INAUGURAL-DISSERTATION

Thema

Tbx20 — Ein essentieller Regulator der
Entwicklung des atrioventrikularen Kanals

im Zebrafisch

von

Diplom-Biochemiker Alexander Grundt



INAUGURAL-DISSERTATION

zur
Erlangung der Doktorwurde
der
Naturwissenschaftlich-Mathematischen Gesamtfakultat
der
Ruprecht-Karls-Universitat

Heidelberg

vorgelegt von
Diplom-Biochemiker Alexander Grundt

aus Rudersdorf bei Berlin

Tag der mundlichen Prafung: 17. Mai 2006



Thema

Tbx20 — Ein essentieller Regulator der
Entwicklung des atrioventrikularen Kanals

im Zebrafisch

Gutachter: Prof. Dr. Thomas Wieland

Prof. Dr. Werner Buselmaier



1 Inhaltsverzeichnis

1 Inhaltsverzeichnis

[n INNAIRSVErZEICHNIS .....viiiiie it eee e et e s et s et seeeeeeeesieeesieeeeeeeesireesareesaneeas 1]
[ P.1 ZUSAMMENTASSUNG ... eeeeeeeeaeeeeeeeeaeenenens 4
[P.2 N Yo O 5
[ B SR 6
[ B.1 Embryonale Herzentwicklung im Zebrafisch...........c...oocooovvviiiiiiiiinnaan..... 7
3.2 Molekulare Marker der Herzentwicklung im Zebrafisch ........................... 10
3.3 Entwicklung des atrioventrikuldren Kanals........coooooviiiiiiiiiiiiiieecee, 12
B.4 Funktionelle GENOMAaNAlYSE............uueiiiiiiiiiieiiiieieeeeeeeeeeeee e 13
3.5 Die Isolierung von WeiCheS REIZ" ™ ..o 14
3.6 Genetische Kartierung von Genen................ooo 14
3.7 Genetische Karten im Zebrafisch.............ocooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaaa . 16
3.8 Physikalische Kartierung im Zebrafisch .........cooooviieiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeevian 16
3.9 Tbx20 - Ein Mitglied der Tbox-Genfamilie...................ceeveevvvvvvvevvevnnnnnnn. 17
3.10 Die Rolle von Tbx20 in der Herzentwicklung..............ccccovvvuiiiuciiunnnnnnn.n.. 19
A Material und Methoden ..o ee e ee i eeeneeeennes 22
4.1 N E A I ——— 22
4.1.1 (=T (=Y TR 22
4.1.2 SOfWaANE 24
4.1.3 Datenbanken..............ooveuiiimiiiiiiiiieieiei e 24
4.1.4 Gebrauchsmateriali€n...........ooveuuiiiiiiiii e ee e e e seeieeeees 24
4.1.5 Verbrauchsmaterialien ..................coooiiiiiiiiiiiiiiii i 25
4.1.6 ChemiKalien ..........ouuuiiiiiiii e 26
4.1.7 Losungen und REAGENZIEN ...........oeveuieeiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaeea 27
4.1.8 Immunologische Materialien ..............cc.coiuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieaeaa 28
4.1.8.1 Y =Te =T EY 0 o] o) (=10 g =Y o) (=Y PP 28
A4.1.8.2  Inhibitoren ............cccoooiiiiiiii i 28
4.1.8.3  Antikdrper und Farbstoffe...........oovuiiuiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeee 28
1.1.8.4  Peptide und (Oligo-)Nukleotide .............ccoouuueiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiceeeeeeee 29
4.1.9 Molekularbiologische Materialien...............ccccccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiceae. 29
4.1.9.1 | =] 0 00 [P TP PP 30
I A 30|
4.1.9.3  Morpholino antisense-Oligonukleotide.........................cccciii.. 30
4.1.10 Pufferund LOSUNGeN. ... 31
4.1.11 [ ESTe 0111 L= o P PP 32
4.2 V=] (g TeTe [=Y o PP PP PP PP PPPPTTR 33
4.2.1 Makroskopische und mikroskopische Methoden...................cccvvvveeennnnn.... 33
4.2.1.1 FISChZUCKT. .. .ocuuiiiiiiii e 33
4.2.1.2 Foto- und Videodokumentation.......................... F PP 34
4.2.1.3  Praparation von embryonalen und adulten Zebrafischherzen.................. 34
4.2.1.4 Injektion von Oligonukleotiden in Zebrafischembryonen.......................... 34
A.2.1.5  MIKroangiographie ..............coouuuuiiiiiiiiiiiicee e 35
4.2.1.6  Behandlung von Zebrafischembryonen mit verschiedenen Inhibitoren.... 36

1



1 Inhaltsverzeichnis

4.2.1.7 __Behandlung von neonatalen Kardiomyozyten mit SU5402 ...................... 36
4.2.1.8  Bestimmung der Kardiomyozytenzahl...................ccooeevviiiiiiiiiiiiiiiin, 36
4.2.2 Histologische Methoden...........ccuuiiiiieeiiiiiiee e 36
1.2.2.1 Einbettung von Embryonen in JB4...............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiii 36
h.2.2.2 Einbettung von Zebrafischembryonen und adulten Zebrafischherzen .... 37
4.2.2.3  Hamatoxylin-Eosin-Farbung............c.ccoooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 37
A.2.2.4  SirUSTOt-FArDUNG ...t eeeeeeaees 37
4.2.3 Immunologische Methoden .............oiiiiiiiii i, 38
4.2.3.1 IN SItU-HYDBIAISIEIUNG ... 38
4.2.3.2 Doppelimmunfluoreszenzfarbung ............coouivuiiiniiiiiiiiiiiiiiieiiieienen. 39
4.2.3.3  Detektion apoptotischer Zellen..............ccceeeuiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaaannnn. 39
1.2.3.4  Antibiotika und Selektionsplatten .............cccccooevivviiiiiiiiiiiiiiiceeee 40
4.2.4 Molekularbiologische Methoden............ovovveeeeiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 40
#.2.4.1  Nukleotidaufreinigungsmethoden.............cccccuveeiiiveviinaaiieeeaaaea. 40|
4.2.4.1.1 DNA-Isolation aus Zebrafischembryonen .................................................. 40
4.2.4.1.2 RNA-Isolation.. .. PSPPI |0
4.2.4.1.3 Plasmid- Isolatlon aus E col/ ..................................................................... 41
4.2.4.1.4 Plasmid-Isolation aus E.coli zur Injektion..............cccooviiiiiiiiiii e, 41
4.2.4.1.5 BAC-DNA-ISOIAtiON......uiiii i e 41
4.2.4.1.6 BAC-DNA-Isolation zur Injektion..............ccooo 41
42417 GeleXtraKtion. ... . oo ————— 42
4.2.4.1.8 DNA-AUTEINIGUNG....ccovieeiiieeeeee e e e e e e e e 42
h.2.4.2  Konzentrationsbestimmung von DNA/RNA.........c.oooiieiieiieiieseesieeeeiennn, 42|
1.2.4.3  YAC-ENnd-1solation ............c.cooiiiiiiiiiiiiiiii e 42
h.2.4.4 Polymerase-Ketten-Reaktion ..........cccoouuvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn, 43
A.2.4.5  Real TIME-PCR .........ccooiiiiiiiiiiii e eeeeeeas 43
A.24.6 PCR-MULAGENESE ... e e 44
A4.2.4.6  Agarose-GeleleKtrophorese .........ooooiieviiiiiiiiieiiiiie e e e 44
1.2.4.7 Denaturierende Gelelektrophorese.............cccceeevvuueeeeiiiiiiiiiiiiiieaiieea 45
4.2.4.8 ReVErse TranSKIiDUON . .......vieiieiii e ee e e e eeeeenaeees 46
4.2.4.9  Herstellung von antisense-RNA-Sonden ...l 46
12410 mRNA- -Herstellung durch in vitro- Transkrlptlon ........................................ 47
4.2.4.11  Restriktionsverdau VON DNA ........ooooiiiiieeeeeeee e 47
A.2.4.12 Alkalische Dephosphorylierung von Plasmiden ..., 47
A.2.413 Ligation VON DNA ... 47
42414 TranSTOTMAtON VON E.CON ........oooorererreeeeeeeeeererenenenereeneneneeeereeerereeererees 48
. 2. 415 MICTOAITAY ...t e e e e e e e e e eeeennaaeaenes 48
5 ErQEDNISSE ...ttt ettt e et e et e e e e e e aenens 49
5.1 Weiches herz"“™ - Embryonaler Tod durch kontraktile Dysfunktion........ 49
6.2 Charakterisierung von weiches herz ™™ ..............cccccueeeeecueeeeeacnnenannn.. 49
5.2.1 Ventrikuldre Dysfunktion in weiches herz™™........oovoioevieiieeiieseiiieaea, 49
5.2.2 Unauffallige ventrikulare Myofilamentstruktur in weiches herz™*............ 51
5.3 Untersuchung der Herzmorphologie von weiches herz™“™.................... 53
5.3.1 Defekte Herzmorphologie in weiches herz"'“™............c.cccccceuueeeeeeunn..... 53
[6.3.2 Verringerte ventrikulare Kardiomyozytenproliferation in weiches herz"“"°54
5.3.3 Keine endokardiale AVC-Anlage in weiches herz™™.........c..ccccoeeeueunnn... 55
5.3.4 AV-Klappendefekte in adulten heterozygoten whz-Fischen...................... 56
5.3.5 Koexpression kammerspezifischer Gene in der AV-Region von whz....... 58
5.3.6 Misspezifikation der AV-Region in weiches herz "“™>.............ccccuuveevun..... 61|

2



1 Inhaltsverzeichnis

5.3.6.1  Gestorte AV-Uberleitung in weiches herzZ™*...........ccccoveveveceereeeeeeennnn, 61
5.3.6.2 Kein spezialisiertes AV-Uberleitungssystem in weiches herz™*............. 62
5.3.6.3  Transmyokardiale Expression von tbx2 in weiches herz™*..................... 62
5.3.6.4  Transmyokardiale Expression von versican in weiches herz™*.............. 63
5.3.6.5  Transmyokardiale Expression von gata5 in weiches herz"™*................. 64
5.3.6.6  Transendokardiale Expression von notch1b in weiches herz™*............. 64
5.3.6.7  Fehlende Induktion der AVC-Entwicklung in weiches herz™*................. 65
5.3.6.8  Normale Vaskulo- und Angiogenese in weiches herz™*..........cccocov.... 67
.4 Positionelle Klonierung von weiches herz™ =™ .................coeeeeceeeeaaann... 68
5.4.1 Genetische Kartierung von weiches herz™™ .........cccoeeeeeeeeeeeeeeeeeennnn... 68
§.4.2 Kandidatengenversuche mit tbx20 und z9c:56020 ............................... 69
5.4.3 Kardiale Expression von tbx20 und zgc:56020 ...............ccccccccuuuaunnn....... 69
5.4.4 Morpholino antisense-Knockdown von tbx20 phanokopiert whz.............. 71
5.4.5 Insertionsmutation in whz-tbx20-mRNA ...................cooeiiiiiiiiiiiiiic, 72
5.4.6 Reduzierte Splice-Aktivitat von Intron 6 in weiches herz "<™.................... 75
5.5 Genetischer rescue von whz durch Expression von WT-tbx20................ 76
5.6 Verlust der transkriptorischen Aktivatorfunktion in whz-Tbx20................. 78
5.7 Inhibition der endothelialen AV-Ring-Bildung durch tbx20-Knockdown....80
5.8 Angiogenesedefekte durch tbx20-Knockdown im Zebrafisch................... 81
5.9 Thx20b reguliert die Angiogenese im Zebrafisch..................................... 82
5.10 Ungestorte Regulation von thx5 in weiches herz™™ ............................ 83
5.11 Normale synergistische Aktivitat zwischen Tbx20 und Tbx5 in whz......... 84
5.12 Identifikation neuer Signalwege in der AVC-Entwicklung......................... 85
5.13 Phanokopie von weiches herz <> durch fgf8-Knockdown........................ 86
5.14 Funktionelle AVC-Defekte durch Inhibierung des FGF-Signalwegs......... 86
5.15 Keine negativ inotropen Effekte durch SU5402 .............ccoovvvvvnnieennnnnn.... 87
b DISKUSSION. ... ieeiseieseeeseseesseesesaseeeesaseeeesaseeesassanssareatesaesareeaseareeesareanes 88
6.1 Weiches herZ 2> Kodiert Tur 1X20..........oooooooooo 88
6.2 Normale kardiale Fusion in weiches herz™™.............ccccoeeeveveeneecnnn..... 90
6.3 Regulation der Herzentwicklung durch Tbx20 und Nkx2.5 ..................... 91
6.4 Thx20 initiiert die Entwicklung des atrioventrikularen Kanals................... 92
6.5 Aktivator- und Repressorfunktion von Tbx20 essentiell fur AVC-
Entwicklung..96
.6 Regulation der Angiogenese im Zebrafisch durch Tbx20b ...................... 97
6.7 Identifikation neuer Signalwege in der Entwicklung des AVC................... 98
[ B.8 AUSDIICK. .. eaeeeaaeas 100
[ |7 ADKUIZUNGEN ...t e e e eeeeeeeeeeeeeneenns 102
8 Literaturverzeichnis. ........ ... e 105
9 DanksaguUNQg. ... ..o 118




2 Zusammenfassung

2.1 Zusammenfassung

Etwa 1 % aller Lebendgeburten leiden unter angeborenen Herzfehlern, von denen
viele untherapiert zum Tod durch Herzinsuffizienz fihren. Um die Friherkennung von
angeborenen Herzfehlern zu erleichtern und Therapieansatze zu finden, wurden
Tiermodelle entwickelt, die es ermdglichen, angeborene Herzfehler detailliert zu
erforschen.

Weiches  herz™*® (whz) ist eine rezessive, embryonal letale
Zebrafischmutante, die im Rahmen der funktionellen Genomanalyse durch ENU-
Mutagenese erzeugt wurde. Homozygot-mutante whz-Embryonen entwickeln im
Verlauf ihrer Herzentwicklung eine kontraktile Dysfunktion, die zum vollstandigen
Verlust der Blutzirkulation und damit zum embryonalen Tod fuhrt.

Durch histologische und molekularbiologische Untersuchungen von mutanten
whz-Embryonen wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass die Entwicklung des
atrioventrikularen Kanals (AVC) bereits im frihesten durch molekulare Marker
nachweisbaren Entwicklungsstadium inhibiert ist. So entwickeln mutante whz-
Embryonen weder AV-Klappen, noch ein spezialisiertes AV-Uberleitungssystem, das
im Wildtyp (WT) die sequentielle Kontraktion von Atrium und Ventrikel steuert.

Die positionelle Klonierung ergab, dass der whz-Phanotyp durch einen
Gendefekt in tbx20, einem Tbox-Transkriptionsfaktor, hervorgerufen wird, der zum
partiellen Verlust der transkriptorischen Aktivatorfunktion fuhrt. Die loss of function-
Mutation in tbx20 wurde durch einen genetischen rescue von whz durch WT-tbx20
bestatigt. Die durchgefuhrten Analysen kamen zu dem Schluss, dass im Zebrafisch
die Entwicklung des AVC durch die synergistische transkriptorische Aktivitat von
Tbx20 mit Nkx2.5, Gatab und Tbx5 reguliert wird und dass bmp4 ein direktes Zielgen
von Tbx20 darstellt.

Des Weiteren wurde im Rahmen dieser Arbeit im Zebrafisch eine zweite
Isoform von Tbx20, Tbx20b, isoliert, die nicht die Entwicklung des AVCs oder des
Herzens, sondern die Angiogenese reguliert.

DarUber hinaus wurde festgestellt, dass der FGF-Signalweg sowohl die
morphologische als auch die funktionelle Entwicklung des AVCs reguliert und dort

madglicherweise durch Tbx20 induziert wird.




2 Zusammenfassung

2.2 Abstract

Nearly 1% of live births suffer from congenital heart diseases, frequently leading to
lethal heart failure in untreated patients. To allow early diagnosis of congenital heart
diseases and the development of new therapeutical approaches, animal models have
been developed allowing accurate investigations of cardiac disorders.

Weiches herz™*° (whz) represents a recessive, embryonic lethal zebrafish
heart mutant, generated by ENU-mutagenesis in the setting of functional genome
analysis. Hearts of homozygous mutant whz embryos develop early contractile
dysfunction resulting in the total abolition of blood circulation and consequently
leading to embryonic death.

In this thesis, the complete loss of atrio-ventricular canal (AVC) development
in mutant whz embryos was demonstrated by both histomorphological and molecular
analyses. It was shown that whz embryos fail to develop atrio-ventricular valves and
an appropriate atrio-ventricular conduction system, responsible for sequential
contractions of atrium and ventricle under physiological conditions.

It was demonstrated by positional cloning that a “loss of function” mutation in
tbx20, a member of the Tbx20 transcription factor family, causes the characteristic
whz phenotype due to the loss of the transcriptional activator function. Accordingly,
homozygous mutant whz embryos could be genetically rescued by transient ectopic
wildtype-tbx20 expression. Several analyses revealed that synergistic functions of
Tbx20 with Nkx2.5, Gata5 and Tbx5, respectively, regulate the development of the
AVC in zebrafish and that Tbx20 is a direct upstream regulator of bmp4.

A second Thx20 isoform, Tbx20b, lacking transcriptional domains was isolated
and functionally analysed. In contrast to full Tbx20, this isoform plays an important
role in the regulation of angiogenesis rather than in the development of the AVC.

Furthermore, it was shown that the FGF pathway is linked to atrio-ventricular
development, probably induced by Tbx20.

In conclusion, Tbx20 activation is an early event in atrio-ventricular valve
development as well as in the formation of a physiological atrio-ventricular conduction
system since its loss of function leads to the total failure of these heart structures

resulting in early cardiac death.
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3  Einleitung

Etwa 1 % aller Lebendgeburten leiden unter angeborenen Herzfehlern, von denen
viele durch komplizierte chirurgische Eingriffe behoben werden missen. Das Risiko
einer Herzinsuffizienz, dem Endstadium vieler undiagnostizierter und untherapierter
angeborener Herzfehler, steigt ab dem funfzigsten Lebensjahr auf bis zu 17 % der
Gesamtbevdlkerung an. Damit sind Herz-Kreislauf-Erkrankungen in den westlichen
Industrielandern die haufigste Todesursache [120]. Die molekularen Defekte, die zu
angeborenen Herzfehlern fihren kdnnen, sind bis heute weitestgehend unbekannt,
wodurch Fruherkennung, als auch Therapie dieser Erkrankungen erschwert wird.
Kopplungsanalysen in betroffenen Familien, welche die genetische Ursache
einzelner angeborener Herzfehler aufklaren kdnnten, sind oft durch den embryonal
letalen oder schnell progredienten Krankheitsverlauf und unzureichende Diagnostik
erschwert. Dennoch konnte in einigen geeigneten Grolfamilien die Kopplung
angeborener Herzfehler zu chromosomalen Loci beschrieben und ein Teil der
zugrunde liegenden Gendefekte bestimmt werden.

Die systematische Identifizierung und Charakterisierung der zu angeborenen
Herzfehlern fuhrenden Gendefekte und Signalwege stellt die Grundlage fur das
Verstandnis der molekularen und physiologischen Herzentwicklung des Menschen
dar. Erst darauf basierend koénnen zukunftsweisende Therapieformen durch
medikamentdse Therapie bzw. durch Gen-Addition und antisense-vermittelte Gen-
Ausschaltung entwickelt werden, um angeborenen Defekten des kardiovaskularen
Systems und deren Folgen entgegenzuwirken.

