde der Uberstand

mit der nuklearen Proteinfraktion gesammelt.

3.6.3 Proteinquantifizierung

Proteinkonzentrationen wurden photometrisch bei 595 nm nach Bradford mittels BioRad Protein-
Assay iiber eine BSA-Standardreihe von 1 bis 25 ug/ml bestimmt. Die Methode beruht auf der
Komplexierung von Proteinen mit dem kationisch vorliegenden Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau
(G250, wobei dieser eine stabilisierte anionische Form bildet und damit das Absorptionsmaximum von

470 auf 595 nm verschiebt. Alle Proben sind als Duplikate mittels Photometer gemessen worden.

3.6.4 Ko-Immunprizipitation

Die Analyse von Protein-Protein-Interaktionen wurde mittels Ko-Immunprazipitation von Tag-
gekoppelten Proteinen in HEK293-Zellen und endogenen Proteinen aus adultem Herzgewebe
durchgefiihrt. Als erstem wurde im Pre-Clearing je 1 mg Proteinlysat mit 50 ul Protein G Sepharose
Beads fiir 90 min bei 4°C auf einem Drehrad (10 rpm) inkubiert, um unspezifisch bindende
Bestandteile zu entfernen. Die Sepharose wurde 1 min bei 1.500 x g, 4°C abgetrennt, der Uberstand
mit gereinigtem Proteinlysat abgenommen und {i.N. bei 4° auf dem Drehrad mit 1,5 ug Antikdrper
gegen das zu prézipitierende Protein inkubiert. Am folgenden Tag wurden 50 pl Beads je Lysat
hinzugegeben und fiir 2 h bei 4°C rotiert, um den Antikorper-Protein-Komplex zu binden. Nach
erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand entsorgt und die Bead-Komplexe 4x mit Lysepuffer mit
Protease- und Phosphatase-Inhibitoren gewaschen. SchlieBlich wurden die Proteinkomplexe mit 30 pl
2x SDS-Lade-Puffer bei 95°C fiir 5 min von den Sepharose Beads geldst und nach Zentrifugation fiir
2 min bei 1.500 x g, 4°C abgenommen. Je 20 pl wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt und mittels
Western Blot mit Antikérpern gegen das koprizipitierte Protein analysiert. Als Kontrollen sind
Immunprizipitationen von Leervektor-transfizierten Zell-Lysaten und IgG-Isotypen mitgefiihrt

worden.

3.6.5 Nachweis von ubiquitiniertem TCF4

Zur Detektion von TCF4, das mit Ubiquitin zum proteasomalen Abbau markiert wurde, ist bei der
Proteinisolation dem jeweiligen Lysepuffer 10 pmol/L N-Ethylmaleimid (NEM) als Inhibitor von
deubiquitinierenden Enzymen zugesetzt worden. TCF4 wurde dann wie oben beschrieben

immunprézipitiert; die dafiir verwendeten Losungen enthielten ebenfalls 10 pmol/L NEM. Da dieses

- 43 -



Methoden

in 100% Ethanol geldst war, wurde der prizipitierten Probe zum Beschweren vor der SDS-PAGE 10%
Glycerin zugesetzt. Die TCF4-Ubiquitinierung wurde im Western Blot mit anti-Ubiquitin-Antikdrper
detektiert und eine densitometrische Auswertung unter Zuhilfenahme der Software Imagel

vorgenommen.

3.6.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mittels denaturierender Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurden
Proteinproben im elektrischen Feld aufgetrennt. Aufgrund von SDS-Bindung der Proteine liegt eine
konstant negative Ladung vor, die eine Migration im Gel ermdglicht; die Auftrennung erfolgt dann
entsprechend des Molekulargewichts.

Es wurden 10-30 ug Proteinlysat im SDS-Lade-Puffer fiir 5 min bei 95°C denaturiert und auf ein 10
oder 15%iges Polyacrylamidgel aufgetragen. Von Proben aus Immunpréizipitationen wurden jeweils
15 ul eingesetzt. AnschlieBend wurde die Elektrophorese in SDS-Laufpuffer bei 70 V fiir ca. 20 min
gestartet, um die Proteine im Sammelgel aufzukonzentrieren, und nach Migration in das Trenngel bei
110 V fortgefiihrt bis die gewiinschte Auftrennung erzielt worden ist. In jedem Gel wurde ein farbiger
Molekulargewichtsmarker zur Grolenmarkierung mitgefiihrt. In Anschluss sind die Proteine mittels
RAPIDstain™ auf Basis von Coomassie im Gel angefarbt oder einzelne Proteine iiber Western Blot

immunologisch nachgewiesen worden.

3.6.7 Western Blot

Nach Auftrennung der Proteine in der SDS-PAGE wurden diese auf PVDF-Membranen mit 45 pm
PorengrofBe im Semi-Dry-Blot-Verfahren transferiert. Hierbei werden die durch das SDS negativ
geladenen Proteine vom Gel auf die Membran iibertragen, wo diese aufgrund von hydrophoben
Wechselwirkungen an der Oberfliche haften und durch Antikorper detektiert werden konnen.

Zur Vorbereitung wurde die PVDF-Membran fiir 10 s in Methanol aktiviert und Whatman-Papier,
Membran und Gel fiir 5 min in Transferpuffer dquilibriert. Zum Transfer wurden Membran und Gel
Luftblasen-frei zwischen je vier Lagen Whatman-Papier gelegt und der Proteintransfer bei 300 V fiir
30 bis zu 90 min, abhingig vom Molekulargewicht des zu detektierenden Proteins, durchgefiihrt.
AnschlieBend wurde eine Blockierung von unspezifischen Bindestellen auf der Membran fiir 1 h bei
RT in Blockldésung (5% Milch/TBS-T) durchgefiihrt. Erfolgte die Detektion der Proteine mit direkt
HRP-konjugiertem Antikérper, wurde dieser in entsprechender Blocklosung fiir 90 min bei RT
inkubiert. Bei indirektem Nachweis wurde der Primirantikdrper in Blocklosung #i.N. bei 4°C
dazugegeben und am folgenden Tag nach 3x Waschen fiir 5 min in TBS-T mit HRP-gekoppelten
Sekundérantikorper fiir 1 h bei RT inkubiert. Nach 3x TBST-T-Waschen wurde die Membran mit
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ECL-Reagenz inkubiert und Protein-Antikorper-Komplexe sind mittels Chemilumineszenz auf ECL-
Hyperfilm detektiert worden.

Als Ladekontrolle fiir Gesamtzell-Lysate wurde GAPDH detektiert, bei Zellfraktionierungen wurde o-
Tubulin fiir zytosolische und Lamin A/C fiir nukleare Fraktionen nachgewiesen. Alle verwendeten

Antikorper und deren Verdiinnung sind unter 2.10 aufgefiihrt.

3.7 Immunzytochemie

Zur Untersuchung und Visualisierung der subzelluliren (Ko-)Lokalisation von Proteinen und zur
Identifikation verschiedener Zelltypen wurde die Immunfluoreszenzmarkierung angewendet.

Isolierte neonatale Rattenkardiomyozyten und kardiovaskuldre Progenitorzellen wurden auf 1%
Gelatine-beschichteten und HEK293-Zellen auf Poly-L-Lysin-beschichteten Glas-Deckgldschen in 12-
Well-Platten wie unter 3.2 angegeben kultiviert. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und bei
Markierung von Oberflachen-Epitopen zunédchst mit 2% BSA/PBS 15 min bei 37°C geblockt.
AnschlieBend wurde mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikdrpern fiir 30 min bei 4°C inkubiert, gefolgt
von 3x Waschen mit 2% BSA/PBS. Die Zellen wurden dann mit 4% PFA fir 15 min bei RT fixiert
und 3x mit PBS (je 5 min) gewaschen. Fiir intrazelluldre Farbungen wurde dann zunédchst mit 0,3%
Triton X-100/0,2% BSA/PBS fiir 10 min bei RT permeabilisiert. Um Hintergrundfiarbungen durch
Aldehydgruppen des PFA zu reduzieren, wurden die Zellen als nédchstes fiir 30 min mit 50 mmol/L
Ammoniumchlorid inkubiert, gefolgt von 1 h Blocken in 5% BSA/0,1% Triton X-100/PBS. Die Zellen
sind dann mit Primérantikérper in Férbelosung (2% BSA/0,1% Triton X-100/PBS) ii.N. bei 4°C
inkubiert worden. Als nichstes wurde 3x mit PBS gewaschen (je 10 min) und Fluoreszenz-markierte
Sekundérantikorper in Féarbelosung fiir 1 h bei RT dazugegeben. Nach erneuten Waschschritten wurde
die Zellkerne mit 1 pg/ml DAPI markiert. AbschlieBend wurden die Deckglischen mit ProLong® Gold
auf Objekttragern eingedeckt und die Zellfirbungen mit einem invertierten Olympus [X70

Fluoreszenzmikroskop dokumentiert.

3.8 Histochemie von Gewebeschnitten

3.8.1 Anfertigung von Gewebeschnitten

Zur histologischen Untersuchung sind adulten Méusen Herz, Leber, Niere und Lunge entnommen
worden, in PBS mdglichst vollstindig von Blutresten gereinigt und 2 h mit 4% PFA/PBS fixiert
worden. AnschlieBend wurden die Organe drei Tage in 70% Ethanol inkubiert, dann in aufsteigender

Ethanol-Reihe (80%, 90%, 96%, 100%; je 1 h) dehydriert, 30 min in Toluol/Ethanol-Gemisch (1:1),
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dann 1 h in Toluol inkubiert und {i.N. bei 65°C in Paraffin gelegt. Am nichsten Tag wurden die
Organe im Paraffin ausgehértet und anschlieBend 3 pum dicke transversale Schnitte mit einem
Mikrotom angefertigt.

Fiir die folgenden Farbetechniken sind die Schnitte in Xylol und absteigender Ethanol-Reihe (100%,
96%, 90%, 80%, 70%; je 1 min) entparaffinisiert und in dH,O rehydriert worden.

3.8.2 Héimatoxylin-Eosin-Firbung

Zur morphologischen Ubersicht wurden die Gewebeschnitte 5 min mit Himatoxylin geférbt, 10 min in
laufendem Wasser gewaschen, 2-5 min mit 1% Eosin gefarbt und 5 min mit Wasser gewaschen. Die
gefarbten Schnitte wurden mit 100% Ethanol dehydriert, in Xylol gekldrt, mit Eukitt® Quick-
hardening Mounting Medium eingedeckt und im Zeiss Stemi-2000 Mikroskop dokumentiert.

Héamatoxylin liegt im basischen Milieu als Himalaun vor und farbt die basophilen Zellkerne dunkel-

blau an; Eosin dient als azidophile Gegenfarbung, die Proteine des Zytoplasmas rosa markiert.

3.8.3 Fibrose-Nachweis

Zur visuellen Unterscheidung von Herzmuskelzellen und fibrotischen Einlagerungen wurden zwei

unterschiedliche Farbemethoden angewendet:

—  Weigert‘s Masson-Trichrom-Farbung:

Masson-Trichrom beinhaltet Himatoxylin zur Anfirbung von Zellkernen (schwarz), Fuchsin fiir
Zytoplasma und Muskelzellen (rot) und Anilinblau zur Markierung von Kollagen (blau). Die
Paraffinschnitte wurden nach Angaben des Herstellers (Sigma-Aldrich) zunichst mit Accustain®-

Weigert’s Himatoxylin und anschlieBend mit Accustain®-Trichrom gefirbt.

— Sirius Red-Farbung:

Diese Farbemethode resultiert in einer roten Farbung von Collagen auf schwach-gelben Hintergrund.
Der hohere Kontrast im Vergleich zur Masson-Trichrom-Férbung ermoglicht eine bessere
Quantifizierung. Zunichst wurden die Zellkerne fiir 8 min mit Accustain®-Weigert’s Hamatoxylin
angefarbt und die Schnitte dann 10 min unter laufendem Wasser gewaschen. AnschlieBend wurden
diese 1 h in Direct Red 80/wissrige Pikrinséure inkubiert und mit 0,5% Essigsdure gewaschen.
AbschlieBend wurden die Gewebeschnitte mit 100% Ethanol dehydriert, in Xylol geklirt, mit Eukitt®
Quick-hardening Mounting Medium eingedeckt und mit einem Keyence Biocero BZ-8100 Mikroskop

fotografiert. Positive Sirius Red-Farbungen wurden unter Zuhilfenahme von ImageJ quantifiziert.
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3.8.4 Zellflichen-Querschnitt-Quantifizierung

Die Quantifizierung von Zellflichen-Querschnitten, auch als Cross Sectional Area (CSA) bekannt,
dient dem Vergleich von Zellgroen. Diese Methode wird angewendet, um hypertrophe
Veranderungen der Herzzellen zu dokumentieren.

Die Schnitte wurden 5 min in PBS gewaschen und abgedunkelt i.N. bei 4°C mit 20 mg/ml Lektin-
WGA (Wheat Germ Agglutinin)-FITC inkubiert. Dieses zéhlt zu den N-Acetylglucosamin-bindenden
Lektinen, das genutzt wird, um Zellmembranen zu markieren. Am folgenden Tag wurde 3x mit PBS
gewaschen und mit Eukitt® Quick-hardening Mounting Medium eingedeckt. Zufillig verteilte
Bereiche wurden mit einem Olympus [X70 Fluoreszenzmikroskop fotografiert, je 150 Zellflichen
gemessen und der Zellflachen-Querschnitt mittels der semi-automatischen Software AxioVision von

Carl Zeiss berechnet.

3.8.5 Apoptose-Nachweis

Die TUNEL (terminal desoxynucleotidyl transferase [TdT] dUTP nick end labeling)-Methode zum
Nachweis von apoptotischen Zellen bedient sich der Markierung von DNA-Enden, die bei der
Apoptose durch Endonukleasen fragmentiert wird. Dabei libertragt das Enzym TdT an die 3‘-OH-
Gruppen dUTP, welches durch Rhodamine-markiertes anti-Digoxigenin markiert wird und mittels
Fluoreszenzmikroskop detektiert werden kann.

Zunichst wurden die entparaffinisierten Herzgewebe-Schnitte zur Antigen-Demaskierung fiir 10 min
in Na-Zitrat-Puffer aufgekocht und dann auf Raumtemperatur abgekiihlt. Zum Nachweis apoptotischer
Zellen wurde das TUNEL ApopTag® Red in situ Apoptosis Kit von Chemicon verwendet und nach
Herstellerangaben verfahren. Die Schnitte wurden anschlieend mit 1:200 Maus anti-cTnT-Antikrper
in 1% BSA/PBS ii.N. inkubiert und dieser am néchsten Tag nach zwei PBS-Waschschritten mit 1:200
anti-Maus-AlexaFluor488-Antikdrper fiir 1 h Fluoreszenz-markiert, um die kardialen Muskelzellen
anzufirben. Weiterhin wurden die Kerne durch 5 min-Inkubation mit 1 pg/ml DAPI markiert und zum
Abschluss die Praparate mit ProLong® Gold eingedeckt.

Als Positivkontrolle wurden Schnitte mitgefiihrt, die zuvor einem 20 miniitigem DNase [-Verdau
(7.000 U/ml) unterzogen wurden. Zufillig verteilte Bereiche wurden mit einem Olympus IX70
Fluoreszenzmikroskop fotografiert, die TUNEL-/cTNT-positiven Zellkerne ausgezéhlt und jeweils in
Relation zur Anzahl der DAPI-positiven Kerne gesetzt.

3.8.6 Endothelzell-Quantifizierung

Um auch neu gebildete Endothelzellen im Herzgewebe quantifizieren zu konnen, wurden diese mit

hochsensitivem anti-CD31-Peroxidase-anti-Peroxidase(PAP)-Komplex markiert. Hierzu sind die
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deparaffinisierten Schnitte zunédchst zur Antigen-Demaskierung fiir 10 min in Na-Zitrat-Puffer
aufgekocht und dann auf RT abgekiihlt worden. Endogene Peroxidase wurde mittels 3% H,0,/10%
Methanol fiir 3 min blockiert. AnschlieBend wurden die Schnitte mit 15% Ziegenserum und 35% FCS
in PBS fiir 1 h geblockt, gefolgt von einer {i.N.-Inkubation mit Kaninchen anti-CD31-Antikorper (1:50
in 10% FCS) bei 4°C. Nach zwei 10 min-PBS-Waschschritten wurde 1 h bei 37°C mit anti-
Kaninchen-IgG (1:200 in 10% FCS) inkubiert. Nach erneutem PBS-Waschen wurde fiir 1 h bei 37°C
anti-Kaninchen-PAP-Komplex (1:100 in 10% FCS) hinzugegeben. Die Schnitte wurden mit PBS
gewaschen und mit dem Substrat 3,3°-Diaminobenzidin (DAB; 0,05%) fiir 10 min entwickelt.
AbschlieBend wurde 4x mit dH,O gewaschen (je 10 min) und mit ProLong® Gold eingedeckt. 25 iiber
den gesamten Schnitt verteilte Bereiche wurden mit einem Carl Zeiss M2 Mikroskop dokumentiert die

CD31-positiven Bereiche mit ImageJ quantifiziert.

3.9 Statistische Auswertung

Die statistische Signifikanz der Ergebnisse wurde mittels des Programms GraphPad Prism4 berechnet.
Zur Analyse von zwei Gruppen ist der 2-seitige Student’s t-Test und bei dem Vergleich mehrerer
Experimentgruppen die I-Way ANOVA-Analyse mit nachfolgendem Bonferroni’s Multiple
Comparison Test verwendet worden. Zur Ermittlung der Uberlebenszeitanalyse von operierten
Maiusen wurde sich der Kaplan-Meier-Kurve und dem Logrank-Test bedient. P-Werte kleiner 0,05 mit
einem Konfidenzintervall von mindestens 95% wurde als statistisch signifikant angenommen. Alle

Werte sind als arithmetisches Mittel + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Kriippel-like factor 15 (KLF15) als neuer Bindungspartner von nuklearen

Regulatoren des Wnt-Signalweges in Herzzellen identifiziert

B-Catenin ist nicht nur fiir die Embryonalentwicklung und Kardiogenese, sondern auch im adulten
Herzen fiir das zelluldre Gleichgewicht ein entscheidender Faktor des Wnt-Signalweges. Da es sich
bei B-Catenin allerdings um ein ubiquitidr vorkommendes Protein mit einer dualen Funktion handelt,
sollten zur potentiell therapeutischen Einflussnahme kardial-spezifische Interaktionspartner
identifiziert werden. Hierzu wurde als erstes im Rahmen einer anderen Doktorarbeit unserer
Arbeitsgruppe ein Hefe-2-Hybrid Screening mit B-Catenin als Koder gegen eine kardiale humane
cDNA-Bibliothek durchgefiihrt [95]. Unter den identifizierten Bindungspartnern befand sich der
Transkriptionsfaktor Kriippel-like factor 15 (KLF15). Um die Bindung zu validieren, wurde
endogenes KLF15 aus Herzgewebe von adulten Mausen immunprézipitiert und gebundenes -Catenin

iiber SDS-PAGE und Western Blot nachgewiesen (Abb. 9).

i; Abb. 9 B-Catenin interagiert mit KLF15 in adultem

kDa = Herzgewebe.
IP: anti-KLF15 95- B-Catenin| Endogenes KLF15 wurde immunprizipitiert (IP) und
WB: anti-B-Catenin 55;‘- gebundenes  B-Catenin  im  Western  Blot  (WB)
immundetektiert. IgG Antikorper-Isotyp diente als IP-
Lysate: ggi - KLF15 Kontrolle (IP-CT); (*) markiert die Schwere IgG-Kette des

IP-Antikorpers. Die endogenen Proteine wurden in dem

95~ == = 3-Catenin Lysaten mittels WB nachgewiesen; GAPDH diente als Lade-
36" e GAPDH Kontrolle.