Zur funktionellen Genomanalyse, d.h. der Zuordnung neuer Funktionen zu
bekannten Genen, wurden verschiedene Nicht-Vertebraten-Tiermodelle, wie u.a.
Drosophila melanogaster, etabliert, die sich durch eine gute genetische
Manipulierbarkeit auszeichnen und zu einer beeindruckenden Zahl neuer
Genfunktionen gefuhrt haben. Da die in Drosophila identifizierten Genfunktionen, die
das kardiovaskulare System betreffen, aufgrund zu geringer Homologie nur
unzureichend auf den Menschen ubertragbar sind, wurde auf Vertebraten-Modelle,
wie Mus musculus, ausgewichen. Diese zeigen zwar eine fast vollstandige
Homologie zum Menschen, kdnnen aber nur schwer genetisch manipuliert werden

und sind daher nicht zur funktionellen Genomanalyse geeignet.
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Aufgrund dessen hat sich der Zebrafisch, Danio rerio, ein 3-4 cm grol3er
tropischer SuRwasserfisch aus der Gruppe der Karpflinge (Cyprinidae), zu einem
etablierten Vertebratenmodell zur Identifizierung genetischer Faktoren von
kardiovaskularen Erkrankungen entwickelt. Er ermdglicht in einzigartiger Weise eine
Verknupfung von funktioneller Genomanalyse und Entwicklungsbiologie. Die Vorteile
des Zebrafischs liegen darin, dass die Generationszeiten kurz, die Zahl der
Nachkommen hoch, die Tierhaltungskosten sehr niedrig und die sich extrakorporal
entwickelnden Tiere in der Larvenform transparent sind, so dass Herzentwicklung
und -funktion in vivo direkt beobachtet werden konnen (Abb. 1) [22, 42, 109]. Bereits
zwei Tage nach der Befruchtung (days post fertilization, dpf) ist das kardiovaskulare
System des Zebrafischs nahezu vollstandig ausgebildet. Im Gegensatz zu anderen
Vertebratenmodellen, wie der Maus, bendtigen Zebrafischembryonen wahrend der
ersten 9 Tage ihrer Entwicklung kein intaktes Herz-Kreislaufsystem, da Sauerstoff
uber Diffusion in den Embryo gelangt [31]. Entsprechend kann sich der
Zebrafischembryo selbst bei Vorliegen eines schweren kardiovaskularen Defektes
und fehlender Blutzirkulation weiterentwickeln und damit eine detaillierte
Charakterisierung eines pathologischen Phanotyps zulassen, ohne dass
unkalkulierbare Nebeneffekte des moribunden Embryos bericksichtigt werden
mussen [2, 40, 55, 93]. Ein weiterer Vorteil von Zebrafischen im Vergleich zu
anderen Vertebratenmodellen liegt in seiner leichten genetischen Manipulierbarkeit.
Neben transienten molekularbiologischen Manipulationstechniken, wie RNA-
Uberexpression oder siRNA/Morpholino antisense gene knockdown, kénnen leicht

transgene oder mutagenisierte Zebrafischlinien erzeugt werden.

3.1 Embryonale Herzentwicklung im Zebrafisch

Das kardiovaskulare System des Zebrafischs entwickelt sich sehr schnell. Schon 72
Stunden nach Befruchtung der Eizellen (hours post fertilization, hpf) ist das Herz-
Kreislauf-System voll ausgereift und entspricht in der Struktur und Funktion dem
eines neugeborenen Saugers. Damit ist das Herz des Zebrafischs wie das Herz oder
herzahnliche Organe aller Metazoen mit Kreislaufsystem in der embryonalen
Entwicklung das erste vollstandig ausdifferenzierte Organ.
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Abb.1 Entwicklungsstadien des Zebrafischs [54]. Bei 29 hpf liegt das Herz als peristaltisch
kontrahierender Herzschlauch vor, der sich bis 48 hpf zu einem sequentiell kontrahierenden
Zweikammerherz entwickelt.

Die Herzvorlauferzellen stammen aus dem anterolateralen Plattenmesoderm
(ALPM). Wahrend oder kurz nach der Gastrulation sind diese bilateral entlang der
Langsachse organisiert, migrieren zur Mittellinie und verschmelzen zu einem
Herzschlauch, der kurz nach seiner Bildung, der sog. kardialen Fusion, beginnt,
peristaltisch zu kontrahieren (Abb. 2). Der Herzschlauch besteht aus zwei durch
Herzgallert getrennten Zellschichten, dem inneren Endokard und dem umgebenden
Myokard, und ist von Beginn an streng organisiert. Von rostral nach kaudal ist der
Herzschlauch unterteilt in den Bulbus arteriosus oder Ausflusstrakt (outflow tract,
OFT), die zukinftige ventrikulare Kammer, die zukinftige atriale Kammer und den
Sinus venosus oder Einflusstrakt (inflow tract, IFT). Die zukinftige Position jeder
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einzelnen Herzzelle im embryonalen Herzen ist bereits im ALPM festgelegt und kann
durch spezifische Genexpressionsmuster verfolgt werden. Zusatzlich werden die
Vorlauferzellen zwei verschiedenen Zellpopulationen zugeordnet, der ersten und
zweiten Herzlinie. Die Zellen der ersten Herzlinie sind am Aufbau des IFT, des
atrioventrikularen Kanals (AVC), des Ventrikels und des Atriums beteiligt,
wohingegen die Zellen der zweiten Herzlinie zur Entwicklung des OFT, des

Endokards und Teilen des Atriums beitragen [138].

) Fusion atrialer
Herzvorlaufer- Kardiomyozyten

Mittellinie zellen 7N

( Y Q{Z/

R OFT
Ventrikel
Atrium
IFT
komplette QQ
kardiale Fusion 24 hpf
AV-Klappen-
Bildung
beginnende
Herzdrehung

36 hpf 48 hpf 96 hpf

Auge

Abb. 2 Schematische Darstellung der Herzentwicklung im Zebrafisch vom 12 Somiten-Stadium
(S) an bis 96 hpf. Dargestellt ist die zeitliche Abfolge der kardialen Fusion, Herzdrehung und
Herzklappenbildung.
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Wie bei der Entwicklung hdherer Vertebraten beginnt sich das Herz des
Zebrafischs nach der kardialen Fusion zu drehen, wodurch die spatere Position der
Herzkammern festgelegt wird. Parallel zur Herzdrehung reifen die kontraktilen
Kardiomyozyten von Atrium und Ventrikel zu Kammerkardiomyozyten heran,
entwickeln ein spezialisiertes Erregungsleitungssystem und beginnen zu proliferieren
(Abb. 2) [134, 148].

Das fruhembryonale Herz aller Wirbeltiere besteht aus zwei Kammern, einem
Atrium mit dinnem Myokard und relativ dicker Herzgallertschicht und einem Ventrikel
mit dickem und mehrschichtigem Myokard, bei dem das Herzgallert bereits durch
subendokardiales Gewebe ersetzt wurde [35, 126, 133, 135]. Atrium und Ventrikel,
die aus vendsem Blut mit geringem Blutdruck arterielles Blut mit hohem Druck
erzeugen, sind durch den AVC getrennt, der Uber verschiedene Mechanismen einen
unidirektionalen Blutfluss sicherstellt [63]. Zum einen erzeugt er durch Blndelung
und verzogerte Weiterleitung des elektrischen Erregungssignals eine sequentielle
Kontraktion beider Kammern ausgehend vom IFT. Dies wird durch die elektrische
Isolation der Kardiomyozytenpopulationen von Atrium und Ventrikel durch
nichtleitendes Gewebe, dem sog. AV-Ring, erreicht. Das Erregungssignal wird mit
Hilfe von Zellen mit verzogerter Erregbarkeit, die im sog. AV-Knoten organisiert sind,
Uberbrickt. Zum anderen werden am AVC flexible AV-Klappen ausgebildet, die bei
der ventrikularen Kontraktion den Blutrickfluss ins Atrium verhindern (Abb. 2) [94,
101, 126, 132, 134, 146, 152].

Bis zu diesem Schritt verlauft die embryonale Herzentwicklung in allen
Vertebraten gleich. Wahrend das Fischherz an diesem Punkt seine Entwicklung
abgeschlossen hat und nur noch durch Zellteilung wachst, entwickeln Vdgel und
Saugetiere ein weiteres Kreislaufsystem. Dieser sog. pulmonale Blutkreislauf wird in
einem zusatzlichen Schritt der Herzentwicklung durch komplette intraatriale und
-ventrikulare Septation (Sauger) bzw. ausschliel8lich intraventrikulare Septation
(Vogel) vom Korperkreislauf getrennt [94, 96].

3.2 Molekulare Marker der Herzentwicklung im Zebrafisch

Im 15 Somiten-Stadium sind die Kardiomyozytenvorlauferzellen bilateral im ALPM
organisiert und zeichnen sich durch die Expression kardialspezifischer
Transkriptionsfaktoren, wie hand2, gata4, bmp4 oder nkx2.5, aus [30, 57, 126, 152].

Diese induzieren in den Kardiomyozytenvorlauferzellen die Expression kardialer
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kontraktiler Proteine, wie cMic1 oder cMic2 [154, 157, 159]. Die
Kardiomyozytenvorlaufer sind in diesem Stadium innerhalb des ALPM bereits in
atriale und ventrikulare Populationen unterteilt. Die ventrikularen Zellen sind dabei
durch die Expression von vmhc (ventricular myosin heavy chain) von den atrialen
unterscheidbar [152-155].

Die Fusion der bilateral organisierten Kardiomyozytenvorlaufer zu einem
medialen Herzschlauch erfordert eine komplexe Serie von spezifischen
Zellbewegungen der einzelnen Zellpopulationen, wobei gestaffelt erst die zuklnftigen
ventrikularen und dann die zuklnftigen atrialen Kardiomyozytenpopulationen
fusionieren [117]. Die kardiale Fusion hangt u. a. von den Transkriptionsfaktoren Sox
(Casanova, [6, 38, 76, 152]), Mix (Bonny and clyde, [77]), Hand2 (Han, [152]) und
Gata5 (Faust, [85, 117]), Oep [49, 119] und dem Lysosphingolipid G-Protein
gekoppelten Rezeptor (Mil, [134]) ab.

Von 33 hpf an kdnnen atriale und ventrikulare Kardiomyozyten durch die
Expression von vmhc (ventricular myosin heavy chain) bzw. amhc (atrial myosin
heavy chain) eindeutig voneinander unterschieden werden [152]. Uber die
molekularen Mechanismen, die zur Spezifikation der Kardiomyozyten in atriale und
ventrikulare Kardiomyozyten fuhren, ist bisher nur wenig bekannt. Es gibt jedoch
Hinweise darauf, dass hand2, gatab, fgf8 und oep die Bildung ventrikularer
Vorlauferzellen férdern. Eindeutig gezeigt wurde bisher aber nur die Rolle von
Retinsaure und bmp2 fur die Balance von atrialer und ventrikularer Spezifikation,
welche wechselseitig die Entwicklung atrialer oder ventrikularer Kardiomyozyten
fordern bzw. inhibieren [107, 111, 134, 137, 156, 158]. Fur ausdifferenzierte
Kammerkardiomyozyten sind im Zebrafisch bisher keine molekularen Marker
bekannt. In der Maus beginnen differenzierte Kammerkardiomyozyten nach ihrer
Ausreifung, verschiedene Gene zu exprimieren, die den Zellzyklus und damit die
Proliferation der Kardiomyozyten regulieren. Diese Gene, wie anf oder cx40, die nicht
aullerhalb der Kammern exprimiert werden, kdnnen dann als spezifische Marker fur
ausgereifte kontraktile Kardiomyozyten herangezogen werden [35]. Da die
Kardiomyozyten des  Zebrafischs  jedoch nicht derart  ausgepragte
Differenzierungsstadien erreichen wie die der Maus, und diese Gene dennoch
exprimiert werden, konnen diese Gene nicht als Differenzierungsmarker fur

ausgereifte Kammerkardiomyozyten herangezogen werden.
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3.3 Entwicklung des atrioventrikularen Kanals

Die Differenzierung des Herzschlauchs in Atrium und Ventrikel, Ein- und
Ausflusstrakt und atrioventrikularen Kanal (AVC) erfordert ein komplexes
Zusammenspiel spezieller und regional exprimierter Transkriptionsfaktoren. Deren
Aufgabe besteht in der spezifischen Begrenzung, der Aktivierung bzw. Inhibierung
von Differenzierungsprogrammen, die die Entwicklung der spateren Komponenten
des Herzens regulieren. Die Entwicklung des AVC beginnt mit der regionalen
Expression des bone morphogenetic protein 4 (bmp4) an der Grenze zwischen
atrialen und ventrikularen Kardiomyozyten 36 hpf. Bmp4 induziert in den
benachbarten endokardialen Zellen deren Differenzierung in sog. endokardiale
Cushion-Zellen und steuert durch gezielte Regulation von Zellzyklusgenen und
Proliferation der Kardiomyozyten die Herzdrehung und in Sdugern die intraatrialen
und -ventrikularen Septierungen. Wahrend die Kardiomyozyten in den Herzkammern
jetzt beginnen, zu Kammerkardiomyozyten zu differenzieren, werden regional
begrenzt am AVC die Tbox-Transkriptionsfaktoren Tbx2 und Tbx3 induziert. Deren
Aufgabe besteht in der Repression kammermyokardialer Gene, wie anf und c¢x40,
und verschiedener Zellzyklusgene, wie cyclinC [56]. Dadurch entrinnen die
Kardiomyozyten des AVC dem Differenzierungsprogramm far
Kammerkardiomyozyten und starten in Wechselwirkung mit weiteren Faktoren ein
separates Differenzierungsprogramm, welches sich durch die ebenfalls regional
begrenzte Expression von versican und gatab5 auszeichnet. Das Ziel dieses
Differenzierungsprogramms ist die Entwicklung (1) des elektrisch isolierenden AV-
Rings zwischen Atrium und Ventrikel, (2) des AV-Knotens und (3) der AV-Klappen.

Die Bildung der Herzklappen erfolgt durch einen speziellen Transdifferen-
zierungsprozess der endokardialen Cushion-Zellen, welche in einer sog. epithelial-
zu-mesenchymalen Transformation (EMT) von Endothelzellen zu Mesenchymzellen
transdifferenzieren. Dieser Prozess wird durch mehrere Mitglieder der transforming
growth factor (TGF)-Familie reguliert, die durch Kommunikation zwischen Myokard
und Endokard lokal begrenzt die EMT steuern [67, 74, 106, 123, 133]. Die
transdifferenzierten endokardialen Zellen dringen in die extrazellulare Matrix
zwischen Myokard und Endokard ein und beginnen zu proliferieren. Von dieser
Phase an beginnen sie, notch1b zu exprimieren, welches im weiteren Verlauf die
Klappenbildung steuert [12, 119, 145].
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3.4 Funktionelle Genomanalyse

Es wird angenommen, dass das durchschnittliche Vertebraten-Genom 30.000-40.000
transkribierte Gene enthalt, die allerdings nur 0,5-5 % des gesamten Genoms
darstellen. Das Hauptinteresse der Genomforschung liegt in der Identifikation und
Analyse dieser i.d.R. fur Proteine kodierenden DNA-Sequenzen. Zur funktionellen
Genomanalyse, der Zuordnung von Genfunktionen zu im Rahmen verschiedener
Genomprojekte identifizierten Genen, werden grundsatzlich zwei unterschiedliche
Strategien verfolgt. Die Idee der reverse genetic liegt in der Identifizierung von
Genfunktionen (Phanotypen) durch gezielte genetische Manipulation von bekannten
Genen. In Maus und Zebrafisch konnten durch gezielte Mutagenese, transienten
oder zeitlich gesteuerten Gen-Knockdown oder Uberexpression verschiedene
bekannte Gene manipuliert und damit deren Funktion in Vertebraten untersucht
werden [21, 37, 51, 88, 149].

Die zweite Strategie, die sog. forward genetic, beruht auf der
phanotypbasierten Identifikation von Gendefekten. Dabei werden in verschiedenen
Organismen, wie Fliege, Maus oder Zebrafisch, Morphologie- oder
Funktionsabweichungen vom Wildtyp mittels Kopplungsanalyse und positioneller
Klonierung einem Gendefekt zugeordnet [10, 43, 44, 55, 105, 136]. Der Vortell
dieses Ansatzes liegt vor allem darin, dass sowohl neue Genfunktionen, als auch
regulatorische Sequenzen und neue Genklassen, wie die kurzlich entdeckte micro-
RNA, identifiziert, sowie die beteiligten Signalwege analysiert werden kdnnen, da
zufallig jeder Genlocus ohne Vorselektion verandert werden kann. Lediglich wenige
chromosomale Regionen sind trotz unterschiedlicher Mutagenesemethoden schlecht
zuganglich, wodurch Mutagenesebibliotheken lickenhaft sein konnen. Des Weiteren
kénnen solche Gene nur eingeschrankt charakterisiert werden, deren Inaktivierung
durch die Funktion anderer Gene kompensiert wird oder einen zu frihen
embryonalen letalen Phanotyp induziert. Wahrend forward genetic-Mutagenese-
Screens in Nicht-Vertebraten, wie in Caenorhabditus elegans und Drosophila
melanogaster, bereits zur Entdeckung einer beeindruckenden Zahl neuer Gene und
Signalwege gefuhrt hat, sind derartige Versuche in Vertebraten wie der Maus bisher

nur in kleinem Umfang erfolgreich gewesen [51].
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3.5 Die Isolierung von weiches herz™*

Da Ziel genomweiter gesattigter Mutagenese-Screens ist es, jedes Gen und jede
regulatorische Sequenz eines Organismus zu manipulieren um sie funktionell zu
analysieren. Anfangs wurden im Rahmen dieser forward genetic-Strategie im
Zebrafisch Rontgen- oder y-Strahlen und transposonbasierende, retrovirale oder
Vesikular Stomatitis-virale Technologien als Mutagene erprobt. Da diese jedoch nur
wenig erfolgreich waren, wurden fast alle Mutagenese-Screens mit chemischen
Mutagenen durchgeflhrt [7, 9-11, 30, 69, 89].

Chemische Mutagene, wie Psoralen, das durch die Quervernetzung der DNA
zu Deletionen von bis zu wenigen hundert Basenpaaren fuhrt, oder
Ethylmethansulfonat (EMS) und 1-Ethyl-1-Nitrosoharnstoff (ENU) (Abb. 3), welche
durch die Alkylierung von Nukleotiden oder des Phosphatgrundgerustes der DNA die
Paarungseigenschaften der Nukleotide so verandern, dass sie bei der Replikation
Punktmutationen induzieren, haben sich als deutlich effizienter herausgestellt [54,
55, 80, 105].

0
N

H,C—CHy N—CG—NH,
O
Abb. 3 Strukturformel fiir 1-Ethyl-1-Nitrosoharnstoff (ENU)

Weiches herz"**® (whz) wurde 1996 durch einen genomweiten ENU-
Mutagenese-Screen in Boston erzeugt, indem adulte IndiaAB-Mannchen mit ENU
mutagenisiert und mit WIK- und TL-Wildtyp-Weibchen ausgekreuzt wurden. Durch
klassische 3-Generationen-Auszucht (Abb. 4) wurden die ersten homozygot-
mutanten whz-Embryonen isoliert und die Mutante als Herz-Kreislauf-Mutante
charakterisiert [11, 39, 54].

3.6 Genetische Kartierung von Genen

Die genetische Kartierung von Genen beruht auf der genetischen Kopplung, welche
1911 durch Morgan und Sturtevant entdeckt wurde, die feststellten, dass die

Mutationen vestigal und purple in Drosophila melanogaster nicht der Mendel schen
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Regel der freien Rekombinierbarkeit der Gene gehorchten, sondern gekoppelt

vererbt wurden.
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Abb. 4 Verpaarungsschema fiir klassische 3-Generationen-Auszucht [51]. Auspragung des
Phanotyps nur bei m/m (homozygot fiir mutagenisierten Locus). +/m (heterozygot fiir Mutation) und
+/+ (homozygot WT) sind phanotypisch unauffallig.

Durch Haldane (1919) wurden diese Beobachtungen in Kartierungsfunktionen
umgewandelt. Da die Entkopplung vom Markern durch Rekombination zwischen zwei
Schwesterchromatiden wahrend der Meiose umso wahrscheinlicher wird, je weiter
sie auf dem Chromosom auseinander liegen, ergibt sich die Entfernung gekoppelt
vererbter Marker, Gene oder Mutationen aus dem Prozentsatz, mit dem diese nicht
zusammen, sondern entkoppelt vererbt werden. Sie wird daher auf genetischen
Karten in centiMorgan (cM, nach T.H. Morgan) angegeben (1 cM = 1 Rekombination
in 100 Meiosen = 1 % Rekombination).

Als Kopplungsmarker auf genetischen Karten dienen in der Regel kurze DNA-
Fragmente, wie  Restriktionsfragment-Langenpolymorphismen, Mini-  und
Mikrosatelliten-Polymorphismen oder zufallig von kurzen Primern amplifizierte

polymorphe DNAs und polymorphe PCR-Produkte, die von repetitiven Sequenzen
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ausgehend amplifiziert wurden und oft auch zwischen nah verwandten Stammen
polymorph sind [114, 124].