Interessanterweise wurde KLF15 auch in einem unabhingigen Hefe-2-Hybrid Screening mit Nemo-
like-kinase (NLK) als Koder von einem Kooperationspartner (Dr. HJ Schiffer, MDC) identifiziert. Da
es sich bei NLK um einen weiteren Regulator des Wnt-Signalweges handelt, der die B-Catenin
Kofaktoren TCF/LEF phosphoryliert [96, 97], wurden sowohl NLK als auch das kardial exprimierte
T-cell factor 4 (TCF4) auf eine endogene Interaktion mit KLF15 hin untersucht. Western Blot-
Analysen von immunpréizipitierten KLF15 zeigten eine klare Interaktion sowohl mit NLK als auch mit

TCF4 (Abb. 10).
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A B .
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i ©a % IP: anti-KLF15 2
IP: anti-KLF15 55 NLK . a - 72 _ TCF4
WB: anti-NLK 43}.- WB: anti-TCF4 55
Lysate: 55- Lysate: 55-
Y 43w KLF15 43_ "= = KLF15
55 === NLK 2?,: ~  TCF4
38~ ammenm GAPDH 38- GAPDH

Abb. 10 NLK und TCF4 interagieren mit KLF15 in adultem Herzgewebe.

Endogenes KLF15 wurde immunprézipitiert (IP) und ko-gebundenes (A) NLK und (B) TCF4 im Western Blot
(WB) immundetektiert. TCF4 kommt in verschiedenen Isoformen vor und zeigt deshalb mehrere Banden. IgG
Antikorper-Isotyp diente als IP-Kontrolle (IP-CT); (*) markiert die schwere IgG-Kette des IP-Antikorpers. Die
endogenen Proteine wurden in dem Lysaten mittels WB nachgewiesen; GAPDH diente als Lade-Kontrolle.

4.2 KLF15-Interaktion mit B-Catenin, NLK und TCF4 erfolgt iiber verschiedene

Proteindoméinen

Um die Protein-Protein-Interaktion von KLF15 mit B-Catenin, NLK und TCF4 mittels einer weiteren
Methode und bzgl. der spezifischen Bindedomédnen zu untersuchen, wurde ein Peptid-SPOT-Array
durchgefiihrt. Dafiir wurden jeweils humanes KLF15, B-Catenin, NLK, TCF4 und als unbeteiligte
Kontrolle Immunoglobulin Transcription Factor 2 (ITF2) in Form von 25-mer Peptiden auf Zellulose-
Membranen gespottet (Angelika Ehrlich, FMP). Jeder Peptid-SPOT wies einen N-terminalen 5-
Aminosdure-Shift zum vorherigen auf, so dass die Peptide jeweils um 20 Aminosduren zum
vorhergehenden Peptid iiberlappten. Die zu testenden Interaktionspartner wurden als rekombinante
humane Proteine mit N-terminalem GST-Tag wie unter Abschnitt 3.1.2 detailliert beschrieben in E.

coli produziert und iiber Affinitdtschromatographie und Gelfiltration aufgereinigt.

4.2.1 KLF1S5 interagiert iiber N-terminale Doménen mit -Catenin und NLK und iiber
den C-Terminus mit TCF4

Die KLF15-Peptid-Membranen wurden mit jeweils rekombinantem, humanem GST-B-Catenin, -NLK
und -TCF4 inkubiert und positive Interaktionen iiber den gekoppelten GST-Tag immunologisch
detektiert. Zur Kontrolle von unspezifischen Bindungen des Proteintags wurde nur rekombinantes
GST inkubiert. Positive Interaktionen zwischen den verschiedenen rekombinanten Proteinen mit den
KLF15-Peptiden wurden als dunkle SPOTs detektiert (Abb. 11A-C). Diese Methode legt nahe, dass
die Interaktion von B-Catenin, NLK und TCF4 direkt mit KLF15 und nicht indirekt iiber ein
Zwischenprotein erfolgt. Die GST-Kontrollinkubation belegt, dass weder der GST-Tag noch der anti-
GST-Antikorper unspezifische Bindungen hervorruft (Abb. 11D).
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KLF15-SPOT-Membranen
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Abb. 11 Identifikation verschiedener
Domiinen von KLF15 zur Interaktion
von pB-Catenin, NLK und TCF4.
KLF15-Peptid-SPOT-Membranen wurden
mit rekombinantem (A) GST-B-Catenin,
(B) GST-NLK, (C) GST-TCF4 und (D)
GST inkubiert. Die 25-mer-Peptid-SPOTs
iiberlappten jeweils um 20 Aminosduren
mit dem nédchsten SPOT. Es konnten
unterschiedliche Interaktionsmuster je
nach inkubiertem Protein identifiziert
werden. B-Catenin zeigt die meisten
Interaktionsregionen mit KLF15, NLK
fehlen die N-terminalen Binderegionen
und TCF4 bindet nur eine Doméne im C-
Terminus von KLF15. Rekombinantes
GST diente als Kontrolle fiir den GST-Tag
und fiihrte zu keiner unspezifischen
Interaktion. n=2/Bedingung.

Insgesamt ergab sich ein Muster von sowohl unterschiedlichen als auch identischen KLF15-

Peptidbindungen nach Inkubation mit f-Catenin, NLK und TCF4. Zur besseren Ubersicht wurden die

Auswertung der verschiedenen positiven Interaktionsregionen inklusive der KLF15-Peptidsequenzen

in Tab. 3 zusammengefasst. Als markant hervorzuheben sind die SPOTs D17-20, die den C-Terminus

und den dritten Zinkfinger des KLF15-Proteins bilden. Diese Peptide reagierten positiv bei Inkubation

mit allen drei Proteinen, allerdings war es der einzige Bindungsbereich zwischen KLF15 und TCF4

(Abb. 11C). Einzigartig zeigten sich zudem die SPOTs A2-3, die dem N-terminalen Bereich von
KLF15 abbildeten und nur mit B-Catenin interagierten (Abb. 11A). Fiir NLK zeigte sich keine

spezielle Region, die nicht zumindest auch bei B-Catenin positiv auftrat.
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Tab. 3 Peptid-SPOT-identifizierte Interaktionsbereiche von -Catenin, NLK und TCF4 mit KLF15.
Zusammenfassung der KLF15-Peptid-SPOT-Ergebnisse nach GST-B-Catenin-, -NLK- bzw. -TCF4-Inkubation.
Angegeben sind die positiven SPOT-Nr., entsprechender Aminoséureabschnitt und -sequenz bezogen auf die
Referenzsequenz NP 054798 fir hKLF15 mit gesamt 416 Aminosduren. Alle Experimente wurden als Duplikat
durchgefiihrt.

+ B-Catenin | + NLK | +TCF4

SPOT hKLF15-Aminosauren hKLF15-Peptidsequenz Besonderheit

A2-3 6-35 - - LPVDENFSSPKCPVGYLGDRLVG -
RRAYHML

A18-20 86-120 86-120 - LGSGGGSGSSIGASSGPVAWGP Gly-/Ser-reich
WRRAAAPVKGEHF

Cl12-15 | 256-300 | 256-280 - QGQTFALVPQVVPSSNLNLPSKF -
VRIAPVPIAAKPVGSGPLGPGP

D9+11 341-375 - - HLRRHTGEKPFACTWPGCGWRF | Zinkfinger 2
SRSDELSRHRRSH

D17-20 | 381-416 | 381-416 | 386-416 | YQCPVCEKKFARSDHLSKHIKYV | Zinkfinger 3
HRFPRSSRSVRSVN

Da einige der identifizierten Interaktionsdoménen von KLF15 fiir f-Catenin, NLK und TCF4
iiberlappten und die SPOT-Methode keine in vivo-Bedingungen nachstellen kann, sollte im nichsten
Schritt tiberpriift werden, welche der Doménen in der Zelle tatsdchlich Relevanz aufwiesen. Dazu
wurden von KLF15 unterschiedliche N- und C-terminal verkiirzte Mutanten (siche Schema in Abb.
12A) kloniert und fiir Ko-Immunprézipitationen (KolPs) verwendet. HEK293-Zellen wurden entweder
mit cmyc-B-Catenin-, HA-NLK- oder HA-TCF4-kodierenden und Flag-KLF15-Wildtyp bzw. Flag-
KLF15-Mutanten-Plasmiden transfiziert. B-Catenin, NLK bzw. TCF4 wurden tiber ihre Tags immun-
prazipitiert und gebundenes KLF15 mittels anti-Flag-HRP-Antikorper detektiert. Als Kontrollen
wurden Leervektor-transfizierte Zellen und KolIPs mit entsprechenden IgG-Antikdrper-Isotypen
verwendet. Alle Zell-Lysate wurden hinsichtlich der erfolgreichen Transfektion und Proteinexpression
getestet.

Die KolPs aus den HEK293-Zellen ergaben, dass B-Catenin nur mit dem Wildtyp- und dem C-
terminal verkiirztem KLF15 interagierte (Abb. 12B, Spur 3 und 7), aber die N-terminalen Mutanten
keine Bindung mehr ermdglichten (Spur 4-6). Demnach erwies sich eine am N-Terminus gelegene
minimale Doméne einschlieBlich der Aminosduren 1-45 fiir KLF15-B-Catenin-Bindung als notwendig,
obwohl der SPOT-Assay weitere Interaktionsbereiche zeigte.

Fiir NLK zeigte sich ein anderer Bereich fiir die Interaktion zu KLF15 als relevant (Abb. 12C, Spur 3
und 4). Fehlende Interaktion wurde erst ab einer N-terminalen Deletion der Aminosduren 1-152
bemerkt (Spur 5 und 6). Das Fehlen des KLF15-C-Terminus hatte keine Auswirkungen auf die
Interaktion zu NLK (Spur 7), so dass mittels KolP ebenfalls eine N-terminale Bindedoméne

wahrscheinlich im Bereich der Aminosduren 46-152 fiir KLF15-NLK-Interaktion gefunden wurde.
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Im Gegensatz dazu und passend zu den SPOT-Ergebnissen zeigte sich fiir die Interaktion zu TCF4 der
KLF15-C-Terminus als unerlédsslich (Abb. 12D, Spur 7). Anders als bei f-Catenin und NLK waren

alle N-terminalen Mutanten in der Lage, mit TCF4 zu ko-prézipitieren (Spur 3-6).

A 3 Zinkfinger Aminos&uren
KLF15 N @ c 1416
KLF15-AN45 fofo@@-c 46416
KLF15-AN152 —ﬁ{;u@{% c 153-416
KLF15-AN260 —(ﬁgnﬁ{; C 261-416
KLF15-AC N 1-321
B cmyc—B—E:Vatznin C HA-NLK
~ h. 1) v O
~ ~ b ©
Q(,);fjevé"é\‘o oL L ¥SY,,
kDa S¥X ¥ ¥ V¥ kba LWE IV IV
IP: anti-cmyc 52— - Flag- IP: anti-HA  52_ -_ - Flag-
WB: anti-Flag %#13: - KLF15 WB: anti-Flag 38— . & KLF15
31-
24—
Spur1234567 Sple: 1 23 4°5 6T
Lysate: 52. &S B Flag- Lysate: 55 SN Flag-
36- B e DkFis 5. @ WKFis
' 31-
g4~ - 24- .
95- — ERESESTEE® p-Catenin 50 | WRE & =S HANLK
38— APDH 38~  emememesese CAPDH
D Lﬁrt Abb. 12 KLF15 interagiert iiber N-terminale
6‘- U{P L2L Domiéinen mit p-Catenin und NLK und iiber den
<D Q ,ﬁ >l g $ 5 é,') C-Terminus mit TCF4.
IP- anti-HA 5; - Flag- (A) Schema der verwendeten KLF15-Konstrukte.
) KLF15 (B-D) In HEK293-Zellen wurden Flag-gekoppeltes
WB: anti-Flag 38 -
) 31- Wildtyp-KLF15 und verschiedene verkiirzten
24- - Mutanten davon mit entweder (B) cmyc-f-Catenin,
Spur 1 2 3 4 5 6 7 (C) HA-NLK oder (D) HA-TCF4 Kko-exprimiert.
Lysate: 52- - an Diese wurden {iiber den cmyc- bzw. HA-Tag
%? - EB?,]S immunprizipitiert und interagierende KLF15-
2 4: a Formen mittels Flag-HRP-Antikorper detektiert. [gG
79_ -\ TCF4 Antikorper-Isotyp (IP-CT) und Leervektor-transfi-
38— GAPDH zierte Zell-Lysate (EV, empty vector) dienten als
S e Fas S S G
Kontrollen. Die Prisenz aller Proteine wurde in den

Lysaten mittels WB nachgewiesen; GAPDH diente als Lade-Kontrolle. KLF15 benétigt zur Interaktion mit -
Catenin seinen N-Terminus inklusive der ersten 45 Aminosiuren (A), wihrend diese fiir die Interaktion mit NLK
verzichtbar sind (B). Mit TCF4 interagiert KLF15 {iber eine C-terminale Doméne (C).
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Zusammenfassend aus den Peptid-SPOT- und KolP-Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass KLF15
direkt mit f-Catenin, NLK und TCF4 interagierte und hierzu verschiedene Proteindoménen bendtigt
wurden. KLF15 interagierte mit B-Catenin {iber seinen N-Terminus im Bereich der Aminosduren 6-35,
NLK iiber eine weitere N-terminale Domédne im Bereich der Aminosduren 86-110 und mit TCF4 iiber

eine C-terminal lokalisierte Region, wahrscheinlich mit Zinkfinger 3 von KLF15.

4.2.2 KLF1S5 interagiert mit der katalytischen Kinasedomiine von NLK und der DNA-
Bindungsdoméine von TCF4

Die SPOT-Methode wurde ebenfalls angewendet, um wichtige Bindedominen von B-Catenin, NLK
und TCF4 mit KLF15 einzugrenzen und ndher zu untersuchen. Hierzu wurden Peptid-SPOT-
Membranen von B-Catenin, NLK, TCF4 und als Negativkontrolle ITF2 mit rekombinantem GST-
KLF15 inkubiert. Erneut wurden positive Interaktionen {iber den GST-Tag detektiert. Unspezifische
Interaktionen iiber den GST-Tag konnten mittels GST-Inkubation erneut ausgeschlossen werden; es
kam zu keiner Interaktion (ohne Abbildung). Zusétzlich wurde GST-KLF15 mit einem fiir den Wnt-
Signalweg irrelevanten Protein, ITF2, in Form einer Peptidmembran auf Interaktionen getestet. Es
erfolgte keine unspezifische Bindung mit KLF15 (Abb. 13A). Insgesamt konnte eine direkte
Interaktion von KLF15 mit B-Catenin, NLK und TCF4 iiber die Peptid-SPOTs wie zuvor mittels
KLF15-SPOT-Membranen reproduziert werden (Abb. 13B-C).
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1234567 891011121314151617181920 es konnte keine unspezifische Bindung
mit diesem Protein detektiert werden.
(B-D) Mithilfe der 25-mer-Peptid-
Membranen von humanem (B) f-
Catenin, (C) NLK und (D) TCF4
konnten die KLF15-Interaktions-
regionen dieser Proteine identifiziert
D | TCF4-SPOT-Membran werden. Eine BLAST-Analyse ergab fiir
12345678 910111213141516 1713 1920 B-Catenin keine konservierten Bereiche;
, fir NLK konnte ein Abschnitt der
katalytischen Domine der Ser/Thr-
Kinase identifiziert werden; TCF4 zeigte
positive Interaktion in der DNA-
Binderegion. n=3/Bedingung.
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Auch hier wurden die erhaltenen FErgebnisse der Ubersichtlichkeit halber tabellarisch
zusammengefasst, in der die Peptidsequenzen aller positiven SPOTs aufgefiihrt sind. Es wurden nur
SPOTs beriicksichtigt, die bei allen Versuchen (in Triplikaten durchgefiihrt) detektiert werden
konnten. Dabei sind die relevanten Regionen, die durch die Uberlappung der Sequenzen niher
eingegrenzt werden konnten, hervorgehoben (Tab. 4).

Die Interaktion von KLF15 mit B-Catenin zeigte zwei eindeutig positive Doménen, die jeweils am N-
und C-Terminus von B-Catenin zu lokalisieren waren. Dabei beinhaltet die N-terminale Doméne eine
bekannte Acetylierungs- und Phosphorylierungsstelle (Aminosdure 49 bzw. 64). Fiir NLK ergab sich
klar nur eine Interaktionsregion, die als Teil der katalytischen Doméne der Ser/Thr-Kinase NLK
mittels BLAST-Algorithmus identifiziert wurde. Dieser stark konservierte Abschnitt beinhaltet 6 von
20 ATP-Bindestellen. Die TCF4-Peptidmembran zeigte generell etwas mehr Hintergrund, aber auch
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insgesamt mehr potentielle Interaktionsstellen zur KLF15-Bindung. Es konnten 3 Bereiche
eingegrenzt werden, wobei zwei davon nicht-konservierte Bereiche waren. Die Region um
Aminosiure 341-375 (SPOT D9-11) wurde interessanterweise als konservierte HMG-Box und DNA-

bindende Doméne von TCF4 identifiziert.

Tab. 4 SPOT-identifizierte Interaktionsbereiche KLF15 mit f-Catenin, NLK und TCF4

Zusammenfassung der Peptid-SPOT-Ergebnisse nach GST-KLF15-Inkubation. Angegeben sind die positiven
SPOT-Nr., entsprechender Aminosdureabschnitt und -sequenz bezogen auf die Referenzsequenzen NP_001895
fir hp-Catenin mit gesamt 781 Aminosduren, NP 057315 fir hNLK mit gesamt 527 Aminoséuren,
NP_001139746 fir hTCF4 mit gesamt 602 Aminosduren. In Gelb sind die besonders relevanten Sequenzen
hervorgehoben; in Rot sind die Aminosduren markiert, die unter Besonderheiten in der letzten Spalte aufgefiihrt
sind. Alle Experimente wurden als Triplikat durchgefiihrt.

Peptidmembran p-Catenin + GST-KLF15

SPOT Aminosduren | Peptidsequenz Besonderheit

A9-11 41-75 TTAPSLSGKGNPEEEDVDTSQVLY | Lys49 Acetylierungs-, Tyr64
EWEQGFSQSFT Phosphorylierungsstelle

H12-13 756-781 LGHAQDLMDGLPPGDSNQLAWEF -

DTDL

Peptidmembran NLK + GST-KLF15

SPOT Aminosduren

Peptidsequenz

Besonderheit

B19-Cl1 191-225

FFKHDNVLSALDILQPPHIDYFEEI
YVVTELMQSD

katalytische Doméne der
Ser/Thr-Kinase NLK:

6 von 20 ATP-Bindestellen

Peptidmembran TCF4 + GST-KLF15

SPOT Aminosduren | Peptidsequenz Besonderheit

Al4 66-90 RRPPPRSESFRDKSRESLEEAAKR -
Q

D9-11 341-375 KEEEKKKPHIKKPLNAFMLYMKE | DNA-Bindedoméne:
MRAKVVAESTLK 13 von 13 Stellen der SOX-

D17-20 381-420 NQILGRRWHALSREEQAKYYELA | TCF HMG-Box
RKERQLHMQLYPGWSAR

E4-6, E9-13 421-485 DNYGKKKRKRDKQPGETNDANT | Arg/Lys-reich,

PKKSRALFGLDRQTLWSKPSRRK

nur in Isoform 1 vorhanden

KKSVRYIQGEGSSLSPPSS

Fir pB-Catenin wurden nur Interaktionsregionen detektiert, die keine konservierten Domidnen
aufwiesen, so dass diese Bereiche nicht weiter untersucht wurden. Die identifizierten Regionen von
NLK und TCF4 wurden in einem weiteren Schritt mittels Alanin-Substitutionen als Peptid-SPOTs
untersucht, um die fiir die KLF15-Interaktion wichtigen Aminosduren ndher eingrenzen zu kénnen
und eventuell Riickschliisse auf die Funktion zu finden.