Das Prinzip der Genkartierung oder positionellen Klonierung eines Gendefekts
beruht darauf, dass bei einem rezessiven Erbgang die Kopplung eines mutanten
Phanotyps zum affektierten Chromosom verloren gehen kann, wenn das Chromosom
mit seinem Schwesterchromosom homolog rekombiniert und dadurch partiell
entkoppelt wird. Da in phanotypisch mutanten Tieren niemals Uber den
Mutationslocus  hinweg  rekombiniert  wird, konnen die  entkoppelten
Chromosomenfragmente des affektierten Chromosoms ausgeschlossen werden, was
den Mutationslocus auf dem Chromosom eingrenzt. Je weiter entfernt das
untersuchte Chromosomenfragment vom Mutationslocus ist, desto grof3er ist die
Wahrscheinlichkeit einer Rekombination, wobei eine Rekombination in 100
untersuchten Meiosen (1 cM) einer Entfernung von etwa 1 Mb zum Mutationslocus

entspricht.

3.7 Genetische Karten im Zebrafisch

Beim Zebrafisch steht zur Isolierung mutagenisierter Gene durch positionelle
Klonierung eine exzellente genomische Wissensbasis zur Verfugung [51]. So existiert
eine auf polymorphen Mikrosatelliten basierende, vollstandige genetische Karte des
Zebrafischgenoms [80-82, 160]. Sie beruht auf Langenunterschieden von Cytidin-
Adenosin-Repetitionen, sog. CA-Mikrosatelliten. Die genetische Karte des
Zebrafischgenoms besteht aus mehreren Tausend dieser CA-Marker und umfasst 25
Kopplungsgruppen, welche die 25 Chromosomen des Zebrafischs reprasentieren
und eine genetischen Distanz von insgesamt 2300 cM umfassen, wobei die

genetische Auflosung bei etwa 1 cM liegt.

3.8 Physikalische Kartierung im Zebrafisch

Ist einer Mutation ein genetisches Intervall auf einer Kopplungskarte zugeordnet,
muss zur Isolierung des mutagenisierten Gens dieses Intervall physikalisch kartiert,
d.h. mit physikalischen DNA-Fragmenten (z.B. bacterial- oder yeast artificial
chromosomes, BAC bzw. YAC) Uberbrickt und anschlielend mit Sequenzinformati-
on geflllt werden. Abhangig vom genetischen Abstand der flankierenden Marker wird

die erste physikalische Karte mit einer mehr oder weniger geringen Auflésung
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erstellt. Dazu wird durch die Isolierung von uUberlappenden Klonen aus DNA-Banken
mit grofl3er InsertgroRe, wie YAC-Bibliotheken, das genetische Intervall Uberspannt.
Sequenzinformationen aus den YAC-Enden werden dann zur Entwicklung neuer
Primerpaare (Sonden) und Marker genutzt, mit denen DNA-Banken mit weniger
grol3en Inserts, wie BAC-, phagemid artificial chromosome(PAC)- und Cosmid(COS)-
Bibliotheken, analysiert werden, deren End-Sequenzen wiederum als Marker oder
Sonde dienen konnen. Aus den so fortlaufend identifizierten Klonen kann eine immer
feinmaschigere physikalische Karte des Mutationsintervalls erstellt werden, wobei
durch neue polymorphe Marker das Intervall sowohl auf der genetischen, als auch
auf der physikalischen Karte weiter eingeengt werden kann [114].

Fur die physikalische Kartierung beim Zebrafisch stehen mehrere YAC-
Bibliotheken [8, 160], eine Vielzahl von BAC- und PAC-Bibliotheken [8, 48, 65, 66]
und eine COS-Bibliothek [26] zur Verfligung, die frei erhaltlich sind und zusammen
das Zebrafischgenom etwa 30fach abdecken.

Eine weitere Moglichkeit zur physikalischen Kartierung des Zebrafischgenoms
bieten sog. radiation hybrid(RH)-Karten, welche auf ionischer Fragmentierung des
Zebrafischgenoms und der zufalligen Verteilung dieser Fragmente auf eine Vielzahl
von Zellhybriden basiert. Jeder Locus des Genoms ist dabei durch mehrere
Zellhybride reprasentiert. Der Abstand zwischen zwei Loci wird durch den Grad der
Ubereinstimmung zwischen den positiven Zellhybriden bestimmt und in centiRay (cR)
ausgedruckt. Die verfigbaren RH-Karten basieren auf der genetischen Karte des
Zebrafischgenoms und enthalten bereits viele tausend offene Leserahmen und
annotierte Gene [48, 65, 66].

Dartber hinaus stehen zur physikalischen Kartierung mehrere aus kurzen
genomischen Sequenzen (whole genome sequences, WGS) assemblierte Versionen
der Sequenz des Zebrafischgenoms zur Verfugung (Ensemble, Sanger Centre, UK).
Anfangs sehr lucken- und fehlerhaft, hat sich die Qualitat des Ensemble in den
letzten Jahren deutlich verbessert, was zuletzt auch auf die Einbeziehung von BAC-

und PAC-Datenbanken zurlckzufuhren ist.

3.9 Tbx20 - Ein Mitglied der Tbox-Genfamilie

Die Familie von Tbox-Transkriptionsfaktoren besteht aus funf Unterfamilien, Tbx1,
Tbx2, Tbx6, Tbr1 und T, die sich im Laufe der Evolution durch Genduplikation
entwickelt und differenziell spezialisiert haben und sowohl in Vertebraten, als auch in
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Nicht-Vertebraten isoliert wurden (Abb. 5). Das gemeinsame Merkmal aller Tbox-
Gene ist eine etwa 200 Aminosauren lange und hoch konservierte DNA-bindende
Domane, die T-box, welche spezifisch an sog. Tbox-Bindungselemente (TBE) mit der
Konsensussequenz TCACACCT bindet, wobei die Affinitat jedes Tbox-Gens von der
Anzahl und Orientierung der TBE-Kernmotive abhangt [150, 151].

In Vertebraten sind mehr als 20 Mitglieder der Tbox-Transkriptionsfaktorfamilie
bekannt (Tab. 1). Alle charakterisierten Tbox-Gene nehmen Schlusselrollen in
Zelltypspezifikationen und  —differenzierung ein  und  regulieren  die
Gewebespezifikation und Morphogenese des Gewebes, in dem sie exprimiert
werden [4, 18, 104]. Tbox-Gene sind ausschlieBlich nuklear exprimiert [98] und
fungieren als transkriptionelle Aktivatoren, Co-Aktivatoren, Repressoren und/oder
Co-Repressoren.

Die kardiale Expression von tbx1, tbx2, tbx3, tbx5, tbx18 and tbx20 wahrend
der embryonalen Entwicklung lasst eine kritische Rolle dieser Gene in der
Herzentwicklung und —funktion vermuten. Bis heute werden allerdings nur Tbx1
(DiGeorge-Syndrom) und Tbx5 (Holt-Oram-Syndrom) mit humanen Herzent-

wicklungsstdérungen in Zusammenhang gebracht [17, 46, 83, 103, 122, 142].

Klasse Gen Expression
Brachyury | brachyury Schwanzende, Wirbelsaule, primitive streaks
tbx19 Hypophyse
T-brain | t-Brain | Hirnrinde
t-Brain2 Trophoblast, Hirnrinde
tbx21 Lunge, Milz
Tbx1 tbx1 Herz, Schlund
tbx10
tbx13
tbx14
tbx15 Gesichtsschadel, Gliedmalien
tbx18 Herz, Somiten, Gliedmalen
tbx20 (tbx12) Herz, Augen, Gehirn, Aorta, Gliedmalen
tbx22 Fetus
Tbx2 tbx2 Gliedmalden, Herz
tbx3 Gliedmalien, Herz
tbx4 Allantois, hintere Gliedmalien
tbx5 Herz, vordere Gliedmalien
Thx5 thx6 Schwanzende, primitive streaks

Tab. 1 Mitglieder der Tbox-Genfamilie und deren Expressionsmuster [150].
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Mutationen im transmyokardial exprimierten, jedoch verstarkt am AVC
lokalisierten tbx5, die die transkriptionelle Funktion des Proteins beeinflussen,
verursachen autosomal dominante atriale und ventrikulare Septumdefekte,
Signalweiterleitungsstérungen am AVC (AV-Blocke) und Herzmorphogenesedefekte
[24, 112]. In verschiedenen Tiermodellen (Zebrafisch, Maus) wurde gezeigt, dass
homozygote Mutationen von tbx5 embryonal letal sind. Mutationen in tbx7, welches
im Aortenbogen und OFT exprimiert wird, erzeugen ebenfalls im heterozygoten
Zustand schwere Morphogenesedefekte des kardialen Ausflusstraktes, u. a. im
Rahmen der Fallot-Tetralogie. Wie bei tbx5 sind homozygote Mutationen von tbx1
embryonal letal.

Homozygote tbx2-Defekte, welche in verschiedenen Tiermodellen zu
embryonal letalen Herzmorphogenesdefekten fihren [3, 36, 56, 110], sind beim
Menschen mit einigen Brustkrebsarten assoziiert. Dabei wurde festgestellt, dass
Tbx2 verschiedene Zellzyklus- und Tumorsuppressorgene, wie p19 and p14,
transkriptorisch reguliert [73, 90].

3.10 Die Rolle von Tbx20 in der Herzentwicklung

Tbx20 (syn. Tbx12, H15, Midline, Hrt, Neuromancer1) ist ein Mitglied der
Tbx1-Unterfamilie und besteht aus einer N-terminalen Protein-Protein-
Interaktionsdomane, der hoch konservierten Tbox-Domane, einer grolden
transkriptorischen  Aktivatordomane und einer  klrzeren C-terminalen
transkriptorischen Repressordomane (Abb. 5) [5, 97].

Die Expression von tbx20 ist bereits sehr frih im vorderen und hinteren
Mesoderm und der Stammbhirn-Region nachweisbar. Im Laufe der Entwicklung bleibt
die Expression von tbx20 im vorderen mesodermalen Herzfeld, den Kardioblasten
und ausdifferenzierten Kardiomyozyten erhalten, so dass es in allen Stadien der
Herzentwicklung exprimiert wird. Im embryonalen Herzen ist tbx20 zwar transkardial
exprimiert, zeigt allerdings in Mausherzen im mesenchymalen Gewebe des AVC und
OFT eine verstarkte Expression [23, 68, 84, 111]. Zusatzlich wird tbx20 in der
dorsalen Aorta, dem Stammhirn, den Motoneuronen und dem Schwanzende
exprimiert. In embryonalen Mehrkammerherzen von Vdgeln und Saugern ist tbx20 in
den intraventrikularen Septen und den endokardialen Ubergéangen von AVC und OFT
lokalisiert [129, 141].
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Abb. 5 Schematische Darstellung der funktionellen Doméanen von Tbhox20.

Weitere Isoformen  von  Tbx20, denen die transkriptorischen
Regulatorelemente fehlen, sind weniger restriktiv exprimiert und haben keine bisher
bekannte Funktion [137, 141].

Es wurde gezeigt, das tbx20 im embryonalen Herzen durch Retinsaure, Bmp-
2, SHH, Gata4, FIh und Nkx2.5 induziert [99, 113, 141] und durch Neuregulin
reprimiert werden kann [138]. Des Weiteren ist gezeigt worden, dass Tbx20 Uber
seine N-terminale Protein-Protein-Interaktionsdomane physikalisch mit Nkx2.5,
Gata4, Gata5, Tbx5 und Isl1 interagieren kann, wobei diese Interaktionen teilweise
von intakter DNA-Bindung durch Tbx20 und/oder seines Bindungspartners abhangig
ist [24, 137, 141].

In der Literatur beschriebene Zielgene von Tbx20 sind anf, bmp2, bmp4,
bmpb, chisel, cx40, cx43, fgf10, hand1, hand2, hey2, ibe, isl1, irx4, mads, mef2c,
myH?7, myl2v, nkx2.5, odd, pitx2c, tbx2, tbx3, tbx5, tnc, wg und wnt11 [23-25, 27, 84,
97, 99, 111-113, 116, 129, 137, 138, 141, 151], wobei fur nkx2.5, fgf10, Pitx2, bmp4,
tbx5 und isl1 widerspruchliche Daten existieren [113, 116, 129, 138, 140, 141].

Wie aufgrund der frihen kardialen Expression von tbx20 erwartet, induziert
Tbx20 im Frosch mesodermale und endodermale Zelldifferenzierungen und die
koordinierte Migration der kardialen Vorlauferzellen [138]. In Anlehnung daran zeigt
der tbx20(nmr1)-Knockout-Phanotyp in Drosophila melanogaster Defizite in der
myokardialen Zellassemblierung, der kardialen Fusion und der Polarisation der
Kardiomyozyten innerhalb des Herzschlauchs, was insgesamt zu leicht
pathologischen Herzphanotypen, nicht aber zum embryonalen Tod fuhrt [113]. Im
Gegensatz dazu ist der homozygote tbx20-Knockout in der Maus embryonal letal.
Der kardiale tbx20-Knockout-Phanotyp wird allerdings widersprichlich beschrieben.
Wahrend Cai et al. [27] von einer gestdrten Kardiomyozytenspezifikation und

—differenzierung ausgehen, die zu starken Stérungen in der Herzentwicklung fuhren,
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fanden Takeuchi et al. [141], Stennard et al. [138] und Singh et al. [129] keine
Hinweise auf Defizite in Zellspezifizierung oder —migration. Sie beobachteten starke
Morphogenesedefekte mit verkleinerten primaren Ventrikeln, vergroRerten oder vom
Ventrikel abgeschnlrten OFT-ahnlichen Kammern, den Verlust des Herzloopings
und insgesamt normale Atria. Die Entwicklung des AVC im tbx20-Knockout wurde
bisher noch nicht hinreichend untersucht. Widerspruchliche Ergebnisse existieren
bezlglich der Ursache fur die verkleinerten Ventrikel in tbx20-Knockout-Mausen:
wahrend der tbx20-Knockout mittels siRNA-Technologie bei normalen
Proliferationsraten verstarkte Apoptose induziert [141], fuhrt der komplette tbx20-
Knockout durch Insertionsmutagenese oder cre-lox-Technologie zu signifikant
reduzierten Proliferationsraten bei unveranderten Apoptoseraten [27, 129, 138].
Aullerdem wurde ein autosomal dominanter kardialer Phanotyp beobachtet, der
durch verringerte Kontraktilitat und verstarkte ventrikulare Fibrosierung charakterisiert
ist [138]. Dies deutet darauf hin, dass Tbx20 mit dem Krankheitsbild der Dilatativen
Kardiomyopathie assoziiert ist.
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4 Material und Methoden

4.1. Material
4.1.1 Gerate

Artemia Schlupfanlage
Autoklav
Ausstromerstein, Dae Yank
Bildwandler MCU I
Binokular MZ 125
DM IRB
AxioSkop 2 plus
Brutschrank Bakterieninkubator
HeraCell
DCD Kamera DC 500
CF 14/4 MC
Axiocam MRC
Elektroporator
Framegrabber VS-USB 2800D
Gefrierschranke Premium
Geldokumentation Rechnereinheit
Stander RS |
Gelelektrophoresekammern, grof3, mittel
Agagel Maxi
Multiphorkammern
Heizstabe, Titan-Heizer 300 W
Hitzeversiegler
Hybridisierungsofen
Injektionsapparatur Femtojet
Kaltlichtquelle 1500 LCD
Kapillarenzieher PC-10
Konfokalmikroskop
Kahlschranke

Lightcycler

Schwarz
Systec
Schwarz
Kappa

Leica

Leica

Zeiss
Heraeus
Heraeus
Leica

Kapfa

Zeiss

Biorad
V-Stream
Liebherr
MWG Biotech
Heiser
PeqglLab, Biometra
Biomed. Analytik GmbH
Pharmacia
Schwarz
Stratagene
WTC Binder
Eppendorf
Schott
Narishige
Leica
Liebherr

Roche
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Magnetriahrer
Mausboxen 3 L, 5L
Mausdeckel fur 3 L und 5 L Boxen
Mikrotom RM 2145
HM340 E
Mikrowelle
Multipipetten, elektrisch, Kainin 250, 1000
Mechanisch, Multipette plus
Pasteurpipetten 5 mL, 10 mL, 25 mL
pH-Meter 2001 C
pH 211
Planktonkollektor
Reinstwasseranlage Milli-Q-Plus
Photometer GeneQuant Il
Schlauchpumpe P1
Schuttelinkubator
Schuttler SM-30 control
Polymax 1040
Thermoschuttler comfort
Spannungsquellen
EPS 600
Thermocycler, PTC-100
Thermopumpe Multitemp Il
UV Tisch
UV-Lampe ebg-100
Ultraschallbad
Videogerat
Vortex-Hochgeschwindigkeitsmischer
Waagen Analysenwaage
Feinwaage CP 124 S
Wasserbad Isotemp 2
1092

Omnilab

Schwarz
Schwarz

Leica

Micron

Bosch

Eppendorf
Eppendorf
Neolab

Schwarz

Hanna Instrument
Schwarz

Purelab Plus
Pharmacia Biotech
Pharmacia
Heraeus

Edmund Buhler GmbH
Heidolph

Eppendorf

Biometra

Phamacia

MJ Research
Pharmacia
Fischerbrand

Kubler

Elma

Grundig

Werner Hassa GmbH
Kern

Sartorius

Fischer Lifescience
GFL
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Zentrifugen Kuihlzentrifuge 5417R
Tischzentrifuge

Labofuge 400

4.1.2 Software

ClustalW
Cromas
Endnote
Excel
Powerpoint
Photoshop
Premiere
Primer 3
PVR plus
Word

4.1.3 Datenbanken

Ensemble zV2, zV3, zV4, zV5
SSAHA

Pubmed

Zfin

Vega

4.1.4 Gebrauchsmaterialien

Drigalski-Spatel/Glasstabe

Duranglasgefalie

Mehrkanalpipetten 0,5-10 uL, 2,5-25 uL, 25-250 L

Mikropinzetten, Gr. 1; 55

Mikropipetten 0,5-10 L, 10-100 pL, 100-1000 pL

Objekttrager
Pipettierhilfe acu-jet

Mechanische Pipettenpumpe

Eppendorf
Faust
Heraeus
EmbNet
Adrian TNT
Thomson
Microsoft
Microsoft
Adobe
Adobe
Whitehead Inst. for Biomedical Research
Ulead
Microsoft
Wwww.sanger.ac.uk|
Www.sanger.ac.uk|
www.ncbi.nim.nih.gov

vega.sanger.ac.uk/Danio_rerio/blastview

Neolab

Schott

Brand

Neolab
Eppendorf
Neolab

Brand

Bel-Art Products
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Praparierbesteck

Prapariernadel

4.1.5 Verbrauchsmaterialien

Aluminiumfolie
Deckglaschen
Elektroporationskuvetten, Tmm
Frischhaltefolie
Geltragerfolie Gel-Fix fur PAA-Gele
Gewebekulturschalen, 15 mm, steril
Glaskapillaren, duinn, 1,0 mm
Glasplatten, 6 mm
Klebefolien flr Mikrotiterplatten
Lightcyclerkapillaren
Objekttrager Menzel
Pasteurpipetten Plastik

Glas
PCR-Platten, 96 wells
Petrischalen
Pipettenspitzen

Plastikfiltratflaschen 100 mL, 250 mL, 1 L

Plastikpipetten (5 ml, 25 ml)
Puderfreie Nitrilhandschuhe
Puderfreie Untersuchungshandschuhe
Rasierklingen

Reaktionsgefalte 0,2 mL, 1,5 mL, 2 mL
Rundbodenrohrchen 14 mL

Skalpelle, Einweg
Spitzbodenréhrchen 15 mL, 50 mL
Spritzen + Kanlle

Sterilfilter FP30/0,2 CA-S
Verschlussfolie ,Parafilm®

Versiegelungsfolie Mikrotiterplatte

Neolab
Neolab

Neolab

Neolab

Biorad

Toppits

Serva

Greiner Bio-one

World Precision Instruments
Glas Hlawatsch

Qiagen

Roche

Neolab

Neolab

Fischer Lifesciences
Steinbrenner

Greiner bio-one

Starlab GmbH

Nunc Nalgene

Sarstedt

Roth

BSU, medical

Apollo

Eppendorf

Becton Dickinson Labware
Feather

Greiner bio-one

Becton & Dickinson
Schleicher & Schuell
Dechiney, Plastic Packaging
AB-Gene
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Zellkulturplatten 6, 12 und 24 Loch
Zellkulturplatten 6, 12 und 24 Loch