Fiir NLK wurde die zuvor identifizierte Region um SPOT B20 analysiert (Abb. 14). Der erste Peptid-
SPOT beinhaltete zum Vergleich exakt diese NLK-Wildtyp-Sequenz; bei den nachfolgenden SPOTs
wurden sequentiell die Aminosduren gegen Alanin ausgetauscht. Dabei zeigte sich, dass ein Austausch

von Asn mit Ala an Position 196 (N196A) keine Bindung zwischen NLK und KLF15 mehr

- 56 -



Ergebnisse

ermdglichte und besonders relevant fiir die Interaktion war. AuBerdem fithrte der Austausch der
Aminoséuren in Position 205, 215-218 und 220 mit Ala zu einer leicht schwéicheren Bindung mit

KLF15.

1?6 2(|)5 21‘5
. NVLSALDILQPPHIDYFEEIYVVTE

« AVLSALDILQPPHIDYFEEIYVVTE
NALSALDILQPPHIDYFEEIYVVTE

.
NVASALDILQPPHIDYFEEIYVVTE
NVLAALDILQPPHIDYFEEIYVVTE
NVLSAADILQPPHIDYFEEIYVVTE
NVLSALAILQPPHIDYFEEIYVVTE
NVLSALDALQPPHIDYFEEIYVVTE
NVLSALDIAQPPHIDYFEEIYVVTE

® NVLSALDILAPPHIDYFEEIYVVTE
NVLSALDILQAPHIDYFEEIYVVTE
NVLSALDILQPAHIDYFEEIYVVTE
NVLSALDILQPPAIDYFEEIYVVTE
NVLSALDILQPPHADYFEEIYVVTE

® NVLSALDILQPPHIAYFEEIYVVTE
® NVLSALDILQPPHIDAFEEIYVVTE
® NVLSALDILQPPHIDYAEEIYVVTE
® NVLSALDILQPPHIDYFAEIYVVTE

. NVLSALDILQPPHIDYFEAIYVVTE

3 NVLSALDILQPPHIDYFEEAYVVTE

- NVLSALDILQPPHIDYFEEIAVVTE
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N
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Abb. 14 Einfluss von Alanin-Substitutionen auf die Interaktion
von NLK mit KLF15.

Die zuvor identifizierte NLK-Doméne zwischen Aminosdure 196
und 220 wurde hinsichtlich der Relevanz der einzelnen
Aminosduren mittels Alanin-Substitutionen im Peptid-SPOT-
Format untersucht. Die erste Reihe gibt die Wildtyp-Sequenz an.
Der Austausch von Asn mit Ala in Position 196 inhibierte die
Interaktion zu KLF15 vollstdndig (rot markiert). Die Substitution in
Position 205, 215 bis 218 und 220 resultierte in schwécherer
Bindung zu KLF15 (A unterstrichen).

Fiir TCF4 wurden zuvor drei Regionen als mogliche Bindungsregionen identifiziert. Der erste Bereich
um SPOT A14 wies keine konservierte Doméne auf, hatte aber einen Arg- und Pro-reichen Abschnitt,
so dass dieser mit Ala-Substitutionen untersucht wurde. Allerdings konnte hier zwischen dem TCF4-
Wildtyp-Peptid und KLF15 keine positive Interaktion mehr bestétigt werden (ohne Abbildung).

Der zweite Bereich um SPOT D10 konnte der DNA-Bindungsdoméne und SOX-TCF-HMG-Box von
TCF4 zugeordnet werden. Die weite Region von D17 bis E13 ist im ersten Bereich ebenfalls als Teil
der HMG-Box identifiziert worden, wohingegen der Rest nicht-konserviert war. Zudem wurde fiir die
ersten Interaktionsstudien von TCF4 mit KLF15 die ldngste bekannte Isoform 1 von TCF4 als Peptide
gespottet. Ein Grofiteil des detektierten nicht-konservierten Abschnitts ist nur in der Isoform 1
vorhanden, deshalb wurde dieser Bereich nicht weiter beriicksichtigt. Somit wurde fiir den Bereich der
HMG-Box SPOT D10 mittels Ala-Substitutionen untersucht (Abb. 15). Kein Alanin-Austausch fiihrte
zu einer totalen Inhibition der Bindung mit KLF15. Allerdings kam es zu einer starken Abschwéchung

der Bindung bei Ala-Substitution der Positionen 347-350, ebenso bei Aminosédure 357, 359 und 369.
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#® KKPHIKAPLNAFMLYMKEMRAKVVA
#® KKPHIKKALNAFMLYMKEMRAKVVA
A
L

KKPHIKKPANAFMLYMKEMRAKVVA

KKPHIKKPLAARFMLYMKEMRAKVVA Abb. 15 Einfluss von Alanin-Substitutionen auf die Interaktion
; KKPH IKKPLNR&MLYMKEMRAKVVA von TCF4 mit KLF15.

KKPHIKKPLNAFALYMKEMRAKVVA . . e .. . -
® KKPHIKKPLNAFMAYMKEMRAKVVA Die zuvor 1dent1ﬁz1ert.e TCFéll—Domane zwischen Ammosgure 346
® KKPHIKKPLNAFMLAMKEMRAKVVA und 370 wurde hinsichtlich der Relevanz der einzelnen
#® XKPHIKKPLNAFMLYAKEMRAKVVA Aminosduren mittels Alanin-Substitutionen im Peptid-SPOT-
® KKPHIKKPLNAFMLYMAEMRAKVVA Format untersucht. Die erste Reihe gibt die Wildtyp-Sequenz an, die
i FE HIKRELNA ML YMEAMRAKVVA als Abschnitt der DNA-bindenden Doméne zugeordnet werden
® KKPHIKKPLNAFMLYMEKEARAKVVA . . .
® KKPHIKKPLNAFMLYMKEMAAKVVA konnte. I?le Bmdeste.llen der SOX-TCF HMQ-Box smd
® KKPHIKKPLNAFMLYMKEMRAAVVA durchgingig griin markiert. Der Austausch der Aminosduren in
® KKPHIKKPLNAFMLYMKEMRAKAVA Position 347 bis 350, 357, 359 und 369 fiihrte zu verminderter
B KKPHIKKPLNAFMLYMKEMRAKVAA Interaktion mit KLF15 (A unterstrichen).

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass KLF15 mit einem Abschnitt der katalytischen Doméne der
Ser/Thr-Kinase NLK interagierte, wobei sich Aminosdure 196 als besonders wichtig fiir die Bindung
erwies. Die TCF4-KLF15-Interaktion wurde an der DNA-bindenden Doméne von TCF4 detektiert.

4.3 KLF15 ko-lokalisiert mit -Catenin, NLK und TCF4 im Zellkern

Zur Untersuchung der subzelluldren Lokalisation der Interaktionen von KLF15 mit B-Catenin und
NLK wurden die endogenen Proteine in Kulturen von neonatalen Rattenkardiomyozyten (NRCM)
immunologisch detektiert. KLF15 und B-Catenin bzw. NLK wurden gemeinsam im Zellkern
lokalisiert. Zudem wurde NLK auch mit B-Catenin und TCF4 im Zellkern gefunden (Abb. 16A).

Um die verschiedenen KLF15-Dominen auf eventuelle funktionelle Relevanz zur subzelluldren
Lokalisation zuzuordnen, wurden NRCM mit Plasmiden kodierend fiir die Flag-KLF15-Mutanten
transfiziert und diese anhand des Flag-Tags iiber Immunfluoreszenz detektiert. Die fiihrte zu einer
Kern-Lokalisation vom Wildtyp-KLF15 und allen N-terminalen Mutanten. Nur die verkiirzte Form
ohne C-Terminus war ausschlieBlich im Zytosol detektierbar (Abb. 16A).

Zusitzlich wurden HEK293-Zellen mit den KLFI15-Plasmiden transfiziert und fraktionierte
Proteinlysate gewonnen. Mittels Detektion iiber den Flag-Tag im Western Blot wurde die Lokalisation
dem Zytosol bzw. dem Kern zugeordnet. Die erfolgreiche zytosolische und nukleare Anreicherung
wurde mittels a-Tubulin bzw. Lamin A/C iiberpriift. Auch hier zeigte sich, dass die KLF15-AC-

Mutante nicht in den Zellkern translokalisiert wird und deshalb in der zytosolisch angereicherten
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Fraktion zu finden war (Abb. 16B). Somit konnte der C-Terminus von KLF15 als unerldsslich fiir die

Kernlokalisation identifiziert werden.

55 -

” an e  Flag-KLF15

17 -

g%: -—— - o-Tubulin

gg b - =T Lamin AC
Zytosolisch Nuklear

Abb. 16 KLF15 benétigt den C-Terminus zur Kernlokalisation.

(A) Ko-Lokalisationsstudien zeigten KLF15 mit f-Catenin und NLK im Zellkern von NRCM, ebenso wie die
Ko-Lokalisation von NLK mit B-Catenin und TCF4 im Zellkern. Untersuchungen mit den KLF15-Mutanten
ergaben eine eindeutige Relevanz des C-Terminus fiir die Translokation in den Zellkern; ein Fehlen der C-
terminalen Region resultierte in zytosolischer Lokalisation von KLF15. DAPI wurde zur Kernvisualisierung
verwendet. (B) Dies konnte durch Western Blot-Analysen von zytosolisch und nuklear angereicherten
Proteinfraktionen belegt werden. KLF15 wurde iiber den Flag-Tag detektiert, a-Tubulin diente als zytosolische
und Lamin A/C als nukleare Lade-Kontrolle.

4.4 KLF1S5 fungiert als Inhibitor der p-Catenin/TCF-abhingigen Transkription

Nachdem festgestellt wurde, dass KLF15 unterschiedliche Bindedomédnen zur Interaktion mit [-
Catenin, NLK und TCF4 besitzt und eine Ko-Lokalisation im Zellkern mit diesen Faktoren vorliegt,
stellte sich die Frage nach dem Effekt von KLF15 auf die Wnt/B-Catenin-Signalkaskade. Zur
Untersuchung wurden Luziferase-Reportergen-Assays mittels pTOP/FOPflash-Systems angewendet.
Dieses beruht auf der Promoteraktivierung und nachfolgende Transkription der Luziferase durch
Bindung von B-Catenin und seinen Kofaktoren TCF/LEF an die drei TCF-Bindestellen des Promotors.
pFOP{flash diente mit seinen mutierten TCF-Bindestellen als Negativkontrolle. Neben dem jeweiligen
Reportergen-Plasmiden wurde KLF15 in unterschiedlichen Konzentrationen (in 1:10-
Verdiinnungsschritten) ko-exprimiert, das Plasmid pRL-CMV kodierend fiir die Quallen-Luziferase

zum Normalisieren ko-transfiziert und die Luziferase-Aktivitdt nach 48 Stunden ermittelt. Um den
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Effekt in kardialen Zellen zu ermitteln, wurden Primérkulturen von NRCM verwendet. Da diese
jedoch eine nur minimale Transfektionseffizienz aufweisen, wurde das Experiment parallel in
HEK?293-Zellen durchgefiihrt. Abb. 17 belegt mittels Transfektion eines EGFP-exprimierenden
Plasmids trotz CMV-Promoter die geringe Transfektionseffizienz der NRCM gegeniiber den HEK293-

Zellen, so dass auch nur ein schwacher Effekt des Reportersystems zu erwarten war.

Abb. 17 Minimale Transfektions-
effizienz von neonatalen Ratten-
Kardiomyozyten (NRCM).

Die  GFP-Expression 48h nach
Transfektion von einem CMV-EGFP-
kodierenden Plasmid zeigt die geringe
Transfektionseffizienz von NRCM in
Gegensatz zu HEK?293-Zellen. MabB-
stab 50 pum.

Zur Aktivierung des Promotors und als Positivkontrolle wurde eine Abbau-geblockte Form von f-
Catenin (B-Cat-AN) in den NRCM und HEK?293-Zellen ko-exprimiert, die in einer 1,5- bzw. 6-fachen
Hochregulation der Luziferase-Aktivitit gegeniiber der Aktivierung durch Zell-endogenes B-Catenin
resultierte. Eine gleichzeitige Expression von KLF15 flihrte zu einer signifikanten
konzentrationsabhéngigen Inhibition der Promoteraktivierung (p<0.001), so dass KLF15 als Repressor
der B-Catenin/TCF-abhéngigen Transkription identifiziert wurde (Abb. 18A-B). Um unspezifische
Wechselwirkungen mit dem Reporter auszuschliessen, sind Versuche mit KLFI15 in einem
Ras/MAPK-abhidngigen Luziferase-Reportergen-System durchgefiihrt worden. Diese zeigten keinen
Effekt auf die Transkription (ohne Abbildung).

Um die verschiedenen Doménen von KLF15 in Bezug auf die Relevanz fiir den Inhibitionseffekt zu
testen, wurde das System zusétzlich mit den verkiirzten KLF15-Mutanten ko-exprimiert. Sowohl in
den NRCM als auch in den HEK293-Zellen zeigte die KLF15-AN45-Mutante denselben signifikanten
inhibitorischen Effekt auf die B-Catenin/TCF-abhingige Transkription wie das Wildtyp-KLF15
(p<0.001). Bei allen anderen KLF15-Mutanten war dieser Effekt aufgehoben, so dass sowohl der C-
Terminus als auch eine N-terminale Doméne jenseits der ersten 45 Aminosduren als relevant flir die

Inhibition identifiziert wurden (Abb. 18A-B).
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Abb. 18 KLF15 inhibiert p-Catenin/TCF-abhiingige Transkription.

Mittels pTOPflash-System, welches durch B-Catenin/TCF-Bindung zur Promotoraktivierung und Expression des
Luziferase-Reporters fiihrt, wurde in (A) NRCM und (B) HEK2293-Zellen der Effekt von KLF15 auf die B-
Catenin/TCF-vermittelte Transkription untersucht. Die Ko-Expression von stabilisiertem B-Catenin (B-Cat-AN)
aktivierte das System zusétzlich zu endogen vorhandenem B-Catenin um das 1,5- bzw. 6-fache; KLF15
inhibierte diese Aktivierung konzentrationsabhéngig. Zudem konnte iiber Analyse der KLF15-Mutanten gezeigt
werden, dass fiir die Repressions sowohl ein N-terminaler Bereich zwischen Aminosduren 46 und 152, als auch
der C-Terminus notwendig sind. pFOPflash diente als Negativkontrolle und Renilla-Luziferase-Expression zum
Normalisieren. NRCM: n=12/Gruppe, HEK293: n=9/Gruppe; ANOVA mit Bonferroni’s Multiple Comparison
Test, ***p<0,001.

Dasselbe Experiment wurde zur Bestdtigung auch mit SW480-Zellen durchgefiihrt, fiir die eine
Stabilisierung und verstarkte Konzentrierung von B-Catenin im Zellkern charakteristisch ist. Zur
zusitzlichen Aktivierung wurde TCF4 ko-exprimiert. Auch hier konnte dasselbe Ergebnis wie mit den

HEK?293-Zellen und den NRCM erzielt werden (ohne Abbildung).

4.4.1 KLF15 beeinflusst den proteasomalen Abbau von TCF4

Um als néchstes zu testen, ob KLF15 die inhibitorische Wirkung durch Einflussnahme auf f-Catenin
erzielt, wurden zytosolische und nukleare Proteinfraktionen mit und ohne KLF15-Uberexpression
untersucht. Abb. 19 dokumentiert, dass die B-Catenin-Mengen sowohl im Zytosol als auch im Kern
von KLF15 unveridndert blieben, so dass weder die Kern-Translokation noch der Gesamtgehalt von [3-

Catenin beeinflusst wurden.

5 + + + + p-Catenin Abb. 19 KLF15 hat keinen Effekt auf p-Catenin-Level oder -
SkDa - - + +KLF15 . Translokalisation.

g 9 -aasee p-Catenin Western  Blot-Analysen von  zytosolisch und nuklear
g 92— - e e w= - Tubulin angereicherten Proteinfraktionen zeigt, dass KLF15 keinen
§ 05— _— p-Catenin Effekt auf B-Catenin-Proteinlevel oder dessen Lokalisation
2 34 B Histone H1 ausiibt. a-Tubulin diente als zytosolische und Histon HI als
= nukleare Lade-Kontrolle.
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Da KLF15 ebenfalls mit konservierten Doménen von NLK und TCF4 interagierte und fiir NLK ein
Hinweis zur Regulation der TCF4-Ubiquitinierung vorlag [96, 97], wurde der Einfluss von KLF15 auf
diese untersucht. Dazu wurden verschiedene Transfektionsansédtze in HEK293-Zellen durchgefiihrt:
TCF4 allein, TCF4 mit NLK, TCF4 mit KLF15, und TCF4 mit NLK und KLF15 zugleich;
Leervektor-transfizierte Zellen dienten als Kontrolle. Die Zellen wurden mit NEM, einem Inhibitor
von Deubiquitinasen, behandelt und TCF4-Immunprézipitate im Western Blot auf Ubiquitinierung
untersucht. TCF4 allein zeigte lediglich eine minimale Ubiquitinierung, wohingegen eine Ko-
Expression von NLK bzw. KLF15 zu einer deutlichen Steigerung der Ubiquitin-Bindung erzielte. Die
Ko-Expression von NLK und KLF15 fiihrte zu einer zusétzlichen Steigerung der TCF4-
Ubiquitinierung (Abb. 20).

- - - + + KLF15
- + NLK
+ + HA-TCF4

-+
+ +
- ' . '
2 Ubiquitin- Abb. 20 KLF15 beeinflusst den proteasomalen Abbau von
TCF4 TCF4.

Uberexprimiertes TCF4 wurde aus NEM-behandelten HEK293-
Zell-Lysaten immunprézipitiert und im Western Blot auf

IP: ant?—HA' | Ubiquitinierung untersucht. Die Ko-Expression von NLK und
IB: anti-Ubiquitin| K1 F15 mit TCF4 zeigt cine deutliche Steigerung der TCF4-
— - - Ubiquitinierung.

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass KLFI15 eine inhibitorische Wirkung auf die -
Catenin/TCF-abhidngige Transkription ausiibt und dazu sowohl den C-Terminus als auch eine N-

terminal gelegene Domédne benotigt. KLF15 beeinflusst zusammen mit NLK den proteasomalen

Abbau von TCFA4.

4.5 KLF15 ist vermehrt in adultem Herzgewebe exprimiert

Um den identifizierten Interaktionspartner KLF15 auch auf kardiale Relevanz in einem in vivo System
zu untersuchen, wurde zunichst das KIfl5-mRNA-Expressionslevel in Embryonen (E7.5) bzw.
Herzen (E9.5 bis adult) von verschiedenen embryonalen, postnatalen und adulten Altersgruppen von
Wildtyp-C57BL/6-Méusen ermittelt. Die qrt-PCR-Analyse ergab eine minimale Expression in den
embryonalen Stadien E7.5 bis E13.5, wohingegen ab E15.5 ein leichter Anstieg in der Expression im
Herzen und ein starker Anstieg 13 Tage postnatal zu verzeichnen war. Die hochste KIf15-Expression
lag im Herz ausgewachsener Méuse vor (Abb. 21), welches auf eine wesentliche Funktion vor allem

im adulten Organ hinweist.
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Abb. 21 KIfl1S liegt vermehrt in adultem
Herzgewebe vor.