Nunc Nalgene

Nunc Nalgene

4.1.6 Chemikalien

Aceton, p.A. AppliChem
Agarose Invitrogen
Ammoniumpersulfat Sigma
Bis-Acrylamid Serva
Bromphenolblau Sigma
Calciumchlorid Sigma
Calciumnitrat AppliChem
Chloroform Sigma
Dimethylformamid Sigma
Dimethylsulfoxid Sigma
EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat Roth
Eisessig, p.A. AppliChem

Eiweil3glycerin

Waldeck GmbH

Entellan Merck
Ethanol, p.A. AppliChem
Ethidiumbromid Sigma
Formamid Invitrogen
Glycerin, wasserfrei AppliChem
Glycin Sigma
HEPES Roth
Isopropanol Sigma
Kaliumchlorid Fluka
Kaliumdihydrogenphosphat Grussing
LB-Agar Fluka
LB-Broth Fluka
Lithiumchlorid Grissing
LMP-Agarose Gibco
Magnesiumchlorid Sigma
Magnesiumsulfat Sigma
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MESAB, 3-amino-benzoic acid ethyl ester
Methanol

Methylcellulose

Methylenblau

Natriumcarbonat

Natriumchlorid

Natriumcitrat (Tri-Natriumcitrat) dehydriert
Nonident P40
Dinatriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid

Paraformaldehyd

Phenolrot

Phenylthiocarbamid (Phenythiourea, PTU)
Polyacrylamid

Salzsaure, konzentriert (HCI)

Silane

TEMED

Trichloressigsaure

Triton X-100

Tris

Tween-20

Wasserstoffperoxid, 30% (w/v)
Xylencyanol

4.1.7 Losungen und Reagenzien

10 x TBE-Puffer
Aqua injectabilia
Benzoyl Peroxid

Bovine serum albumin, BSA

100x BSA
DMEM
Heparin, Natriumsalz
IPTG

Sigma
Merck
Fluka
Sigma
Grissing
Merck
AppliChem
Sigma
Neolab
Sigma
Fluka
Sigma
Sigma
Serva
Sigma
Amersham Bioscience
Sigma
Roth
Roth
Roth
Fluka
Merck
USB

Sigma

Braun Melsungen AG
Polysciences,Inc.
Sigma

NEB

Sigma

Sigma

Sigma
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JB-Solution A (Monomer)
JB-Solution B (Accelerator)
NBT/BCIP Stock Losung
SOC-Medium

Trizol

X-Gal

4.1.8 Immunologische Materialien

4.1.8.1 Mediensupplemente

Ampicillin
Chloramphenicol
Kanamycin

L-Glutamin
Methylenblau
Penicillin/Streptomycin

4.1.8.2 Inhibitoren

Isoptin (Verapamil, Ca®*-Kanal-Blocker)
SU5402 (FGFR-Inhibitor)

4.1.8.3 Antikorper und Farbstoffe

Anti-Nexilin, mouse 1gG1

Anti-Digoxigenin, alkalische Phosphatase-gekoppelt
Anti-Fluorescein, alkalische Phosphatase-gekoppelt
Anti-Tbx20, rabbit Ig

Digoxigenin-Labeling-Mix

Eosin

Fluorescein-Labeling-Mix

Fluospheres

Goat-anti-mouse IgG1, Fluorescein-gekoppelt

Goat-anti-mouse IgG2b, Rhodamin-gekoppelt

Polysciences, Inc.
Polysciences, Inc.
Roche

Invitrogen
Invitrogen

Sigma

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigmal
Gibco/lnvitrogen

Abbott

Leger und Brand

BD Bioscience

Roche

Roche

Orbigene

Roche

Sigma

Roche

Molecular Probes
Southern Biotechnology

Southern Biotechnology
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Goat-anti-rabbit IgG, Fluorescein-gekoppelt
Hamatoxylin

MF20 (anti-myosin), mouse IgG2b

S46 (anti-atrial myosin), mouse IgG

Siriusrot

4.1.8.4 Peptide und (Oligo-)Nukleotide

Fetales Kalberserum

Morpholinos (antisense-Oligonukleotide)
Primer

Schafserum

Spermidine

Torula RNA

4.1.9 Molekularbiologische Materialien

CybrGreen

DNA-GroRenstandard 100 bp, 1 kb
DNase |

dNTP Mix 25 mM

DTT, 0,1 M

High-fidelity DNA Polymerase
Lysozym

Protease

Proteinase 20 mg/ml
Restriktionsenzyme

RNase-Inhibitor RNA-guard

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP)
Sp6-Polymerase

Superscript Il, reverse Transkriptase
T3-Polymerase

T4-Ligase

Southern Biotechnology
Sigma

DSHB

Frank Stockdale
Niepotter

PAI

Gene-Tools

MW G-Biotech/Metabion

PAI
Sigma
Sigma

Roche

New England Biolabs
Boehringer Mannheim
Roche

Invitrogen

Stratagene
Applichem

Sigma

Roche

New England Biolabs
Amersham
Boehringer Mannheim
Roche

Invitrogen

Roche

Roche
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T7-Polymerase Roche

Tag-Polymerase Qiagen, Molzym

4.1.9.1 Plasmide

pCRII-TOPO Klonierungsvektor
pGEM-T easy Klonierungsvektor
pRML1 YAC

pRML2 YAC

pCS2plus Expressionsvektor
pCS2plus mic2::GFP Kardialsp. Expressionsvektor
pCMV Expressionsvektor
pTARBAC2.1 BAC

pCYPAC2 PAC

4.1.9.2 Kits

ApopTag in situ Apoptosis Detection Kit Intergen

Expand long Template PCR System Roche

mMessage mMaschine SP6, T3, T7 Ambion

pGEM T-easy system | Promega

Qiagen Plasmid Maxi Kit Qiagen

Qiaprep Spin Miniprep kit Qiagen

Qiaquick gel extraction kit Qiagen

Qiaquick nucleotide removal kit Qiagen

Titan One Tube RT-PCR Kit Roche

Topo TA Cloning kit Invitrogen
Ultraprep Molzym

4.1.9.3 Morpholino antisense-Oligonukleotide

MO-amhc ACTCTGCCATTAAAGCATCACCCAT
MO-bmp4 CAGCATTCGATTACCAGGAATCATG
MO-fgf8 GAGTCTCATGTTTATAGCCTCAGTA
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MO-zgc
MO-tbx5
MO1-tbx20
MO2-tbx20

GGCTGTCAACTGTACCCTGGTCCAT
GAAAGGTGTCTTCACTGTCCGCCAT
GGGAAGAGGTGTACTCCATGACGC
TCAACACTTTCCTACAGCAAAAAT

4.1.10 Puffer und Losungen

AHC (-Agar), 1L

Blockingbuffer 1
Blockingbuffer 2
Blockingbuffer 3
Danieau’s Puffer
Dent’s-Bleach
Dents-Fix
DMEMc

E3-Puffer
Hybridisierungspuffer

Infiltrating-Solution
Ladepuffer (Agarose)
Ladepuffer (PAA)
Lysepuffer, 1L

Lysozym-LOsung
NTMT, 50 mL

PAA-15 %, 1L
PAA-7,5 %, 1L
4 % PFA in PBS

PBDT, 100 mL
PBS, 2L
PBSBT, 1L
PBT

6,7 g Yeast Nitrogen Base + Ammoniumsulfat, 20 g Casamino
Saure, 40 mg Adeninhemisulfat, 100 yL 12 N HCI, (30 g Agar),
100 mL sterilfiltrierte 40 % Dextrose

5 % Schafserum, 0,2 % BSA in PBT

10 % FCS in PBDT

1,5 % FCS in PBDT

58 mM NaCl, 0,7 mM KCI, 0,6 mM Ca(NO3),, 0,4 mM MgSO4
30 % H20, (30 %ig), 20 % DMSO, 50 % Methanol

80 % Methanol, 20 % DMSO

500 mL DMEM, 50 mL FCS Gold, 5 mL L-Glutamin, 5 mL
Penicillin/Streptomycin

5 mM NacCl, 0,17 mM KCl, 0,33 mM CacCl,, 0,33 mM MgSO,

50 % Formamid, 25 % 20x SSC, 5 mg/mL torula RNA,
50 yg/mL Heparin, 0,1 % Tween 20

100 mL JB4-Solution A, 1,25 g Benzoylperoxid
0,25 % Bromphenolblau, 0,25 % Xylencyanol, 30 % Glycerol
0,25 % Bromphenolblau, 0,25 % Xylencyanol, 50 % Formamid

10 mL 1 M Tris-HCI pH 8,3, 50 mL 1 M KCI, 3 mL Tween 20,
3 mL Nonident P40

10000 u Lysozym, 0,5 mL Glycerol, 0,5 mL KPO4-Puffer pH 7,5

5mL 1M Tris-HCI pH9,5; 25mL 0,2M MgCl,, 1TmL 5M
NaCl, 50 uL Tween 20

7,1 g Bis-Acrylamid, 142,5 g Acrylamid, auf 1 L mit 1x TBE
2,25 g Bis-Acrylamid, 72,5 g Acrylamid, auf 1 L mit 1x TBE

4 % PFA in H,O auf 70 °C erhitzen und mit 0,1 M NaOH
titrieren, bis alles gelost ist

10 mL 10x PBS, 1 mL DMSO, 100 yL Tween 20

16 g NaCl, 0,4 g KCl, 2,88 g Na;HPOy4, 0,48 g KH,POy4, pH 7,4
100 mL 10x PBS, 1 mL Tween 20, 2 g BSA

1x PBS, 0,1 % Tween 20
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Pronase

Proteinase K-LAsung
10 mg/mL

PTU, 100x
SCE-L6sung, 0,1 L
SSC 20x, 1L
TBE, 10x, 1L

4.1.11 Fischlinien

AB

TL

TUAB

TUAB fli1::GFP
TUuAB mic2::GFP
WIK

1 g Protease in 50 mL, 4 h 37 °C

1mL 10% Sarcosyl, 9mL 0,5M EDTA pH8, 10mg
Proteinase K

20 mM Phenylthioharnstoff

18,2 g Sorbitol, 5 mL Natriumcitrat, 2 mL 1 M EDTA pH 8
175,3 g NaCl, 88,2 g Na-Citrat, pH 7,0

121,1 g Tris, 3,72 g EDTA, 51,53 g Borsaure, pH 8
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4.2 Methoden

4.2.1 Makroskopische und mikroskopische Methoden

4.2.1.1 Fischzucht

Die Fischzucht erfolgt unter konstanten Wasserbedingungen (pH 7,2-7,5; 400-
500 uS), welche durch das Mischen von VE-Wasser mit Meersalz und einer
gesattigten Na,COs-Losung (Stock B) und der Verwendung eines Biofilters mit Clear-
Flo aufrecht erhalten und kontinuierlich beobachtet wird (4 L Stock B, 80 g Meersalz
pro 1,5m® VE-Wasser). Zusatzlich wird das Systemwasser monatlich auf die
Funktion des Biofilters (Nitrat/NitrittAmmoniak) und auf weitere Belastungen hin
untersucht. Die Fische unterliegen einem konstanten 13/11 h Tag-Nacht-Zyklus,
wodurch eine natlrliche Umwelt simuliert wird. AuRerhalb der Tag-Phase kdnnen
anfallende Tatigkeiten in der Fischanlage unter Rotlicht durchgefihrt werden, das
von den Fischen nicht wahrgenommen wird. Die Futterung der adulten Fische erfolgt
2x taglich mit lebenden Artemia-Shrimps oder Tetra-Trockenfutter.

Zur Verpaarung werden die Fische am Nachmittag zuvor in Verpaarungstanks
Uberfihrt, in denen Mannchen und Weibchen durch ein Sieb vom Boden getrennt
und (teilweise) durch eine Trennwand voneinander separiert sind. Bis 3 h nach
Beginn der Tag-Phase am nachsten Tag werden die Trennwande entfernt. Nach
max. 30 Minuten kénnen dann die Eier in E3-Puffer gesammelt werden.

Die Embryonen werden bei 28,5 °C in E3-Medium mit Methylenblau (fungizid,
bakterizid) oder 1:50 Streptomycin/Kanamycin grol3gezogen. Zur Unterdrickung der
Pigmentbildung zu Dokumentationszwecken wird dem E3-Medium 100x PTU 1:100
verdinnt zugegeben. Nach 7 Tagen werden die Embryonen in das Aufzuchtsystem
gegeben, die ersten 10 Tage ohne und danach mit stetig steigendem Wasserfluss.
Die Futterung beginnt nach 7 Tagen mit mikrodekapsylierten und getrockneten
Artemia-Shrimps der GroRe 0 und nach weiteren 10 Tagen mit dekapsylierten
Artemia-Shrimps der GrofRe 1 und mit lebenden Artemia.

Die Aufzucht der lebenden Artemia erfolgt in trichterformigen 15L
Plexiglastanks unter einer starken Lichtquelle. Dazu werden 20 g Artemia-Eier in
10 L VE-Wasser mit 360 g Meersalz unter standiger Luftzufuhr fur 48 h bei

konstanten 28 °C inkubiert. Die lebenden Artemia-Shrimps werden anschlie3end in
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einem Planktonkollektor gesammelt, von den verbleibenden Kapseln getrennt und
verfuttert.

4.2.1.2 Foto- und Videodokumentation

Die Embryonen werden zusammen mit 2,5 % Methylzellulose in die Mulde eines
Objekttragers gegeben und darin mit Hilfe einer Prapariernadel ausgerichtet. Die
Fotodokumentation erfolgt am Leica-Stereomikroskop oder am Zeiss-
Stereomikroskop AxioSkop. Je nach Zielsetzung kénnen dabei Durchlichtaufnahmen
(meist lebende Embryonen) oder Hellfeldaufnahmen (meist fixierte und gefarbte
Embryonen) mit separater Lichtquelle durchgefuhrt werden. Danach werden lebende
Embryonen in E3 und fixiete Embryonen in PBS gewaschen. Zur
Videodokumentation werden die Embryonen mit Hilfe der Videokamera Typ CF 15/4
MC von Kafpa mindestens 10 Sekunden gefilmt.

4.2.1.3 Praparation von embryonalen und adulten Zebrafischherzen

Die Praparation von Zebrafischherzen erfolgt nach Anasthesierung der
Embryonen/Fische mit MESAB unter dem Leica-Stereomikroskop. Bei adulten
Fischen wird der Brustkorb mit Hilfe von Praparierbesteck gedéffnet und das Herz mit
feinen Pinzetten herausgeldst. Zebrafischembryonen muissen erst mit einer
Mikropinzette fixiert werden. Anschlielfend wird mit einer zweiten Pinzette das
Perikard entfernt und das Herz herausgelost. Je nach Anwendung werden die
Herzen zur RNA-Gewinnung direkt in Trizol UberfUhrt oder fur histologische

Untersuchungen in 4 % PFA fixiert.

4.2.1.4 Injektion von Oligonukleotiden in Zebrafischembryonen

Zur Vorbereitung der Mikroinjektion werden aus 3 % Agarose in E3 Injektionsrampen
und Dechorionierungsschalen hergestellt. Die Injektionsrampen bestehen aus 6
asymmetrischen, 3 mm breiten und 5cm langen Rinnen, welche durch eine
Plastikmatrize in der erstarrenden  Agarose erzeugt werden. Die
Dechorionierungsschalen sind 4 cm Petrischalen, deren Boéden mit Agarose bedeckt

sind, damit die dechorionierten Embryonen nicht an der Plastikschale haften bleiben.
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Die Injektionsnadeln werden aus Glaskapillaren mit Hilfe des PC-10 in einem
2-Schritt-Programm gezogen, wobei Schritt 1 bei 67,0 °C und Schritt 2 bei 70 °C
durchgefuhrt wird. Vor Gebrauch mussen die Injektionsnadeln mit Hilfe eines
Rasiermessers gedffnet werden.

Da die Embryonen im 1-4-Zellstadium injiziert werden mussen, werden die
Fische mit Trennwanden verpaart. Die Eier werden spatestens 30 min nach dem
Entfernen der Trennwande in E3 gesammelt und dechorioniert. Dazu werden sie in
Dechorionierungsschalen Uberfuhrt, mit 1 mL Pronase versetzt und so lange
geschwenkt, bis sich der erste Embryo aus dem Chorion 16st. Dann werden alle
Embryonen in eine Glasschale mit E3 Uberfuhrt und unter Schwenken so lange mit
E3 gewaschen, bis ein Groliteil der Embryonen das Chorion verlassen hat.

Diese werden anschlieend in mit 30 % Danieau’s Puffer geflllten
Injektionsrampen aufgereiht und mit Hilfe des Femtojet injiziert. Die typischen
Injektionseinstellung  sind:  Injektionsdruck 400 hPa, Injektionsdauer 0,1 s,
Kapillardruck 3 hPa. Die Injektion erfolgt in den Dotterstrom bzw. direkt in die Zellen,
wobei das injizierte Volumen maximal 74 des Dottersackvolumens betragen darf. Die
injizierten Eier werden in eine mit E3 gefillte Glasschale Ubertragen und 6 h bei
28,5 °C inkubiert. Danach werden die noch lebenden Embryonen in eine neue
Glasschale mit E3 und einem Streptomycin/Kanamycin-Gemisch tberfuhrt und tber
Nacht bei 28,5 °C bebritet. Am nachsten Morgen werden die noch lebenden

Embryonen in neue Petrischalen mit E3-Puffer mit Methylenblau und PTU Uberfuhrt.

4.2.1.5 Mikroangiographie

Zur Gefaldarstellung durch Mikroangiographie werden TRITC- oder FITC-markierte
Latexkugelchen (0,02-0,04 um) 1:1 mit 2 % BSA gemischt, im Ultraschallbad bei
maximaler Leistung getrennt und sedimentiert. Die dechorionierten Embryonen
werden mit MESAB anasthesiert, mit einer Olpumpe auf dem Riicken liegend am
Dottersack fixiert und eine geringe Menge suspendierter Latexklgelchen vor den
Sinus venosus oder direkt ins Herz injiziert. Uber das Herz werden die markierten
Latexkugelchen durch das vaskulare System transportiert, wobei die unpolaren
Latexkugelchen kurzzeitig an den GefalRwanden haften bleiben [33]. Die Darstellung

der Blutgefalle erfolgt anschlieRend mittels einer Fluoreszenzkamera.
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4.2.1.6 Behandlung von Zebrafischembryonen mit verschiedenen
Inhibitoren

Je 5 Embryonen des gewlnschten Entwicklungsstadiums werden in 24-Loch-
Zellkulturschalen mit E3 dberfuhrt. AnschlieBend wird das E3 durch E3 mit
verschiedenen Konzentrationen der Inhibitoren ersetzt. Das Herzkreislaufsystem der
Embryonen wird dann je nach Inhibitor auf akute oder langerfristige Effekte hin

untersucht.

4.2.1.7 Behandlung von neonatalen Kardiomyozyten mit SU5402

Nach Praparation der neonatalen Kardiomyozyten werden diese in DMEMc-Medium
in 12-Loch-Zellkulturschalen ausplattiert. Zur Untersuchung des Einflusses von
SU5402 werden kontrahierende Kardiomyozytengruppen vor, wahrend und bis zu
3 h nach Zugabe verschiedener Inhibitorkonzentration in DMEMc unter 60facher
Vergrollerung beobachtet und gefilmt.

4.2.1.8 Bestimmung der Kardiomyozytenzahl

Zur Bestimmung der Kardiomyozytenzahl werden je 10 Embryonen in JB4
eingebettet und in 5 uym dicke Scheiben geschnitten. AnschlieRend werden die
Schnitte mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt, wodurch die Zellkerne dunkelblau
gefarbt werden. Danach werden Serienaufnahmen der einzelnen Herzen angefertigt
und die Zellkerne des atrialen und ventrikularen Myokards am Bildschirm ausgezahlt.

4.2.2 Histologische Methoden
4.2.2.1 Einbettung von Embryonen in JB4

Fir histologische Analysen werden die Embryonen in 4 % PFA Uber Nacht bei 4 °C
oder fur 2-3 h bei RT fixiert und anschlieRend in einer aufsteigenden Ethanolreihe in
100 % Ethanol Uberfuhrt, in welchem die Embryonen uber mehrere Monate bei —
20 °C gelagert werden kénnen. Danach werden die Embryonen 12 h bei 4 °C in
frisch hergestellter Infiltrationsldsung inkubiert, welche dabei mehrmals gewechselt
wird. Zur Einbettung werden 1,5 mL Infiltrating-Solution mit 60 pl JB4-LOosung B
vermischt und zusammen mit den Embryonen in eine Einbettungsform gegeben, in

welcher die Embryonen dann mit Hilfe einer Prapariernadel ausgerichtet werden (auf
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dem Kopf stehend fur Transversal- und auf der Seite liegend flr Sagittalschnitte).
Nach etwa 10 min beginnt die Losung zu erstarren. Die Blocke werden nach einem
Tag aus der Form geldst und fur weitere 2-3 Tage ausgehartet.

Werden immunologisch gefarbte Embryonen eingebettet, muss die Prozedur
auf max. 3 h Dauer reduziert werden, wobei die Ethanolreihe und die Inkubation in

Infiltrating-Solution verkurzt werden.

4.2.2.2 Einbettung von Zebrafischembryonen und adulten
Zebrafischherzen in Paraffin

Zur Einbettung in Paraffin werden die Embryonen Uber Nacht bei RT in
4 % PFA/0,1 M Phosphatpuffer fixiert. Danach werden die Praparate 2x 10 min und
3x 30 min in 0,1 M Phosphatpuffer gewaschen und jeweils 1 h in 70, 90 und 96%
Ethanol und 3x 30 min in 100 % Ethanol entwassert. Dann werden die Praparate 3x
30 min in Rotihistol inkubiert und nach jeweils 12 h in Rotihistol/Paraffin 2:1, 1:1 und
1:2 bei 58 °C in Paraffin Uberfuhrt. Nach 3x 24 h Inkubation in Paraffin bei 58°C

werden die Praparate in einer Einbettform ausgerichtet und eingebettet.

4.2.2.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Blocke mit den in JB4 eingebetteten Embryonen werden mit dem Mikrotom RM
2145 von Leica je nach Anwendung in 4-15 pm dicke Scheiben geschnitten, welche
auf unbehandelte Objekttrager aufgezogen werden. Die Farbung erfolgt durch 10 min
Inkubation in Hamatoxylin und Eosin, jeweils gefolgt von einem Waschschritt von

10 min mit flieRendem Wasser.

4.2.2.4 Siriusrot-Farbung

Die Siriusrot-Knorpelfarbung ist bei embryonalen Zebrafischherzen nicht anwendbar.
Die in Paraffin eingebetteten adulten Zebrafischherzen werden mit Hilfe des
Mikrotoms HM340 E von Microm in 5 yM dicke Scheiben geschnitten und auf mit
EiweilRglycerin beschichtete Objekttrager aufgezogen. Nach Deparaffinierung (2x
10 min Rotihistol) und Rehydrierung (je 5 min 100, 96, 90 und 70 % Ethanol) werden

die Schnitte 1 h in 0,1 % Siriusrot (in gesattigter Pikrinsaure) inkubiert. Danach
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werden die Schnitte 2x in 30 % Essigsaure gewaschen, dehydratisiert (je 2 min 75,
90, 96 und 100 % Ethanol) und mit Entellan eingedeckelt.

4.2.3 Immunologische Methoden

4.2.3.1 In Situ-Hybridisierung

Die PFA-fixierten und in Methanol gelagerten Embryonen werden bei RT in einer
absteigenden Methanolreihe (75 % MeOH/25 % PBT, 50% MeOH/50 % PBT, 25 %
MeOH/75 % PBT) je 5 Minuten rehydriert und anschlieBend 4x fur 5 min in PBT
gewaschen. Embryonen ab dem 24 hpf-Stadium werden jetzt mit 10 pg/mi
Proteinase K bei RT fur 20 min (24 hpf), 30 min (36 hpf), 40 min (48 hpf) bzw. 50 min
(72 hpf) verdaut. Embryonen alterer Entwicklungsstadien werden mit entsprechend
héheren Proteinase K-Konzentrationen verdaut. Danach werden die Embryonen 2x
mit PBT gewaschen, 20 min mit 4 % PFA refixiert und nochmals 2x mit PBT
gewaschen. Zur Prahybridisierung der Embryonen, d.h. zur Absattigung der
unspezifischen DNA- und RNA-Bindestellen, werden diese anschlielend in
Hybridisierungspuffer bei 70 °C flr 4-5 h inkubiert. Danach werden die Embryonen in
Hybridisierungspuffer mit der RNA-Sonde Uber Nacht bei 70 % inkubiert.

Am nachsten Tag werden die Sonden zur Wiederverwendung gesammelt und
die Embryonen bei 70 °C fur je 10 min mit 75 % Hybridisierungspuffer/25 % 2x SSC,
50 % Hybridisierungspuffer/50 % 2x SSC, 25 % Hybridisierungspuffer/75 % 2x SSC,
100 % 2x SSC gewaschen. Danach werden die Embryonen 2x 30 min bei 70 °C mit
0,2x SSC gewaschen. Dann werden die Embryonen bei RT fur 5§ min mit 75 % 0,2x
SSC/25 % PBT, 50 % 0,2x SSC/50 % PBT, 25 % 0,2x SSC/75 % PBT und 100 %
PBT gewaschen und 2 h mit Blockingbuffer 1 inkubiert, wobei unspezifische
Antikérperbindestellen abgedeckt werden. Die Antikérperreaktion mit 1:2000 in
Blockingbuffer 1 verdinnten Alkalische Phosphatase-konjugierten, anti-Digoxigenin-
Fab-Fragmenten erfolgt bei 4 °C Uber Nacht.

Am nachsten Tag werden die Embryonen bei RT 4x kurz und 4x fur je 30 min
mit 2 mg/ml BSA in PBT gewaschen. Anschlielend werden die Embryonen 3x fur
5min in frisch hergestelltem NTMT-Puffer aquilibriert und in 24-Loch-
Zellkulturschalen uberfuhrt. Die Farbereaktion erfolgt bei RT mit 20 yL NBT/BCIP-
Lédsung/mL NTMT im Dunkeln unter leichtem Schuitteln und muss in regelmafigen

Abstanden kontrolliert werden. Das Abstoppen der Farbereaktion erfolgt durch
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mehrmaliges Waschen mit PBT. Der Dotter kann durch Waschen der Embryonen mit
100 % Ethanol aufgeklart werden, wodurch eine erheblich bessere Dokumentation
ermoglicht werden, ein schwaches Signal aber auch verloren gehen kann.

4.2.3.2 Doppelimmunfluoreszenzfarbung

Fur Doppelimmunfarbungen werden die Embryonen bei RT 12 h in Dent’s Fix fixiert
und 24 h mit Dent’s Bleach gebleicht. Die gebleichten Embryonen werden in 100 %
Methanol Uberfuhrt und kénnen so bei —20 °C gelagert werden. Die so fixierten
Embryonen werden erst in einer absteigenden Methanolreihe (75 % MeOH/25 %
PBT, 50 % MeOH/50 % PBT, 25 % MeOH/75 % PBT und 100 % PBT) je 5 min
rehydriert und anschliellend 3x mit PBDT gewaschen. Danach wird bei 4 °C 90 min
mit Blockingbuffer 2 geblockt und Uber Nacht mit dem ersten primaren Antikorper in
Blockingbuffer 3 inkubiert (1:50-1:200).

Am nachsten Tag werden die Embryonen bei 4°C 4x 30 min mit
Blockingbuffer 3 gewaschen und tber Nacht mit dem zweiten primaren Antikorper in
Blockingbuffer 3 inkubiert. Am nachsten Tag werden die Embryonen erneut bei 4 °C
4x 30 min mit Blockingbuffer 3 gewaschen und anschlieend bei RT 3 h mit dem
ersten sekundaren Antikorper in Blockingbuffer 3 inkubiert (1:100). Danach werden
die Embryonen erneut 4x 30 min mit Blockingbuffer 3 gewaschen und 3 h mit dem
zweiten sekundaren Antikorper inkubiert. Die Embryonen werden 3x 2 min in PBSBT

gewaschen und bei 4 °C gelagert.

4.2.3.3 Detektion apoptotischer Zellen

Die Markierung von apoptotischen Zellen in Zebrafischembryonen erfolgte nach dem
TUNEL Prinzip (Terminal Desoxyribosyl-Transferase mediated dUTP Nick End
Labeling), bei welchem DNA-Doppelstrangbriche Uber freie OH-Gruppen
nachgewiesen werden. Dazu werden PFA-fixierte Embryonen wie fur in situ-
Hybridisierungen rehydriert, verdaut, refixiert und in PBT gewaschen. Danach
werden die Embryonen 5 min mit —20 °C kaltem Ethanol/Essigsaure-Gemisch (2:1)
inkubiert und 2x in PBS gewaschen. Die Embryonen werden 5 min mit 3 % H>O»
inkubiert, 2x mit PBS gewaschen, 1 h in 100 uL Equilibrationbuffer und tGber Nacht
bei 37 °C mit 70 % Reaktionspuffer/30 % TdT-Enzyme inkubiert. Am nachsten Tag
werden die Embryonen 10 min in 3 % Waschpuffer inkubiert, 3x mit PBS gewaschen
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und 1 h in Blockingbuffer 1 inkubiert. Das ubrige Protokoll entspricht dem der in situ-
Hybridisierung mit der Einschrankung, dass die Farbereaktion nach wenigen Minuten
abgeschlossen ist und abgestoppt werden muss, da sonst alle Zellkerne unspezifisch

gefarbt werden.

4.2.3.4 Antibiotika und Selektionsplatten

Es werden Stammlosungen der Antibiotika Ampicillin (50 mg/ml), Chloramphenicol
(50 mg/mL) und Kanamycin (30 mg/ml) angesetzt, sterilfiltriert und bis zum Gebrauch
bei —20 °C gelagert. Der Zusatz der Antibiotika zu den autoklavierten Medien (LB,
LB-Broth, AHC, AHC-Agar) erfolgt nach Abkuhlung auf etwa 55 °C im Verhaltnis
1:1000. Zur Herstellung von selektiven Platten mit Blau-Weiss-Selektion wird dem
abgekuhlten LB-Agar neben Ampicillin 1 mM IPTG (Stammlosung 100 mM in H20)
und 0,0004 % X-Gal (Stammlésung 2 % in DMF) zugegeben, gemischt und steril in

Petrischalen gegossen. Die Platten werden bei 4 °C gelagert.

4.2.4 Molekularbiologische Methoden

4.2.4.1 Nukleotidaufreinigungsmethoden
4.2.4.1.1 DNA-Isolation aus Zebrafisch-Embryonen

Die DNA-Isolierung aus Zebrafisch-Embryonen und Zebrafisch-Flossen zu
Genotypisierungszwecken erfolgt durch Lyse der Gewebe. Dazu werden die
Embryonen/Flossen in einer 96-Loch-PCR-Platte einzeln ausplattiert, mit Methanol
versetzt und 4 h bei —80 °C inkubiert. Anschliefend wird das Methanol bei 50 °C
abgedampft. Die Embryonen werden dann in 50 uL und Flossen in 200 uL Lysepuffer
mit 1 mg/mL Proteinase K fur 12 h bei 50 °C inkubiert. Nach Inaktivierung der
Proteinase K durch Inkubation fur 10 min bei 98 °C wird das Lysat 1:25 verdunnt und
kann dann fur PCR-Analysen eingesetzt werden.

4.2.4.1.2 RNA-Isolation

Fur die RNA-Isolation werden ca. 50 Zebrafischembryonen bendtigt, die nach
Entfernung des Mediums in flissigem N, schockgefroren und bei —80 °C bis zur
Verwendung gelagert werden. Nach Zugabe von 1 mL Trizol werden die Embryonen
durch mehrmaliges kandulisieren mit einer Einwegspritze homogenisiert. Danach

werden 200 pL Chloroform zugegeben und die Phasen fur 15 s kraftig vermischt. Die
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Mischung wird flr 2-3 min bei RT inkubiert und dann fur 15 min in einer auf 4 °C
vorgekuhlten Zentrifuge bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die farblose wassrige Phase
wird vorsichtig in ein frisches Gefaly tUberfuhrt und mit 500 pL Isopropanol vermischt.
Der Ansatz wird fur 10 min bei RT inkubiert und anschliel3end bei 13.000 rpm und
4 °C fir 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das Sediment mit
1 mL 75 % Ethanol gewaschen. Das Sediment wird fur 20 min getrocknet, in 50 pL
ddH,O aufgenommen und 5 min bei 50 °C gelost. Nach photometrischer

Konzentrationsbestimmung der RNA wird diese bei —80 °C gelagert.

4.2.4.1.3 Plasmid-Isolation aus E.coli

Die Isolation von Plasmiden aus E.coli erfolgt mit den ,Qiaprep Spin Miniprep Kit"
(Qiagen) und dem ,Ultraprep Kit* (Molzym) nach den Angaben der Hersteller und
basiert auf der Bindung von DNA an Silikatoberflachen unter chaotrophen
Pufferbedingungen. Die Elution erfolgte je nach Anwendung in 50 yL oder 100 pL
ddH,O0.

4.2.4.1.4 Plasmid-Isolation aus E.coli zur Injektion

Die Plasmid-Isolation aus E.coli zu Injektionszwecken erfolgt mit dem ,Qiagen

Plasmid Maxi Kit“ nach Herstellerangaben.

4.2.4.1.5 BAC-DNA-Isolation

Zur lIsolation von BAC-DNA aus E.coli werden 2x 1,5 mL einer Ubernachtkultur
sedimentiert und das Sediment in 300 yL P1 (Qiagen) suspendiert. Dazu werden
nacheinander 300 yL P2 (Qiagen) und N3 (Qiagen) gegeben und die Mischung
vorsichtig vermischt. Das Gemisch wird anschlieBend 15 min sedimentiert, der
Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR Uberfilhrt und mit 600 yL Isopropanol
versetzt. Nach Sedimentation der DNA flr 20 min bei 4 °C wird das Pellet mit 500 pL
70 °C Ethanol gewaschen, 10 min getrocknet und in 50 uL ddH,O eluiert.

4.2.4.1.6 BAC-DNA-Isolation zur Injektion

Isolierte  BAC-DNA wird hier nochmals durch Phenol-Chloroform-Extraktion
aufgereinigt. Dazu wird die DNA in 150 yL aufgenommen, mit demselben Volumen
Phenol/Chloroform versetzt und 30 s gevortext. Anschlielend werden die Phasen

durch 5 min Zentrifugation bei 13.000 rpom getrennt, die obere wassrige Phase

41



4 Material und Methoden

abgenommen, mit dem selben Volumen Chloroform versetzt, gevortext und erneut
zentrifugiert. Das DNA-Pellet wird dann 1x mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet
und in 50 yL ddH,0 eluiert.

4.2.4.1.7 Gelextraktion

Die Extraktion von DNA aus Agarosegelen erfolgt nach dem Ausschneiden der
Fragmente aus dem Agarosegel mit Hilfe des ,Qiaquick gel extraction Kit* (Qiagen)

nach Herstellerangaben.

4.2.4.1.8 DNA-Aufreinigung

Die Aufreinigung von Plasmid-DNA und DNA-Fragmenten nach PCR oder
Restriktionen erfolgt mit dem ,Qiaquick nucleotide removal Kit* (Qiagen) nach

Herstellerangaben.

4.2.4.2 Konzentrationsbestimmung von DNA/RNA

Anhand der Extinktion wird die Konzentration der DNA mit einem Spektralphotometer
(LKB Ultrospec Ill, Pharmacia, Freiburg) bestimmt. Es wird eine Quarzkuvette mit
1 cm Schichtdicke verwendet. Nach Eichung des Photometers mit H,O wird die in
H,0O geloste DNA bei den Wellenlangen 260 und 280 nm gemessen. Eine ODz2eso von
1 entspricht bei einer Schichtdicke von 1 .cm 47,5 ug/mL doppelstrangiger DNA,
40 pg/mL  einzelstrangiger DNA/RNA und etwa 30 ug/mL einzelstrangiger
Oligonukleotide. Das Verhaltnis zwischen den Extinktionen bei 260 und 280 nm gibt
Aufschluss uber mogliche Verunreinigungen mit Proteinen, wobei die Zielwerte
zwischen 1,5 und 2 liegen sollten.

4.2.4.3 YAC-End-Isolation

Zur YAC-End-Isolation werden 2 Einzelkolonien in 25 mL AHC-Medium 2-3 d bei
30 °C geschuttelt, 5 min bei 2500 rpm sedimentiert, das Pellet in 1 mL SCE-Lésung
suspendiert, mit 75 yL Lysozym-Losung versetzt und 1 h bei 37 °C inkubiert. Der
Ansatz wird anschlieBend mit 2 mL 2 %iger LMP-Agarose (50 °C) vermischt und auf
10 Férmchen (plug molds) aufgeteilt, welche danach in 10 mL Proteinase K-Lésung
24 h bei 50 °C verdaut werden. AnschlieBend werden auf Eis je ein Agarose-
Stuckchen in 1 mL 1x TE far 15 min und danach in 1 mL BamHI-Puffer bzw. 1 mL

42



4 Material und Methoden

Spel-Puffer mit 10 yL 100x BSA fur 30 min inkubiert. Danach wird je ein Agarose-
Stuckchen Uber Nacht bei 37 °C mit 250 uL Restriktionsansatz mit 5 yL BamHI bzw.
Spel inkubiert. Am nachsten Tag wird die DNA aus der Agarose isoliert (siehe
Gelextraktion), diese in 25 pL TE-Puffer eluiert und davon 21 pL mit 2,5 yL T4-
Ligasepuffer und 1,5 uL T4-Ligase Uber Nacht bei 16 °C ligiert. Nach Transformation
in E.coli und Ausplattierung auf LB-Amp-Platten werden von je 12 Kolonien
Ubernachtkulturen hergestellt, die Plasmide isoliert und ein analytischer Verdau mit
EcoRI und BamH| durchgefuhrt. Klone mit einem 9,7 kb-Fragment tragen dabei das

T3-Plasmid und Klone mit einem 5,1 kb-Fragment tragen das T7-Plasmid.

4.2.4.4 Polymerase-Ketten-Reaktion

Durch die DNA-Polymerase von Thermus aquaticus (Taq-Pol) werden ausgehend
von kurzen flankierenden Oligonukleotiden (Primern) komplementare Einzelstrange
exponentiell amplifiziert. Je naher dabei die Anlagerungstemperatur an der
Schmelztemperatur der Primer liegt, desto spezifischer ist die Primerbindung und
desto homogener ist das Amplifikat. Wahrend bei der positionellen Klonierung und
Genotypisierung weniger stringente PCR-Bedingungen verwendet werden, sind fur
die Amplifikation aus cDNA oder PCR-Mutagenese homogene Produkte und
strengere PCR-Bedingungen unerlasslich. Ein typischer PCR-Ansatz enthalt 2 uL
DNA/RNA (5 ng/ul), 1,5 uL 10x Puffer, 1 yL dNTP-Mix (2,5 mM), 2x 0,8 pyL Primer (5
pMM), 0,05 uL Taqg-Pol (Taqg (Qiagen), pfu-Turbo (Stratagene), Mol-Tag (Molzym)) und
8,85 L Wasser (DNase-frei). Das typische PCR-Programm beinhaltet eine initiale
Denaturierung fur 5 min bei 94 °C, 35-50 Zyklen 30 s bei 94 °C, 30 s bei 55-65 °C
und 60 s bei 72 °C, wobei durch die Temperatur des zweiten Schrittes die Spezifitat
und durch die Lange des dritten Schritts die maximal mogliche Amplifikatlange
reguliert werden kann, da die DNA-Polymerase etwa 20 Nukleotide/s anhangen

kann.