Qrt-PCR-Analysen von mRNA aus Herzgewebe
unterschiedlicher muriner Entwicklungsstadien zeigt
eine minimale KIfl5-Expression in embryonalen und
postnatalen Mausherzen. Eine Hochregulation ist ab
13 Tage nach der Geburt zu verzeichnen und am
hochsten in adulten Herzen. Normalisiert gegen -
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4.6 Untersuchung eines konventionellen, systemischen KI/f15-Knockout-Mausmodells

Um die in vitro identifizierten Protein-Protein-Wechselwirkungen und den Einfluss von KLF15 auf
die Wnt-Signalkaskade auch in einem in vivo System zu untersuchen, wurde ein von Dr. Schaffer
(MDC) zur Verfiigung gestelltes konventionelles, systemisches KIf15-Knockout-Mausmodell (KIf15-
KO) untersucht. In diesem wurde der K1f15-Genabschnitt fiir Exon 2 gegen eine nicht-funktionelle
LacZ-NeoR-Kassette liber homologe Rekombination ausgetauscht (entspricht 86% der kodierenden
Sequenz von KIf15; Abb. 22). Die Maus besitzt einen genetischen C57BL/6-Hintergrund, Wildtyp-
Mause (WT) entsprechen dem C57BL/6-Genotyp.

Wildtyp-Allel ATG TGA
5" probe | |
1A T 1B] Exon2 Exon3 [r—
Not1 Iprobe elspe1
ATG '
LacZ P Neo ! TK
Knockout-Konstrukt

Abb. 22 KIf15-Knockout-Maus-Konstrukt

Das Schema demonstriert das von Dr. Schiffer konstruierte und zur Verfligung gestellte konventionelle,
systemische K/f715-KO-Mausmodell. Das kodierende Exon 2 wurde 3 bp nach dem Start-Kodon durch eine nicht-
funktionelle LacZ-NeoR-Kassette ersetzt. Es wird kein funktionelles KLF15 mehr gebildet.

Zum Nachweis des homozygoten K/f75-Knockouts wurde neben der Genotypisierung aus
Schwanzspitzenbiopsien zusétzlich eine qrt-PCR fiir KIfl5 aus Herzgewebe durchgefiihrt. Um
zusitzlich zu iberpriifen, ob andere im Herzen ebenfalls exprimierten Mitglieder der KLF-
Transkriptionsfamilie durch den Knockout beeinflusst und eventuell kompensierend reguliert werden,
wurde das Herzgewebe hinsichtlich KIf5- und KIf13-mRNA-Level analysiert. Die Expression wurde
sowohl gegen B-Aktin als auch Gapdh normalisiert. Abb. 23 zeigt eindeutig das Fehlen der KIf15-

Expression in den KO-Méusen und keine Beeinflussung von KIf5 und KIf13 in kardialen Zellen.
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Abb. 23 Keine Kompensation

04 KIf15 005 KIS vos. Kif13 durch KIfS und KIfI3 in KIfI5-
g ’ ' ' KO-Herzen.
7] - 0.04- Qrt-PCR-Analysen von adultem
g’_ 0371 [+ T 0.031 T Herzgewebe aus KIf15-KO- und
X 02 0.031 l 0,02 T WT-Miusen belegen, dass kein
g‘ 0.02- ' KIfl5 exprimiert wird. Es erfolgt
o keine Regulation der anderen kardial
g 017 0.01- 0.014 exprimierten Faktoren KIf5 und
?I_; KI1f13. Normalisiert gegen B-Aktin
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t-Test.

WT KO WT KO WT KO

4.6.1 Der Wnt/pB-Catenin-Signalweg ist im Herzgewebe von systemischen Klf15-KO-

Miusen aktiviert

Um zunéchst zu iiberpriifen, ob der in Zellkultur nachgewiesene inhibitorische Effekt von KLF15 auf
den Wnt/B-Catenin-Signalweg im lebenden Organismus reproduzierbar wire, wurde Herzgewebe
adulter Méause hinsichtlich mRNA- und Proteinexpression von Wnt-Signal-Komponenten untersucht.
Wie bereits in vitro beobachtet, bliecben die B-Catenin-Expressionslevel unbeeinflusst. Dessen
transkriptionellen Zielgene Tcf4 und cMyc ergaben allerdings eine signifikante, zweifache Hoch-
regulation im Vergleich zum Wildtyp (p<0,05; Abb. 24A-B). Da es sich bei den in vitro-
Experimenten um eine Uberexpression von KLF15 handelte, hier aber ein Knockout vorlag, erklirt

sich der gegensitzlich beobachtete aktivierende Effekt auf den Wnt/B-Catenin-Signalweg.

A p-Catenin Tcf4 cMyce B KIf15
5. 057 0.04 - kba _WT KO
S I . 957 s e s s (-Catenin
o —
S 34 031 . S TCF4
s 0.02 - -
Z 2 0.2 72—
= ‘ _ 55 — . s cmyC
E o 0.01- il
E; : 3/ _ DS S GAPDH
01 0.0- 0.00 1
WT KO WT KO WT KO

Abb. 24 Der Wnt/B-Catenin-Signalweg ist in KIf15-KO-Herzen aktiviert.

Analysen von Herzgewebe aus adulten KIf715-KO- und WT-Méusen demonstrieren unverdnderte -Catenin-
Expressionslevel, aber eine Hochregulation der Wnt/B-Catenin-Zielgene Tcf4 und cMyc auf (A) mRNA- und
(B) Proteinebene. A: Normalisiert gegen B-Aktin und Gapdh, n=10/Gruppe, Student’s t-Test, *p<0,05; B:
Gapdh diente als Lade-Kontrolle.

- 64 -



Ergebnisse

Um zu untersuchen, ob sich die Aktivierung der Wnt/B-Catenin-Kaskade auf das Herz beschrénkt oder
weitere Organe vom systemischen Knockout betroffen sind, wurden zusétzlich Leber, Niere und
Lunge mittels qrt-PCR analysiert. Interessanterweise zeigte sich die signifikante Aktivierung der
Zielgene Tcf4 und cMyc im KIf15-KO als Herz-spezifischer Effekt (p<0.001). Da Tcf4 in der Leber
eindeutig nicht reguliert war, aber cMyc eine geringere Expression zeigte, erscheint noch eine weitere

Organ-spezifische Regulation aufgrund des K/f75-KO moglich zu sein (Abb. 25).

Tcf4 cMyc
g 069 _wwx 0.04
B 05+ S
o 0.03-
8 0.4- ok
>
w o3 0.02-
s
0.2
14
0.011
i ﬁ 1N
€ ool m- o 1 0 1 I_I_Iﬁ . . ‘
WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO
Herz Lunge Leber Niere Herz Lunge Leber Niere

Abb. 25 Der Wnt/p-Catenin-Signalweg ist in Kif15-KO-Miusen Herz-spezifisch aktiviert.
Qrt-PCR-Analysen von mRNA aus Herz, Lunge, Leber und Niere von KIf715-KO- und WT-Miusen zeigen eine
Aktivierung der Wnt/p-Catenin-Zielgene Tcf4 und cMyc nur in Herzgewebe. Zusitzlich konnte eine cMyc-
spezifische Runterregulation nur in Lebergewebe beobachtet werden. Normalisiert gegen B-Aktin; n=6/Gruppe,
ANOVA mit Bonferroni’s Multiple Comparison Test, **p<0,01; ***p<0,001.

Im in vitro KLF15-Uberexpressionsversuch konnte ein Zusammenhang von KLF15 mit vermehrter
TCF4-Ubiquitinierung beobachtet werden. Da im K/f75-KO eine verstdrkte Transkriptionsaktivitit des
Wnt/B-Catenin-Signalweges nachgewiesen werden konnte, wurde auch die endogene TCF4-
Ubiquitinierung in kardialem Gewebe untersucht. Bei der Zell-Lyse wurde NEM als Inhibitor von de-
ubiquitinierenden Enzymen hinzugesetzt, endogenes TCF4 immunprézipitiert und dann ubiquitiniertes
TCF4 mittels anti-Ubiquitin-Antikorper im Western Blot detektiert. Die densitometrische Analyse
ergab im Mittel einen signifikant geringeren Anteil (-8,8%) an Ubiquitin-TCF4 in Herzen mit K/f75-
Knockdown (p<0,05; Abb. 26).
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Abb. 26 Kif15-KO-Herzen weisen eine verminderte TCF4-Ubquitinierung auf.

Endogenes TCF4 wurde aus adulten, NEM-behandelten Herzgewebe-Lysaten von KIf75-KO- und WT-Mausen
immunprézipitiert und im Western Blot hinsichtlich Ubiquitinierung untersucht. Eine densitometrische Analyse
und Normalisierung zur IgG Schweren Kette resultierte in signifikant verminderter TCF4-Ubiquitinierung in
KIf15-KO- im Vergleich zu den WT-Herzen. GAPDH-Detektion in den Proteinlysaten demonstriert die korrekte
Proteinkonzentrationsbestimmung. n=6/Gruppe, Student’s #-Test, *p<0,05.

Zusammenfassend lief sich in den KIf15-KO- im Vergleich zu WT-Herzen eine Aktivierung des
Whnt/B-Catenin-Signalweges nachweisen, die mit einem verminderten proteasomalen Abbau von TCF4

einherging.

4.6.2 Adulte KiIf15-KO-Miuse weisen eine verminderte kardiale Funktion auf

Eine phédnotypische Untersuchung der homozygoten KIf15-KO-Miduse ergab keine Unterschiede
beziiglich Wachstum, Korperbau, Grofle, Gewicht und Verhalten im Vergleich zu den entsprechenden
WT-Maidusen. Sie waren gleichermaflen lebensfihig, fertii und zeigten auch im Alter kein
Tumorwachstum. Histologische Untersuchungen von Leber, Niere und Lunge ergaben keine
offensichtlichen morphologischen Unterschiede.

Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass eine stete Aktivierung der Wnt/B-Catenin-Kaskade in
adulten Kardiomyozyten zu einem verschlechterten Verlauf bei experimentell-induziertem kardialen
Stress fiihrt [80]. Da eine Aktivierung der B-Catenin/TCF-abhdngigen Transkription in Herzen von
Klif15-KO detektiert wurde, sind die Méuse beziiglich ihrer kardialen Funktion iiberpriift worden.
Dazu wurden KIf15-KO- und WT-Miéuse seriell im Alter von 8 und 16 Wochen einer
Echokardiographie unterzogen. Eine detaillierte Analyse der Herzwanddicken und dem Durchmesser
des linken Ventrikels wéahrend der Systole und der Diastole, sowie dem Gewicht des Herzens,
normalisiert zum Korpergewicht und der Tibialdnge, ergaben keine Unterschiede (Tab. Al im Anhang
D). Allerdings war bei den KIf15-KO-Méusen im Alter von 16 Wochen eine signifikante Reduktion
sowohl in der Verkiirzungsfraktion (Fractional Shortening, FS: WT 30,2 + 3,2 vs. KO 23,3 + 3,8%)
als auch des Auswurfvolumens (Ejection Fraction, EF: WT 57,3 £4,6 vs. KO 46,0 + 6,5%) als Mal3
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der Kontraktilitidt und somit der systolischen Herzfunktion zu verzeichnen (Abb. 27A). Im Alter von 8
Wochen war bei den Méusen noch kein Unterschied messbar, so dass mit dieser negativen Progression
das klinische Bild der kardialen Seneszenz in den K/f715-KO-Maiusen assoziiert werden kann.

Zum Vergleich wurden Langzeit-Experimente an Maéausen mit kardial-spezifischer p-Catenin-
Stabilisierung ohne externen kardialen Stress-Ausloser durchgefiihrt. Hierzu wurde die B-Catenin-
Stabilisierung in den Herzen induziert (aMHC-CrePR1/B-Cat"”) und der Phinotyp 16 Wochen lang
verfolgt. Serielle echokardiographische Analysen ergaben bei den transgenen B-Cat®““- (TG) im
Vergleich zu den Kontroll-Mausen (CT) keine Verdanderung der Wanddicken im Interventrikuldren
Septum (IVS), der Hinterwand (LVHW) und des Innendurchmessers des linken Ventrikels (LVID)
(Tab. A2 im Anhang III). Jedoch zeigte sich eine signifikante Verschlechterung der systolischen
Herzleistung, gemessen anhand der Verkiirzungsfraktion des linken Ventrikels (FS: CT 32,8 £2,2 vs.
TG 22,4 +2,4%) und dem Auswurfvolumen (EF: CT 61,3 +3,3 vs. TG 45,2+ 4,2%) in den TG-
Miusen (Abb. 27B). Demnach entwickelten sowohl die B-Cat““*-TG-Méuse als auch die KIf15-KO-
Mause unter basalen Bedingungen eine verschlechterte Pumpfunktion, so dass ein Zusammenhang des
kardialen Phanotyps mit der Wnt-Aktivierung zu bestehen scheint.

Alle Messungen wurden verblindet von einem speziell geschulten Mitarbeiter durchgefiihrt.
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Abb. 27 Adulte KIf15-KO-Miusen weisen eine verminderte kardiale Funktion auf.

(A) Serielle echokardiographische Analysen von adulten systemischen KIf75-KO- und WT-M4iusen zeigten bei
16-Wochen alten KIf15-KO-Maiusen eine signifikant verminderte systolische Herzfunktion; im Alter von 8
Wochen war noch kein Unterschied zu verzeichnen gewesen. (B) Gleiche Ergebnisse wurden bei transgenen
Miusen mit kardial stabilisiertem B-Catenin (B-Cat***) 16 Wochen nach Induktion der Transgenitit erhalten. Sie
wiesen eine signifikant verminderte systolische Herzfunktion im Vergleich zu den Kontroll-Miusen auf. Die
Herzfunktion wurde anhand der Verkiirzungsfraktion (Fractional Shortening) und des Auswurfvolumens
(Ejection Fraction) des linken Ventrikels bestimmt. A: n=10/Gruppe, B: n=7/Gruppe; Student’s t-Test, *p<0,05.

4.6.3 Keine Anzeichen von Kardiomyozyten-Hypertrophie, -Atrophie, -Apoptose und
Fibrose in Kif15-KO-Herzen

Um die Ursache der vorliegenden verminderten Herzfunktion von K/f15-KO-M4iusen zu untersuchen,

wurden von 16-Wochen alten KIf15-KO- und WT-Méusen die Herzen entnommen, ein Teil der
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Herzspitze zur mRNA-Isolation eingesetzt und das restliche Organ zur Anfertigung von transversalen
Paraffin-Gewebeschnitten verwendet. Funktionelle Verdnderungen gehen in der Regel mit einer
Remodellierung des Herzmuskels und somit verénderter Struktur des Gewebes einher, die sich auf

Zellebene nachweisen lasst.

4.6.3.1 Untersuchungen auf Hypertrophie oder Atrophie der Kardiomyozyten

Um eventuelle hypertrophe Verdnderungen der Herzzellen als Zeichen eines Kompensations-
mechanismus oder atrophe Verdnderungen als Anzeichen von Muskelriickbildung zu detektieren,
wurden die Zellen hinsichtlich ihrer GroBe quantifiziert. Dazu sind die Zellmembranen in
Herzschnitten mit Lektin-WGA-FITC markiert und 150 zufdllig ausgewédhlte Zellen beziiglich der
Zellflaiche mittels AxioVison Software vermessen worden. Die erhaltenen Zellflichen-Querschnitte
(Cross Sectional Area, CSA) zeigten keine Unterschiede zwischen den Klf15-KO- und WT-Herzen
(Abb. 28). Es konnten weder Hypertrophie noch Atrophie der Kardiomyozyten festgestellt werden.

=

WT KO

Abb. 28 Keine hyper- oder atrophen Verinderungen in Herzen von KIf15-KO-Herzen.

Untersuchungen von transversalen Herzgewebe-Schnitten mittels Anfirben der Zellmembranen und Messung
der Zellflachen-Querschnitte (Cross Sectional Area, CSA) ergaben keine Unterschiede zwischen adulten K/f75-
KO- und WT-Herzen im Alter von 16 Wochen. Mafstab 20 um; n=5/Gruppe, Student’s z-Test.

Um ein sensibleres Nachweissystem anzuwenden, wurde zusitzlich die kardiale mRNA beziiglich der
Expression der Hypertrophiemarker Atrial Natriuretic Peptid (ANP), B-type Natriuretic Peptid (BNP)
und B-/a-Myosin Heavy Chain (B/aMHC) mittels qrt-PCR untersucht. Auch bei dieser Analyse lieBen

sich keine signifikanten Unterschiede feststellen.

4.6.3.2 Untersuchung auf einen Verlust von Kardiomyozyten

Eine verminderte kardiale Leistung kann sich auf einen Verlust von Herzmuskelzellen zuriickfiihren
lassen. Deshalb wurden Gewebeschnitte der K/f75-KO und WT-Herzen mithilfe des TUNEL
Apoptose-Kits angefarbt, welches die fragmentierten DNA-Enden markiert. Zusétzlich wurden die
Kardiomyozyten iiber Immunférbung von kardialem TroponinT (cTnT) und die Zellkerne mittels

DAPI visualisiert. Apoptotische, TUNEL-positive Zellkerne wurden ausgezéhlt und in Relation zu den
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DAPI-positiven Kernen gesetzt. Da generell wenig apoptotische Kardiomyozyten vorliegen, wurde
eine DNase [-behandelter Kontrollschnitt mitgefarbt. Insgesamt wurden kaum apoptotische Zellen in
den Schnitten detektiert und kein Unterschied zwischen KIf15-KO- und WT-Herzen festgestellt (Abb.
29).
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Abb. 29 Kein Verlust von Kardiomyozyten in KIf15-KO-Herzen detektierbar.

Die Analyse von transversalen Herzgewebe-Schnitte angefarbt mittels TUNEL-Apoptose-Kit (rot) und anti-
¢TnT (griin) zeigten keine Unterschiede in der Apoptose von Kardiomyozyten (cTnT"*) zwischen KIf15-KO-
und WT-Maiusen im Alter von 16 Wochen. DAPI (blau) wurde zur Kernvisualisierung benutzt. Die cTnT- und
TUNEL-positiven Zellen wurden zu den DAPI-Kernen/Areal normalisiert. Malistab 20 pm; n=5/Gruppe,
Student’s #-Test. Da kaum TUNELP®-Zellen zu finden waren, ist nur ein représentatives Bild fiir den WT und
eine DNAse I-behandelte Kontrolle dargestellt.

4.6.3.3 Untersuchung auf Fibrosierung des Herzens

Im Zuge einer Remodellierung des Herzmuskels kommt es zum Umbau des Bindegewebsgertistes und
vermehrter Einlagerung von Kollagen zwischen die Kardiomyozyten. Dies fiihrt zu einem steiferen
Muskel mit verminderter Pumpfunktion. Herzschnitte von K/f715-KO- und WT-Méusen wurde zum
einen nach Masson-Trichrom gefarbt, welches Muskelzellen rot und Kollagen blau markiert, und zum
anderen mit Sirius Red, das Kollagen rot gegen gelben Hintergrund farbt. In beiden Féllen wurden die
Zellkerne mit Hé@matoxylin markiert. Mit beiden Firbemethoden konnten weder vermehrte
Kollageneinlagerung in den KI/f15-KO-Herzen noch andere morphologische UnregelméBigkeiten
beobachtet werden.

Zusitzlich wurde die isolierte mRNA mittels qrt-PCR hinsichtlich des profibrotischen Faktors
Conne