4.2.4.5 Real Time-PCR

Bei der Real Time-PCR kann die Produktanreicherung wahrend der PCR in Echtzeit
visuell verfolgt werden. Dies kann Uber die Anlagerung und Detektion
sequenzspezifischer fluoreszenzmarkierter Oligonukleotide (Hybridisierungssonden,

Hydrolysesonden, Tagman-Sonden, etc.) oder unspezifischer Farbstoffe
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(CybrGreen®) an das PCR-Produkt erfolgen. Die Quantifizierung erfolgt dabei Uber
eine Standardkurve und das logarithmische Verhaltnis zwischen der
Ausgangsmenge der PCR-Matrize zu dem Zyklus, an dem erstmals das spezifisches
PCR-Produkt detektiert werden kann und den Hintergrund Uberschreitet. Zur
Normalisierung der Quantifizierungsergebnisse werden diese in ein relatives
Verhaltnis zur 18S-RNA-Menge gesetzt, die proportional zur eingesetzten RNA-
Menge ist. Der Lightcycler® (Roche) stellt dabei ein etabliertes System dar, welches
sich durch schnelle Temperaturwechselzeiten auszeichnet. Die ideale PCR-
Produktlange fur den Lightcycler liegt bei 90-130 bp.

Ein typischer Reaktionsansatz fur mRNA-Quantifizierungen mit CybrGreen
besteht aus 1 yL Gesamt-RNA (1 ng/uL), 10 pyL CybrGreen RT-PCR Master Mix, 2x
1 yL Primer (20 pM), 0,2 pL Quantitect RT-Enzym Mix und 6,8 yL Wasser (RNase-
frei). Das typische RT-PCR-Programm beinhaltet einen initialen Reverse
Transkriptase-Schritt von 20 min bei 50 °C, einen Aktivierungsschritt von 15 min bei
94 °C und 45 Zyklen von je 15 s bei 94 °C, 57 °C und 72 °C. Eine Schmelzkurve im
Anschluss an die PCR gibt Aufschluss Uber Homogenitat des PCR-Produkts. Die
Fluoreszenzmessung erfolgt dicht unterhalb der Schmelztemperatur des Produktes,
so dass mitamplifizierte Primerdimere, an die CybrGreen® ebenfalls bindet, nicht

detektiert werden konnen.

4.2.4.6 PCR-Mutagenese

Die PCR-Mutagenese wird nach den Herstellerangaben von Stratagene mit pfu-DNA-
Polymerase durchgeflhrt. Sie beinhaltet eine PCR-Reaktion ausgehend von zwei
Uberlappenden Primern, welche den zu mutagenisierenden Bereich Uberdecken und
die Mutation enthalten, einen Dpnl-Verdau, bei dem methylierte, also nicht frisch in

vitro hergestellte DNA fragmentiert wird und eine Transformation in E.coli.

4.2.4.6 Agarose-Gelelektrophorese

Aufgrund der negativen Ladung ihrer Phosphatreste bei alkalischem pH-Wert kdnnen
DNA-Molekule unterschiedlicher Grolke durch ein elektrisches Feld aufgetrennt
werden. Dabei hangt die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA-Molekile im
elektrischen Feld im Wesentlichen von ihrer GroRe, der HOhe der angelegten
Spannung und der Agarose-Konzentration des Gels ab. Die Auftrennung erfolgt in
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Agarose-Gelen, welche 0,3 % Ethidiumbromid enthalten, einen Fluoreszenzfarbstoff,
der sich unspezifische an doppelstrangige DNA anlagert. Die Konzentration der
Agarose in 1x TBE richtet sich umgekehrt proportional nach der erwarteten
Fragmentlange und liegt zwischen 0,5 % (5 kb) und 2,5 % (150 bp). Die anzulegende
Spannung richtet sich nach dem Abstand der Elektroden in den mit 0,5x TBE

geflllten Elektrophoresekammern und soll bei 2-5 V/cm liegen.

4.2.4.7 Denaturierende Gelelektrophorese

13 mL zweier PAA-Giel3dlosungen mit 15 % und 7,5 % Acrylamid werden so in die
Mischvorrichtung gegeben, dass beim Giel’en die Konzentration des Acrylamid-
Gemischs kontinuierlich abnimmt. Dazu werden unter Ruihren je 30 pL
Ammoniumpersulfat-Lésung und 13 yL TEMED zugegeben. Die Lésungen werden
anschlie3end uber eine Schlauchpumpe in die vorbereiteten Gelkammern gegossen,
wobei ein kontinuierlicher PAA-Gradient von 13 %-8 % entsteht. Die Gelkammern
bestehen aus zwei Glasplatten, von denen eine U-formig gummiert ist und 50
aufgeklebte Auswodlbungen enthalt, in welche spater die Proben aufgetragen werden.
Wahrend diese Platte mit wasserabweisendem Silan behandelt wird, wird auf die
andere Platte mit Wasser und einer Gummirolle eine Geltragerfolie fixiert. Zwischen
beide Platten, die mit Klemmen zusammengehalten werden, wird das Acrylamid-
Gemisch langsam bis zur Oberkante gegossen. Dabei entstehende Luftblasen
werden mechanisch entfernt. Nach 1 h werden die Platten getrennt und das Gel auf
der Geltragerfolie in einer Klarsichtfolie eingepackt bei 4 °C gelagert.

Die PAA-Gele werden mit 0,1 % Triton-X 100 auf 16 °C vorgekuhlte Multiphor-
Kammern fixiert, wobei der Elektrodenkontakt zu den mit 1x TBE gefullten
Elektrodenkammern mit TBE-getrankten FlieRlappen hergestellt wird. Nach einem
Vorlauf von 20 min bei 500V und 50 W werden die PCR-Proben aufgetragen,
nachdem sie mit 4 uL Ladepuffer versetzt und fur jeweils 5 min auf 95 °C erhitzt und
auf Eis abgekuhlt wurden. Danach wird flr 4-5 h eine Spannung von 500 V angelegt.

Die Farbung der DNA erfolgt durch Silberfarbung. Dazu werden die Gele unter
Schutteln 30 min in 10 % Trichloressigsaure fixiert, 4x 5 min in Wasser gewaschen
und 45 min in 0,1 % Silbernitrat inkubiert. Danach wird mit 1,5 % Natriumkarbonat
und 0,2 % Formalin gefarbt, bis alle Banden klar zu erkennen sind. Die Farbereaktion
wird mit 7 % Essigsaure abgestoppt. Anschlielend werden die Gele in Wasser
gewaschen und in 30 % Glycerin gelagert.
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4.2.4.8 Reverse Transkription

Es werden pro Ansatz 1-5 uyg RNA in 10 pL eingesetzt. Die RNA wird fur 5 min auf
68 °C erwarmt, danach auf Eis gestellt und kurz zentrifugiert. Dazu werden ein
Mastermix aus 1 uL 1:3 verdinnten RNAse-Inhibitor, 4 uL 5x RT-Puffer, 1 yL 4 mM
dNTP, 1 pL 1,5 yM pd (Ng)-Primer (oder oligo(dT)) und 2 pl 0,1 M DTT und 1 uL
Superscript || Reverse Transkriptase (Invitrogen) zugegeben. Der Ansatz wird kurz
zentrifugiert und fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Danach wird der Ansatz fur 5 min bei
95 °C erhitzt, sofort auf Eis gestellt und abzentrifugiert. Die Lagerung der cDNA
erfolgt bei —20 °C. Vor jeder Benutzung muss die cDNA flr 5 min bei 95 °C erhitzt,
auf Eis gestellt und zentrifugiert werden.

4.2.4.9 Herstellung von antisense-RNA-Sonden

Die Herstellung von antisense-RNA-Sonden, sog. Hybridisierungssonden fur ISH,
umfasst die Amplifikation und Klonierung eines mRNA-Fragments des Zielgens,
dessen Sequenzierung und Herstellung einer spezifischen antisense-RNA aus dem
Plasmid. Die mRNA-Fragmente werden so gewahlt, dass sie eine mdglichst geringe
Homologie zu anderen Genen haben, wobei oft auf die 5°- und 3 -untranslatierten
Regionen zuruckgegriffen wird.

Nach Amplifikation, Klonierung, Sequenzierung und Orientierung dieser
Fragmente im Plasmid werden 5 ug des Plasmids hinter dem Insert in antisense-
Richtung durch Restriktionsverdau linearisiert. Nach 3 h Inkubation bei 37 °C wird
das linearisierte Plasmid mit dem ,Qiagen nucleotide removal Kit* nach Anleitung der
Herstellers aufgereinigt und in 23 yL ddH,O eluiert, wovon 20 uL in der
anschliel3enden in vitro-Transkription eingesetzt werden. Je nach Orientierung des
Gens im Plasmid und Art des Plasmids werden zur Transkription der antisense-RNA
die T7-, T3- oder SP6-Polymerase verwendet. Zu 20 yL Plasmid werden dazu 3 yL
10x Transkriptionspuffer, 3 uyL Digoxigenin- oder Fluorescein-RNA Labeling Mix
(Roche), 1,5 yL RNAse-Inhibitor und 2,5 uL der jeweiligen Polymerase zugegeben.
Nach 2 h Inkubation bei 37 °C wird die DNA durch Zugabe von 3 yL DNAse | und
15 min Inkubation bei 37 °C degradiert. Die Fallung der RNA erfolgt durch Zugabe
von 3 uL 0,2 M EDTA, 3,75 yL 4 M LiCl und 112,5 yL Ethanol (-80 °C vorgekiihlt)
und Inkubation fur mindestens 2 h bei —20 °C. Die RNA wird anschlielend bei
14.000 rpm und 4 °C 20 min sedimentiert und das Pellet mit 70 % Ethanol
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gewaschen. Das Sediment wird 20 min bei RT getrocknet, in 100 uL
Hybridisierungspuffer aufgenommen und bei —80 °C gelagert. Die Sonden werden in
Verdinnungen von 1:10 bis 1:100 eingesetzt. Zur Entfernung Uberschussiger
Nukleotide oder unspezifischer Produkte kann die Sonde an Embryonen bei 70 °C
Uber Nacht zwei bis dreimal vorinkubiert oder Uber eine Sepharex-Saule aufgereinigt

werden.

4.2.4.10 mRNA-Herstellung durch in vitro-Transkription

Die mRNA-Herstellung erfolgt mit Hilfe des ,mMessage mMachine Kits“ von Ambion
nach Herstellerangaben.

4.2.4.11 Restriktionsverdau von DNA

Der Restriktionsverdau von DNA erfolgt nach den Vorgaben der Hersteller der
Restriktionsenzyme. Ein typischer Reaktionsansatz beinhaltet 2 yL Plasmid
(200 ng/uL), 1,5 mL 10x Puffer, 0,15 uL 100x BSA, 1 yL Restriktionsenzym und
10,35 pL Wasser. Analytische Restriktionen werden fur 30 min und praparative
Restriktionen fur 3 h bei 37 °C inkubiert.

4.2.4.12 Alkalische Dephosphorylierung von Plasmiden

Um die Religation von Plasmiden bei der Ligation zu verhindern, werden die Enden
der linearen Plasmide durch Alkalische Phasphatase dephosphoryliert. Dazu werden
26 uL Plasmid mit 3 yL SAP-Puffer und 1 uL Shrimp Alkalische Phosphatase (SAP)
versetzt und 1 h bei 37 °C inkubiert. Anschlie3end wird die SAP fir 20 min bei 65 °C
hitzeinaktiviert.

4.2.4.13 Ligation von DNA

Die Ligation von DNA-Fragmenten mit linearen Vektoren erfolgt im molekularen
Verhaltnis von 6 : 1 bei einem Temperaturgradient von 37 °C bis 4 °C. Ein typischer
Ligationsansatz besteht aus 1 pL Vektor-DNA, 6 uL Insert-DNA, 1 uL 10x T4-Ligase-
Puffer und 2 yL T4-Ligase. Das typische Ligationsprogramm beinhaltet je 1 h 37 °C,
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28 °C, 20 °C, 14 °C und 4 °C. Im Anschluss erfolgt die direkte Transformation in

E.coli.

4.2.4.14 Transformation von E.coli

Die Transformation in ,chemisch kompetente” TOP10-Zellen (Invitrogen) erfolgt nach
Herstellerangaben. Fur die Transformation in elektrisch kompetente Zellen durch
Elektroporation werden zuerst 40 yL kompetente Zellen auf Eis aufgetaut. Danach
werden 1-5uL DNA zu den Zellen gegeben, diese gemischt und 30 s auf Eis
inkubiert. Danach werden die Zellen in auf Eis vorgekuhlte Elektroporationskuvetten
(1 mm) Uuberfuhrt und in der Elektroporationskammer fur 0,1s mit 1,8 kV
elektroporiert. Die Zellen werden anschlieRend in 500 uL SOC-Medium

aufgenommen, 1 h bei 37 °C inkubiert und auf Selektionsplatten ausgestrichen.

4.2.4.15 Microarray

Mittels eines Microarrays kann in Gewebeproben gleichzeitig die Expression
verschiedener Gene relativ quantifiziert werden. Dazu werden auf einer
Glasoberflache komplementare cDNA-Fragmente definierter Gene aufgetragen. An
diese komplementaren cDNA-Fragmente kénnen aus mMRNA hergestellte und
fluoresezenzmarkierte cDNAs verschiedener Gewebeproben binden. Werden die zu
vergleichenden mRNA-Proben mit unterschiedlichen Farbstoffen markiert, kdnnen
diese gemischt und gemeinsam auf einem Mikroarray hybridisiert werden. Abhangig
davon, wie stark in der einen oder der anderen mRNA-Probe ein bestimmtes Gen
exprimiert ist, erscheint der ,Spot* in einer Mischfarbe aus beiden
Fluoreszenzfarbstoffen, wobei durch das Microarray-Lesegerat die Intensitat der
Einzelsignale bestimmt wird. Die Unterschiede in den Emissionsintensitaten, die
proportional zur Menge spezifischer cDNA ist, werden anhand der Pixeldichte

errechnet und als eine Mischfarbe aus griin und rot dargestellt.
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5 Ergebnisse

5.1 Weiches herz™* - Embryonaler Tod durch kontraktile
Dysfunktion

Die Zebrafisch-Herzmutante weiches herz"** (whz) wurde im Rahmen der
funktionellen Genomanalyse im ersten grolden systematischen Mutagenese-Screen
fur rezessive embryonale Phanotypen durch ENU-Mutagenese erzeugt [39]. Wie bei
57 weiteren Mutanten dieses Screens zeigen homozygot-mutante whz-Embryonen
einen Defekt des kardiovaskularen Systems. Aufgrund seiner ventrikularen
kontraktilen Dysfunktion wurde whz primar als ventrikulare Herzfunktionsschwache
charakterisiert [31]. Seinen Namen tragt die whz-Mutante aufgrund der ,weichen®,
wellenformigen und peristaltischen Kontraktion der whz-Herzen, die in ihrer Form und
Funktion an noch undifferenzierte Herzen direkt nach der kardialen Fusion erinnern,
die eine schwache Blutzirkulation durch unidirektionale Kontraktionswellen innerhalb
des Herzschlauchs erzeugen.

Ab 24 Stunden nach der Befruchtung (hours post fertilization, hpf) entwickeln
phanotypisch mutante whz-Embryonen einen Blutstau im Sinus venosus und grole
Perikardddeme. Darlber hinaus zeigen mutante whz-Embryonen bis auf die
Tatsache, dass sie keine luftgeflllte Schwimmblase ausbilden, keine weiteren
offensichtlichen Organdefekte oder Stérungen der Skelettmuskulatur. Alle mutanten
whz-Embryonen sterben, wie andere Zebrafisch-Herzfunktionsmutanten, 7 bis
9 Tage nach der Befruchtung (days post fertilization, dpf), wenn die Nahrstoffe des
Dottersacks aufgebraucht sind und die Versorgung des peripheren Gewebes von

einer intakten Blutzirkulation abhangig wird.

5.2 Charakterisierung von weiches herz™*

5.2.1 Ventrikulidre Dysfunktion in weiches herz™**

Das Herz mutanter whz-Embryonen 48 hpf ahnelt in seiner Form und Funktion dem
frithembryonalen Herzschlauch eines Wildtyp(WT)-Embryos direkt nach der kardialen
Fusion 24 hpf. Wie dort durchlaufen langsame Kontraktionswellen die whz-Herzen
ausgehend vom inflow tract (IFT). Um zu untersuchen, ob sich die whz-Herzen nach

der kardialen Fusion weiterentwickeln oder in diesem Entwicklungsstadium
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persistieren, wird die Herzfrequenz von WT- und mutanten whz-Embryonen Uber den
Zeitraum von 24-72 hpf bestimmt.

Wie WT-Embryonen steigern phanotypisch mutante whz-Embryonen ihre
Herzfrequenz im Verlauf der Embryonalentwicklung, was zeigt, dass sich die Herzen
trotz ihrer seit der kardialen Fusion unveranderten Morphologie und Funktion
funktionell weiterentwickeln (Abb. 6).

Um zu untersuchen, in welchem kardialen Entwicklungsstadium die kontraktile
Dysfunktion in mutanten whz-Embryonen auftritt, wird 36-72 hpf das fractional
shortening als Mal} fir die Kontraktionsstarke von Atrium und Ventrikel bestimmt.
Wahrend die atriale Kontraktionsstarke von whz-Herzen zwischen 48 und 72 hpf im
Vergleich zu WT-Atria leicht erhoht ist (Abb. 6), kann die ventrikulare Kontraktilitat
nicht bestimmt werden. Der Grund hierfur liegt in der peristaltischen Kontraktion der
whz-Herzschlauche. Dadurch werden die in phanotypisch mutanten whz-Embryonen
zu kleinen Ventrikel wahrend der normalen atrialen Systole durch zu viel Blut
aufgeblaht wird und versuchen gleichzeitig, das Blut durch einen partiell obstruierten
Ausflusstrakt zu pumpen. Die Folge ist eine langsame Erschlaffung des Ventrikels
wahrend der atrialen Diastole, wobei sich das ventrikulare Blut sowohl in die Aorta,

als auch in das Atrium entleert, und die progressive Dilatation des Ventrikels.
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Abb. 6 Darstellung von Herzfrequenz und atrialem fractional shortening von WT- (n=12) und
mutanten whz-Embryonen (n=12). Dargestellt sind MW + SD.

Das Verhaltnis aus groitem (im WT Diastole) und kleinstem
Kammerdurchmesser (im WT Systole), aus welchem sich das fractional shortening
berechnet, kann demnach hier nicht zur Berechnung der ventrikularen

Kontraktionsstarke herangezogen werden.
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Insbesondere ab 72 hpf zeigen whz-Ventrikel keine erkennbaren

Kontraktionen mehr.

5.2.2 Unauffillige ventrikulire Myofilamentstruktur in weiches herz™*°

Um weiter die ventrikulare Dysfunktion in whz zu untersuchen, wird die
ultrastrukturelle sarkomerische Organisation ventrikularer whz-Kardiomyozyten
mittels Elektronenmikroskopie analysiert.

Da dabei die gleiche Organisation der sarkomerischen Strukturen in WT- und
mutanten whz-Embryonen festgestellt wird (Abb.7), kann eine fehlerhafte
Assemblierung der ventrikularen Sarkomere als Ursache fur die ventrikulare

kontraktile Dysfunktion ausgeschlossen werden.
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Abb. 7 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von WT(A)- und mutanten whz- Kardiomyozyten
(B). Wie im WT sind die Aktinfasern in whz hexagonal um die Myosinfasern angeordnet (Querschnitt).
Z-Scheiben, A- und I-Bander sind ebenfalls unauffallig.

Da die Sarkomerstruktur ventrikularer whz-Kardiomyozyten unauffallig ist, wird
die transkardiale Verteilung der Sarkomere zu funktionellen Myofilamenten
untersucht. Dazu werden in WT- und mutanten whz-Embryonen die Z-Scheiben
durch einen Antikoérper gegen Nexilin und das A-Band durch einem Antikérper gegen
Myosin fluoreszenzmarkiert und konfokal-lasermikroskopisch untersucht.

Wie bei WT-Embryonen wird in den Ventrikeln mutanter whz-Embryonen eine
lickenlose Verteilung von Sarkomeren zu Myofilamenten festgestellt (Abb. 8), so
dass hier ebenfalls nicht die Ursache flr die ventrikulare kontraktile Dysfunktion zu
finden ist. Eine Ursache fur die verringerte Kontraktilitat kdnnte jedoch sein, dass in

whz-Ventrikeln relativ zu Nexilin deutlich weniger Myosin exprimiert wird als in WT-
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Embryonen, wie an der relativen Verteilung von rot zu griin zu erkennen ist. Im
Gegensatz dazu scheinen die whz-Atria die verringerte Kontraktilitat teilweise durch
eine verstarkte Expression von Myosin zu kompensieren, was sich auch in leicht

erhohten fractional shortening-Werten widerspiegelt.

Z-Scheibe
A-Band

WT-Ventrikel — whz-Ventrikel

Ventrikel
i

A

Ventrikel

RN _Atrium

Atrium

Abb. 7 Konfokal-mikroskopische Aufnahme von WT- und whz-Herzen 48 hpf mit
fluoreszenzmarkierten Z-Scheiben (griin) und A-Banden (rot). In WT- und whz-Herzen sind die
Sarkomere zu transkardialen Myofilamenten organisiert. Das Verhaltnis von Myosin zu Nexilin ist in
whz-Ventrikeln deutlich kleiner und in whz-Atria deutlich groRer als in WT-Herzen.

Zusatzlich zu Atrium und Ventrikel beginnt in mutanten whz-Embryonen der
Ausflusstrakt (Bulbus arteriosus), 4-5 dpf eine dritte Herzkammer zu bilden und zu
kontrahieren. Durch die fehlende Expression kardial-spezifischer kontraktiler
Proteine, hier cmic2 (Abb. 8), wird gezeigt, dass diese zusatzlichen Herzkammer
nicht-kardialen Ursprungs ist.
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Abb. 8 Ausgepragter und stark kontrahierender Bulbus arteriosus in mutanten whz-
Embryonen. Die fehlende cmlic2-Expression zeigt den nicht-kardialen Ursprung der zusatzlichen
Herzkammer (Pfeil).

5.3 Untersuchung der Herzmorphologie von weiches herz™*

5.3.1 Defekte Herzmorphologie in weiches herz™*°

Mutante whz-Embryonen sind bis 24 hpf von ihren phanotypisch normalen
Geschwistern nicht unterscheidbar. Wahrend in der weiteren Entwicklung bis 48 hpf
der Herzschlauch von WT-Embryonen in 2zwei sequentiell kontrahierende
Herzkammern differenziert, die durch den atrioventrikularen Kanal (AVC) getrennt
sind, scheinen die Herzen von mutanten whz-Embryonen in ihrer Entwicklung zu
persistieren. 48 hpf sind weder eindeutig separierte Herzkammern zu erkennen, noch
fand ein Wechsel von peristaltischer zu sequentieller Kontraktion von Atrium und
Ventrikel statt, der in ausgereiften gesunden Herzen einen unidirektionalen Blutfluss
sicherstellt. Wie in WT-Embryonen migriert der bei der kardialen Fusion gebildete
Herzschlauch mutanter whz-Embryonen im Laufe seiner Entwicklung von der
Mittellinie bis unter den Kopf. Die Herzdrehung, durch welche die spatere Position
von Atrium (links) und Ventrikel (rechts) festgelegt wird, findet allerdings nicht statt
(Abb. 9). Charakteristisch fur whz-Herzen sind stark verkleinerte Ventrikel, ein
schlauchférmiges und oft vergroRertes und dilatiertes Atrium und die fehlende oder
stark reduzierte Einschnurung zwischen Atrium und Ventrikel (Abb. 9). Von 72 hpf an
konnen in mutanten whz-Embryonen zwei generelle Herzphanotypen unterschieden
werden. Wahrend der grofdte Teil (85 %) der whz-Herzen bis 72 hpf komplett
kollabiert, was sehr frih zum Verlust der Blutzirkulation und grof3en Odemen fiihrt,

sind in den Ubrigen Herzen besonders Atrium, aber auch Ventrikel dilatiert und
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zeigen zusatzliche Einschnirungen, was in der weiteren Entwicklung zur Ausbildung
zusatzlicher Herzkammern fuhrt. Bei dieser Gruppe ist oft der outflow tract (OFT)
stark vergroRert und beginnt, 4-5 dpf synchron zum Ventrikel zu kontrahieren. Diese
3-5-Kammer-Herzen kénnen trotz der peristaltischen Kontraktionen von Atrium und
Ventrikel bis zum Tod der Embryonen 9 dpf eine schwache Blutzirkulation

aufrechterhalten.

Abb. 9 Darstellung der Herzentwicklung von WT- und whz-Embryonen zwischen 14 Somiten-
Stadium (S) und 48 hpf durch in situ-Hybridisierung gegen die transmyokardial exprimierte Myosin
leichte Kette 2 (mlic2). 48 hpf ist in whz der Ventrikel (V) verkleinert und durch die starkere mic2-
Expression gut von Atrium (A) unterscheidbar. Besonders 24 hpf ist das vergrofierte Atrium zu
erkennen.

5.3.2 Verringerte ventrikulare Kardiomyozytenproliferation in weiches
herzm245

Die ventrikulare Masse ist in mutanten whz-Embryonen deutlich geringer als in WT-
Embryonen. Um zu differenzieren, ob die Ursache flr die verkleinerten Ventrikel in
mutanten whz-Embryonen in einer verringerten Zellgrol3e (Hypotrophie) oder einer
verringerten  Zellzahl (Hypoplasie) liegt, wird die Kardiomyozytenzahl in
histologischen Serienschnitten ausgezahlt.

Der Vergleich der ventrikularen Kardiomyozytenzahlen ergibt bei den
mutanten whz-Embryonen eine signifikant geringere Zellzahl (130 £ 29 (n = 9) / 358
1+ 23 (n = 4); p < 0,05, t-Test), was beweist, dass eine Hypoplasie fur die verringerte
ventrikulare Masse verantwortlich ist. Im Gegensatz dazu stitzt die Berechnung der
atrialen Kardiomyozytenzahl die Beobachtung, dass die Atria mutanter whz-
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Embryonen vergrofRert sind. Der Vergleich der Kardiomyozytenzahlen ergibt eine
leichte, aber signifikant erhdhte atriale Kardiomyozytenzahl in mutanten whz-
Embryonen (227 £+ 50 (n =9) /153 £ 26 (n = 4); p < 0,05, t-Test).

Um zu unterscheiden, ob die ventrikulare Hypoplasie durch verringerte
Proliferation oder durch verstarkte Apoptose verursacht wird, wird die Zahl
apoptotischer kardialer Zellen mittels eines TUNEL-Experiments bestimmt. Der
Vergleich von WT- mit mutanten whz-Embryonen 36, 48 und 72 hpf ergibt dabei
keine Unterschiede zwischen beiden Gruppen, was zeigt, dass die ventrikulare
Hypoplasie nicht durch vermehrte Apoptose, sondern durch die verringerte

Proliferation der Kardiomyozyten verursacht sein muss.

5.3.3 Keine endokardiale AVC-Anlage in weiches herz™**°

Um die Herzmorphologie in mutanten whz-Embryonen zu untersuchen, werden die
Herzen histologisch untersucht.

Dies zeigt 72 hpf, dass sich die mutanten whz-Herzen wie WT-Herzen aus
einer endokardialen und einer myokardialen Zellschicht zusammensetzen. Zusatzlich
kann man trotz der fehlenden Einschnurung in der atrioventrikularen (AV-)Region
eindeutig zwischen atrialem und ventrikularem Gewebe unterscheiden, da im
Gegensatz zum Atrium im Ventrikel die Herzgallertschicht zwischen Endokard und
Myokard durch subendokardiales Gewebe ersetzt und die Myokardschicht dicker ist
(Abb. 10). Im Gegensatz zu WT-Herzen, bei denen sich Endokardzellen an der AV-
Grenze sammeln, die spater im Prozess der endothelial-zu-mesenchymalen
Transformation (EMT) in fibroses Gewebe transdifferenzieren (EMT) und die AV-
Klappen ausbilden, kann diese Gruppierung von Endokardzellen an der AV-Grenze
mutanter whz-Herzen nicht beobachtet werden. Dementsprechend zeigen
histologische Schnitte von mutanten whz-Embryonen 5 dpf an der AV-Grenze keine
Herzklappen (Abb. 10).

Daruber hinaus sind 5 dpf verschiedene Stadien intraatrialer Septierungen zu
erkennen, die mit einer Schwellung der Herzgallertschicht und Ansammlung von
Endokardzellen beginnen und bis zur Septierung durch Proliferation des Myokards
gehen (Abb. 10).

Dies zeigt, dass innerhalb des Atriums und nicht an der AV-Grenze ein AVC-

spezifisches endo- und myokardiales Differenzierungsprogramm gestartet wird.
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Abb. 10 Histologische Schnitte von WT- und mutanten whz-Embryonen 72 hpf und 5 dpf,
gefarbt mit Hdmatoxylin-Eosin. Bei 72 hpf findet bei mutanten whz-Embryonen keine Gruppierung von
Endokardzellen an der AV-Grenze statt (endokardiale cushions, Pfeile). Entsprechend sind bei 5 dpf
keine AV-Klappen zu erkennen. Alle whz-Herzen zeigen intraatriale Septierungen bzw. myokardiale
Einschnirungen.

5.3.4 AV-Klappendefekte in adulten heterozygoten weiches herz™**-Fischen

Die Untersuchung der Mendel’schen Verteilung von whz ergibt, dass 48 hpf anstatt
einem Viertel 31 % der Nachkommen heterozygoter whz-Paare (n= 10000) als
phanotypisch mutant sind. Die Genotypisierung dieser Embryonen ergibt, dass 12 %
der heterozygoten whz-Embryonen einen phanotypisch mutanten whz-Phanotyp
haben, was der beobachteten Differenz von 6 % entspricht. Wahrend 58 % dieser
Embryonen bis 72 hpf normale Herzen entwickeln und bis zum Erwachsenenalter
aufgezogen werden konnen, stirbt der Rest wie die homozygot-mutanten whz-

Embryonen 7-9 dpf.
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Daruber hinaus zeigen 15-25 % aller heterozygoten whz-Embryonen AV-
Uberleitungsstérungen, die sich durch AV-Blocke 2. und 3. Grades auszeichnen.

Bei adulten heterozygoten whz-Fischen liegt das Verhaltnis von Mannchen zu
Weibchen bei 10:1. Dazu kommt, dass die heterozygoten whz-Mannchen im
Vergleich zu den Weibchen eine deutlich reduzierte Lebenserwartung haben und oft
starke Einblutungen im Thorax zeigen. Da dies wie die pathologischen Phanotypen
heterozygoter whz-Embryonen auf einen dominanten Phanotyp hinweist, werden
histologische Schnitte in Paraffin eingebetteter Herzen adulter WT- und
heterozygoter whz-Zebrafische angefertigt. Da von einem dominanten Defekt der AV-
Region ausgegangen wird, werden die Herzen mit Siriusrot gefarbt, das fibroses
Gewebe und damit auch die AV-Klappen, die im WT aus 3 Segeln bestehen, anfarbt
(Abb. 11).

Ventrikel, Ausflusstrakte und Aortenklappen der heterozygoten whz-Weibchen
sind in ihrer Struktur nicht von denen der WT-Fische unterscheidbar. Bei einem von 4
Tieren besteht die AV-Klappe jedoch nicht aus 3, sondern aus 2 Segeln (Abb. 11).
Zusatzlich enthalten alle Ventrikel der heterozygoten whz-Weibchen eine Vielzahl
kleinerer Fibrosierungsfoci, die auf ischamische Ereignisse hindeuten kdnnten. Die
Praparation der Herzen von heterozygoten whz-Mannchen ist sehr schwierig, da die
Herzen der mit MESAB anasthesierten Fische im Gegensatz zu den anderen
Fischen nicht mehr kontrahieren und strukturell so instabil sind, dass sie bei der

Praparation am AVC zerreilden.

AP %

WT-AV-Klappe T whz-AV-Klappe

Abb. 11 Histologische Schnitte adulter WT-(links) und heterozygoter whz-Weibchen. Durch die
Siriusrot-Farbung wird Bindegewebe (u. a. Herzklappen) rot gefarbt. Bei dem dargestellten
heterozygoten whz-Weibchen besteht die AV-Klappe anstatt aus drei aus nur zwei Segeln (Pfeile).
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Die Instabilitat der Herzen heterozygoter whz-Mannchen konnte die Ursache
fur deren verringerte Lebenserwartung sein. Die fehlerhafte AV-Klappenanlage und
geschlechtsspezifische Instabilitdt der Herzen stellen die abgeschwachte dominante
Form des whz-Phanotyps dar.

5.3.5 Koexpression kammerspezifischer Gene in der AV-Region von weiches
herz™*
Um die Differenzierung der morphologisch stark affektierten mutanten whz-Herzen in
Atrium und Ventrikel zu untersuchen, wird die Expression herzkammerspezifischer
Gene durch in situ-Hybridisierungen (ISH) untersucht. Dazu werden RNA-antisense-
Sonden (Riboprobes) gegen die atrial-spezifische atrial myosin heavy chain (amhc)
und gegen die Ventrikel-spezifische ventricular myosin heavy chain (vmhc) benutzt.
Wie bei WT-Embryonen kann bei mutanten whz-Embryonen 48 hpf gezeigt
werden, dass whz-Herzen aus zwei Herzkammern, einem amhc-exprimierenden

Atrium und einem vmhc-exprimierenden Ventrikel, bestehen (Abb. 13).

Abb. 12 In situ-Hybridisierung zeigt die Expressionsverteilung von amhc und vmhc in WT- und
mutanten whz-Embryonen 36 hpf. Im WT stellen amhc das Atrium, vmhc den Ventrikel und mic2
das gesamte Herz dar. In mutanten whz-Embryonen sind besonders an der AV-Region (Pfeil) amhc
und vmhc koexprimiert.

Bei genauerer Betrachtung friherer Entwicklungsstadien (24 und 36 hpf) fallt

jedoch auf, dass im Gegensatz zum WT in whz Teile der atrialen Kardiomyozyten,
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besonders an der zukunftigen AV-Region, auch vmhc exprimieren und dass amhc in
ventrikuldren Kardiomyozyten nahe der zukinftigen AV-Grenze exprimiert wird (Abb.
12). Erst nach 48 hpf ist in mutanten whz-Embryonen die Expression von vmhc im
Atrium vollstandig verschwunden. Die ventrikulare Expression von amhc konzentriert

sich jedoch auf einzelne Kardiomyozyten (Abb. 13).

Abb. 13 In situ-Hybridisierung zeigt die Expression von amhc und vmhc bei WT- und mutanten
whz-Embryonen 48 hpf. Im WT stellen amhc das Atrium, vmhc den Ventrikel und mic2 das gesamte
Herz dar. In mutanten whz-Embryonen exprimieren nur noch einzelne Kardiomyozyten des Ventrikels
atrial-spezifisches amhc. Die Pfeile markieren die AV-Region.

Die Expression atrialer Gene in einzelnen Kardiomyozyten des Ventrikels wird
auch auf Protein-Ebene untersucht. Dazu werden WT- und mutante whz-Embryonen
mit einem Antikdrper gegen Myosin (MF20) und einem Antikbrper gegen atriales
Myosin (S46) fluoreszenzmarkiert. Bei allen untersuchten mutanten whz-Herzen ab
48 hpf wird dabei in einzelnen Kardiomyozyten des Ventrikels atriales Myosin
nachgewiesen, wobei nicht nur Kardiomyozyten nahe der AV-Region, sondern auch
innerhalb der Kammern betroffen sind (Abb. 14).

Zur Untersuchung, ob dieses Phanomen (1) auf der Migration terminal
differenzierter Kardiomyozyten Uber eine moglicherweise unzureichend ausgebildete

AV-Grenze hinweg, (2) auf Assemblierungsproblemen bei der kardialen Fusion oder
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(3) Transdifferenzierungsprozessen der kammerspezifischen Kardiomyozyten beruht,

wird ein Zellverfolgungsexperiment durchgeflhrt.

Abb. 14 Doppelimmunfarbung MF20/S46, wobei MF20 Myosin (rot) und S46 atriales Myosin (griin)
markieren. In mutanten whz-Embryonen exprimieren einzelne ventrikuldre Kardiomyozyten atrial-
spezifisches Myosin (Pfeil).

Dazu wird in die Nachkommen von heterozygoten whz-Paaren im 1-4-
Zellstadium 5 ng eines GFP-Expressionsvektors injiziert, durch den GFP unter
Kontrolle des kardialen mic2-Promotors transient exprimiert wird. Die Dosis ist so
gewahlt, dass etwa 1-5 vereinzelte Kardiomyozyten pro Herz GFP exprimieren.
36 hpf werden die injizierten Embryonen fluoreszenzmikroskopisch untersucht.

Zu diesem Zeitpunkt enthalten 13 von 200 der injizierten mutanten whz-
Embryonen ausschlieBlich GFP-markierte ventrikulare Kardiomyozyten und 46
ausschlieBlich GFP-markierte atriale Kardiomyozyten. Da innerhalb von 48 h bei
keinem der mutanten whz- (n = 59) und WT-Embryonen (n = 100) eine Migration der
markierten Kardiomyozyten Uber die AV-Grenze hinweg beobachtet wird, scheint

Migration nicht als Ursache fur atriale Zellen in whz-Ventrikeln in Frage zu kommen.
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5.3.6 Misspezifikation der AV-Region in weiches herz™**

5.3.6.1 Gestorte AV-Uberleitung in weiches herz™*°

Mikroskopische Untersuchungen von mutanten whz-Embryonen 48 und 72 hpf
zeigen ungewohnliche, wellenformige und peristaltische Kontraktionen der Herzen,
die an die ersten Kontraktionen von WT-Herzen 24 hpf erinnern. Die genauere
Beobachtung dieser Kontraktionen zeigt wie bei WT-Herzen 24 hpf eine
offensichtliche Zell-zu-Zell-Signalweiterleitung Uber das gesamte Herz ausgehend
vom IFT ohne Verzégerung an der AV-Grenze. Die elektrisch isolierende Zellschicht
zwischen Atrium und Ventrikel, durch welche sequentielle Kontraktionen ermdglicht
werden, kann durch die fehlende Expression von Genen nachgewiesen werden, die
spezifisch in den ausdifferenzierten Kardiomyozyten von Atrium und Ventrikel
exprimiert und am AVC u. a. durch den Tbox-Transkriptionsfaktor Tbx2 reprimiert
werden [36, 52, 53, 56]. Zu diesen Genen gehort der atriale natriuretische Faktor
(anf) [35, 53, 59, 60], welcher nach Ausdifferenzierung der Kardiomyozyten deren
Wachstum, Proliferation und die Bildung kontraktiler Proteine reguliert [102].

Da die Herzen mutanter whz-Embryonen ohne erkennbare Verzdgerung
zwischen Atrium und Ventrikel kontrahieren, wird anhand der anf-Expression

untersucht, ob an der AV-Region kammermyokardiale Gene reprimiert werden.

Abb. 15 Darstellung der AV-Region in gesunden Herzen durch reduzierte anf-Expression. Im
Gegensatz zu WT- kann in whz-Herzen die AV-Region nicht durch eine reduzierte anf-Expression
dargestellt werden (Pfeil).

Im Gegensatz zu WT-Embryonen, die einen anf-freien AV-Ring ausbilden,

kann in mutanten whz-Embryonen die AV-Region nicht durch eine fehlende
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Expression von anf dargestellt werden (Abb. 15). Dies weist auf eine erhebliche

Entwicklungsstorung dieser Herzregion hin.

5.3.6.2 Kein spezialisiertes AV-Uberleitungssystem in weiches Herz™**

Um zu demonstrieren, dass die peristaltische Kontraktion in whz auf den volligen
Verlust eines spezialisierten AV-Uberleitungssystems zurlickzufiihren ist, werden
Zebrafischembryonen 36, 48 und 72 hpf mit dem Ca*-Kanalblocker Verapamil
behandelt, welcher durch reversible Blockade spannungsabhangiger Ca?*-Kanale
sowohl die Herzfrequenz (negative Chronotropie) und Kontraktilitat (negative
Inotropie), als auch die AV-Uberleitung am AV-Knoten (negative Dromotropie)
inhibiert.

Bei WT-Embryonen kann mit 500 uM Verapamil zu allen untersuchten
Zeitpunkten ein kompletter AV-Block erzeugt werden, was auf die Existenz eines AV-
Knotens oder zumindest von AV-Knotengewebe in Zebrafischembryonen der
untersuchten Stadien hinweist. Zwar werden durch 500 yuM Verapamil auch bei
mutanten whz-Embryonen negative inotrope und chronotrope Effekte induziert, AV-
Uberleitungsblockaden kénnen jedoch nicht erzeugt werden. Héhere Dosierungen
von Verapamil ab 2,5 mM fuhren zu kompletten chronotropen Blockaden in mutanten
und WT-Embryonen.

Diese Daten zeigen, dass in phanotypisch mutanten whz-Embryonen kein

spezialisiertes AV-Uberleitungssystem ausgebildet wird.

5.3.6.3 Transmyokardiale Expression von tbx2 in weiches herz™**®

Um Ursache und Wirkung der fehlerhaften myo- und endokardialen AVC-Entwicklung
in whz zu untersuchen, werden die Expressionsmuster verschiedener Gene
untersucht, welche die myo- und endokardiale Entwicklung des AVC regulieren.

Die myokardiale AVC-Entwicklung wird in Maus und Zebrafisch u. a. durch
den Tbox-Transkriptionsfaktor Tbx2 reguliert, der restriktiv am AVC exprimiert wird
und dort kammermyokardiale Gene, wie anf, reprimiert [34, 36, 53, 56]. Die fehlende
Repression von anf in der AV-Region von mutanten whz-Embryonen weist bereits
auf funktionelle Tbx2-Defizite oder die fehlenden Expression von tbx2 hin.

Im Gegensatz zu WT-Embryonen ist tbx2 in mutanten whz-Embryonen

deutlich starker und gleichmaRig transmyokardial exprimiert (Abb. 16).
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Diese Daten zeigen, dass in mutanten whz-Embryonen nicht nur in der AV-
Region, sondern im gesamten whz-Herzen ein AVC-spezifisches
Differenzierungsprogramm gestartet wird. Da anf dennoch in Atrium und Ventrikel
exprimiert wird, wird dort gleichzeitig ein kammerkardiomyozytenspezifisches

Differenzierungsprogramm gestartet.

Abb. 16 Expressionsverteilung von tbx2 in WT- und mutanten whz-Embryonen 48 hpf (ISH).
Wahrend tbx2 in WT-Embryonen restriktiv am AVC (Pfeil) exprimiert wird, ist die tbx2-Expression in
mutanten whz-Embryonen gleichmaRig transmyokardial.

5.3.6.4 Transmyokardiale Expression von versican in weiches herz™%

Um die Defekte in der AVC-Entwicklung in mutanten whz-Embryonen weiter zu
evaluieren, wird die kardiale Expression des extrazellularen Matrixproteoglykans
versican untersucht, einem Mitglied der Chondroitinsulfat-Proteoglycan-Familie. In
embryonalen Herzen von Zebrafisch und Maus wird es in den mesenchymalen
Kondensationen des AVC exprimiert, wo es eine entscheidende Rolle in
Zelladhasion, -migration, -proliferation und Differenzierungen des Muskel- und
Nervengewebes spielt [58, 128, 131] und damit zur AVC-Entwicklung beitragt.

Abb. 17 Expressionsverteilung von versican in WT und mutanten whz-Embryonen 48 hpf (ISH).
Wahrend versican in WT-Embryonen restriktiv. am AVC (Pfeil) exprimiert wird, ist die versican-
Expression in mutanten whz-Embryonen gleichmaRig transmyokardial.
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ISH-Analysen von WT-Embryonen 48 hpf zeigen eine starke Expression von
versican am AVC. Im Gegensatz dazu ist versican in mutanten whz-Embryonen
transmyokardial exprimiert (Abb. 17). Eine zum WT vergleichbare Lokalisation an der
AV-Grenze wird nicht festgestellt.

Wie die transmyokardiale Expression von tbx2 weist das Expressionsmuster
von versican auf ein transkardial gestartetes AVC-spezifisches

Differenzierungsprogramm hin.

5.3.6.5 Transmyokardiale Expression von gatab in weiches herz™%

Um die AVC-Defekte weiter aufzuarbeiten, wird die kardiale Expressionsverteilung
des GATA-Transkriptionsfaktors gatab analysiert, welcher die myokardiale und
mesenchymale Differenzierung des AVC durch die Transkriptionsfaktoren One eye
pinhead und Bone morphogenetic protein 2, aber auch die kardiale Fusion und
Proliferation des ventrikularen Gewebes reguliert [117, 152].

Wahrend ab 42 hpf WT-Embryonen gatab ausschlieBlich am OFT und AVC
exprimieren, ist gata in mutanten whz-Embryonen transmyokardial exprimiert, wobei
sich die AV-Region nicht durch eine starkere Expression hervorhebt (Abb. 18). Das
Expressionsmuster von gatab in whz-Embryonen entspricht damit den veranderten

Expressionsmustern von tbx2 und versican, was die These transmyokardial

gestarteter AVC-spezifischer Differenzierungsprozesse in whz festigt.
F 4

Abb. 18 Expressionsverteilung von gata5 in WT und mutanten whz-Embryonen 48 hpf (ISH).
Wahrend gatab in WT-Embryonen restriktiv. am AVC (Pfeil) und OFT exprimiert wird, ist die gatas-
Expression in mutanten whz-Embryonen gleichmaRig transmyokardial.

5.3.6.6 Transendokardiale Expression von notch1b in weiches herz™*

Die myokardiale AVC-Entwicklung ist in whz sowohl auf funktioneller, als auch auf
molekularer Ebene stark gestort. Darlber hinaus zeigen histologische Schnitte

mutanter whz-Embryonen, dass keine Rekrutierung endokardialer Zellen am AVC

64



5 Ergebnisse

stattfindet und keine Herzklappen gebildet werden. Dies zeigt, dass der Prozess der
EMT, durch den fibréses AV-Klappengewebe entsteht, in whz ebenfalls gestort ist.

Um EMT-Prozesse innerhalb von whz-Herzen zu verfolgen, wird das
Expressionsmuster von notcht1b bestimmt, welches die EMT reguliert und die
Ausbildung der Herzklappen am AVC und OFT steuert [41, 45, 127, 145]. Seine
kardiale Expression ist in WT-Zebrafischembryonen auf das Endokard des OFT und
AVC beschrankt [12, 15].

ISH-Analysen in mutanten whz-Embryonen zeigen ein stark gestortes
Expressionsmuster von notch1b. Wie fur tbx2, gatab und versican beobachtet, wird
notch1b hier zwischen 48 und 96 hpf nicht spezifisch am AVC, sondern transkardial
exprimiert (Abb. 19). Je nach Auspragung der intraatrialen Septierungen, die oft, aber
nicht immer Herzklappen und damit Anzeichen von EMT-Aktivitat zeigen, variiert
dabei das notch1b-Expressionsmuster in mutanten whz-Embryonen sehr stark. Ein
Hervorhebung der AV-Region durch eine starkere Expression wird jedoch in keinem

der untersuchten phanotypisch mutanten whz-Embryonen beobachtet.

Abb. 19 Expressionsverteilung von notch1b in WT und mutanten whz-Embryonen 48 hpf (ISH).
Wahrend notch1b in WT-Embryonen restriktiv. am AVC (Pfeil) und OFT exprimiert wird, ist die
notch1b-Expression in mutanten whz-Embryonen transendokardial, wobei verstarkt der Ventrikel und
die intaatrialen Septierungen notch1b exprimieren (Pfeil).

5.3.6.7 Fehlende Induktion der AVC-Entwicklung in weiches herz™**°

Die myo- und endkardiale Entwicklung des AVC in weiches herz™?*° ist bereits 48 hpf
stark gestort. Um weiterfihrend die Ursachen dafir zu untersuchen, wird die
Expression des bone morphogenetic protein-4 (bmp4) untersucht, welches im
Zebrafisch der frlheste molekulare Marker des AVC darstellt und dort die
Kommunikation zwischen Endokard und Myokard reguliert, dabei FGF-signaling
induziert und lokal die Proliferation der Kardiomyozyten steuert [70, 74, 91].
ISH-Analysen von Embryonen 36 und 48 hpf zeigen bei WT-Embryonen eine
Lokalisation von bmp4 am IFT, AVC und OFT. Im Gegensatz dazu fehlt bei mutanten
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whz-Embryonen die bmp4-Expression am AVC vollstandig und die sinuatriale
Expression von bmp4 ist ab 48 hpf teilweise auf das gesamte Atrium erweitert
(Abb. 20).

Dies zeigt, dass bereits die Initialisierung der AVC-Entwicklung nach der

kardialen Fusion in whz nicht stattfindet.

1= o " % % i

Abb. 20 Expressionsverteilung von bmp4 in WT und mutanten whz-Embryonen 36 und 48 hpf
(ISH). Wahrend bmp4 in WT-Embryonen restriktiv am IFT, AVC (Pfeil) und OFT exprimiert wird, wird
bmp4 in mutanten whz-Embryonen von 36 hpf an nur am IFT und OFT exprimiert.

Um zu demonstrieren, dass in mutanten whz-Embryonen das Atrium und nicht
ein vergroRerter IFT bmp4 exprimiert und damit ein AVC-spezifisches
Differenzierungsprogramm startet, wird eine kombinierte ISH-Immunfarbung mit der
bmp4-Riboprobe und dem atrial-spezifischen S46-Antikérper durchgefuhrt.

Dabei kann erstmals an WT-Embryonen gezeigt werden, dass die bmp4-
exprimierenden Kardiomyozyten atrialen Ursprungs sind, da diese gleichzeitig durch
S46 markiert werden (Abb. 21). AuRerdem kann an histologischen Schnitten der
mutanten whz-Embryonen bestatigt werden, dass am Ubergang von atrialen zu
ventrikularen Kardiomyozyten kein bmp4 exprimiert wird, wahrend atriale

Kardiomyozyten bmp4 exprimieren (Abb. 21).
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Abb. 21 Expressionsverteilung von bmp4 in WT- und mutanten whz-Embryonen 48 hpf. Die
Doppelfarbung gegen bmp4 und atriales Myosin zeigt, dass die initial bmp4-markierten
Kardiomyozyten atrialen Ursprungs sind (Pfeil). Darlber hinaus wird in mutanten whz-Embryonen die
fehlende bmp4-Expression in der AV-Region (Pfeil) und die ungewdhnliche atriale bmp4-Expression
gezeigt (Pfeil).

5.3.6.8 Normale Vaskulo- und Angiogenese in weiches herz™**°

Um zu demonstrieren, dass die in mutanten whz-Embryonen gestorte Entwicklung
des AVC und nicht ein Defekt in der Vaskulo- oder Angiogenese fur die nur
schwache Blutzirkulation verantwortlich ist, wird eine Mikroangiographie mit
fluoreszenzmarkierten Latexkigelchen durchgeflhrt, die direkt in den IFT injiziert
werden.

Bei der Injektion in mutante whz-Embryonen 48 hpf wird wie beim WT die
normale Entwicklung der dorsalen Aorta, der Kardinalvene, der intersegmentalen
Gefalle und des kaudalen Venengeflechtes festgestellt (Abb. 22).

Dies zeigt, dass ausschlieBlich der kardiale whz-Phanotyp fur die geringe Blut-
zirkulation und den embryonalen Tod der mutanten whz-Embryonen verantwortlich

ist.
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Abb. 22 Mikroangiographie mit FITC-markierten Latexkiigelchen von mutanten whz- und WT-
Embryonen 48 hpf zeigt normale Vaskulo- und Angiogenese in whz. DA = dorsale Aorta, IG =
intersegmentale Geféalle, KV = Kardinalvene.

5.4 Positionelle Klonierung von weiches herz™**

5.4.1 Genetische Kartierung von weiches herz™*

Der fir den whz-Phanotyp verantwortliche Gendefekt wird durch positionelle
Klonierung identifiziert. Dazu wird mit je 2 Pools aus phanotypisch mutanten und
nicht-mutanten Embryonen der WIK- und TL-Auszucht von whz eine initiale
Kopplungsanalyse mit 214 CA-Markern durchgefuhrt, wobei eine eindeutige
Kopplung von whz zu Linkage group 16 festgestellt wird. Anschliel3end wird der whz-
Mutationslocus anhand der publizierten genetischen Karten des Zebrafischs und
durch die Analyse von 3500 phanotypisch mutanten whz-Embryonen zwischen die
CA-Marker 21215 und Z6240 kartiert, die ein genetisches Intervall von 0,2 cM, etwa
250 kb, umfassen. Dieses wird anschlieRend durch einen yeast artificial chromosome
(YAC)-und einen bacterial artificial chromosome (BAC)-walk mit 4 BACs physikalisch
uberbruckt.  AnschlieRend wird das physikalische  whz-Intervall — durch
Sequenzanalysen von YAC- und BAC-Enden mit an- und durchsequenzierten BACs
und einer aus kurzen genomischen Fragmenten fehlerhaft assemblierten Version des
Zebrafischgenoms komplett mit Sequenzinformation gefillt. Das physikalische whz-
Intervall wird daraufhin weiter genetisch eingeengt. Das kleinste Mutationsintervall flr
whz wird durch je eine flankierende Rekombination festgelegt (entspricht 0,6 cM) und
enthalt 2 Gene, tbx20 und zgc:56020 (Abb. 23).
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Abb. 23 Klonierungsschema fiir whz. Das kleinste genetische whz-Intervall wird durch je eine
flankierende Rekombination festgelegt, liegt auf dem BAC CHORB736K15215 und beinhaltet die
Gene tbx20 und zgc:56020. Die Angaben entsprechen entkoppelten Embryonen in 3500 Meiosen.

5.4.2 Kandidatengenversuche mit tbx20 und zgc:56020

Zur Untersuchung, welches der beiden Kandidatengene fur den whz-Phanotyp
verantwortlich ist, werden drei parallele Ansatze gewahlt. Zum einen wird (1) die
kardiale Expression beider Gene durch in situ-Hybridisierung untersucht. Parallel
dazu werden (2) von WT- und mutanten whz-Embryonen gDNA und mRNA beider
Gene sequenziert und (3) beide Gene durch Morpholino antisense-Knockdown

inaktiviert.

5.4.3 Kardiale Expression von tbx20 und zgc:56020 wahrend der
Herzentwicklung

Um zu untersuchen, ob die beiden Kandidatengene durch eine frihembryonale
kardiale Expression die embryonale Herzentwicklung beeinflussen kénnen, werden
die Expressionsmuster von tbx20 und zgc:56020 mittels in situ-Hybridisierung an
Zebrafischembryonen im 48 hpf-Stadium bestimmt.

Dabei wird festgestellt, dass zcg:56020 ubiquitdr und damit auch im
embryonalen Herzen exprimiert wird (Abb. 24). tbx20 dagegen wird selektiv in
Stammbhirn, Motoneuronen, Aorta, Kiemenbdgen und dem Herzen exprimiert, wobei
sich die kardiale Expression im WT hauptsachlich auf den OFT und Teile des AVC
beschrankt. Beide Gene sind ebenfalls in den Herzen mutanter whz-Embryonen
exprimiert, wobei die tbx20-Expression ausgepragter ist als im WT.
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Abb. 24 Expressionsverteilung von tbx20 und zgc:56020 in Zebrafischembryonen 48 hpf (ISH).
zgc:56020 und tbx20 werden u. a. kardial exprimiert. Die kardiale Expression von tbx20 ist
hauptsachlich im OFT und AVC lokalisiert, wobei sich die Expression am AVC auf 3 Punkte (Pfeile,
wahrscheinlich die Klappenansatze) konzentriert. Beide Gene sind sowohl in WT-, als auch in
mutanten whz-Embryonen exprimiert, wobei tbx20 in whz-Atria deutlich starker exprimiert wird.

Da fir beide Gene eine kardiale Expression in der Herzentwicklung von WT-
und mutanten whz-Embryonen nachgewiesen werden kann, kann durch diesen

Versuch keines der Gene als Kandidat fir whz ausgeschlossen werden.
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5.4.4 Morpholino antisense-Knockdown von tbx20 phanokopiert
weiches herz™*

Um durch Vergleich der Knockdown-Phanotypen von tbx20 und zgc:56020 mit dem
whz-Phanotyp das mutagenisierte Gen zu identifizieren, werden gegen die
translatorischen Start-Stellen (Start-ATG) von tbx20 und zgc:56020 Morpholino
antisense-Oligonukleotide hergestellt (MO1-tbx20, MO-zgc:56020) und diese in WT-
Zebrafischembryonen im 1-4-Zellstadium injiziert.

100 - w hz-PT
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Abb. 25 Phanokopie des whz-Phanotyps durch tbx20-Knockdown. Der Morpholino antisense-
Knockdown von tbx20 mit MO-tbx20 phanokopiert den whz-Phanotyp in 90 % aller injizierten
Embryonen 48 hpf. MOK = Kontroll-Morpholino mit Zufallssequenz.

Durch die Injektion von 12 pg MO-zgc:56020 wird zwar bei 40 % der injizierten
Embryonen die Herzdrehung inhibiert, der whz-Phanotyp kann jedoch nicht
phanokopiert werden (nicht gezeigt). Dagegen kann durch die Injektion von 8 pg
MO1-tbx20 in 90 % der injizierten Embryonen (n = 200) der kardiale whz-Phanotyp
vollstandig phanokopiert werden (Abb. 25). Wie bei mutanten whz-Embryonen
scheint bei MO1-tbx20-injizierten Embryonen die Herzentwicklung ab 24 hpf zu
sistieren, wodurch sich zunehmend Perikardodeme und Blutstaus bilden. Bei allen

MO1-tbx20-injizierten Embryonen findet keine Herzdrehung statt. Daruber hinaus
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sind die Ventrikel verkleinert, die Atria vergroRert und die Kontraktionen peristaltisch
ohne erkennbare Verzogerung zwischen Atrium und Ventrikel.

Dieses Experiment zeigt, dass in whz eine loss of function-Mutation in tbx20,
wie sie durch den Morpholino-Knockdown simuliert wird, die Entwicklung des AVC
inhibiert.

5.4.5 Insertionsmutation in whz-tbx20-mRNA

Um den ENU-induzierten Gendefekt in tbox20 zu identifizieren, werden von WT- und
mutanten whz-Embryonen die translatierten und untranslatierten Regionen von tbx20
auf DNA- und RNA-Ebene ampilifiziert, kloniert und sequenziert. Da auch etwa 12 %
der heterozygoten whz-Embryonen den whz-Phanotyp zeigen, werden die
phanotypisch mutanten whz-Embryonen vor der RNA-Extraktion mit Hilfe der tbx20-
flankierenden CA-Marker Z1215 und Z6240 genotypisiert. Die benotigte DNA wird
aus den Schwanzen der Embryonen gewonnen.

Bei der Sequenzierung mutanter cDNA von tbx20 werden an Position 1056
zwei Insertionen von 3 (TAG) bzw. 6 (CTGTAG) Nukleotiden identifiziert, welche fur
die zusatzlichen Aminosauren Serin (S) bzw. Cystein-Serin (CS) an Position 296 des
Tbx20-Proteins kodieren (Abb. 26). Obwohl die RNA genotypisierter homozygot-
mutanter whz-Embryonen fur die Sequenzierung verwendet wird, kann dennoch in 3
von 20 sequenzierten tbx20-Klonen von whz-cDNA WT-tbx20-RNA nachgewiesen
werden. Keiner der 20 sequenzierten tbx20-Klone aus cDNA von WT-Embryonen
oder aus cDNA von nicht-whz-Embryonen (WIK-WT) zeigt dagegen eine Insertion.

Die gleichzeitig durchgefuhrte Sequenzierung der mutanten whz-cDNA von
zgc:56020 ergibt keine Veranderungen im Vergleich zum WT.

Da im kleinsten whz-Intervall nur tbx20 und zgc:56020 liegen und die
identifizierten Insertionen in whz-tbx20 ausschlieB3lich in mutanten whz-Embryonen
nachgewiesen werden konnen, mussen diese fur den loss of tbx20-function-

Phanotyp verantwortlich sein.
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Abb. 26 Sequenzierung von tbx20-cDNA aus WT- und mutanten whz-Embryonen. Die cDNA
mutanter whz-Embryonen enthalt 3 bzw. 6 zusatzliche Nukleotide, die zur Insertion zusatzlicher
Aminosauren, S bzw. CS, fihrt (grau schattiert).

Die in whz-tbx20 identifizierten Insertionen treten an der Grenze zwischen
Exon 6 und 7 inmitten eines uber alle Spezies hinweg hoch konservierten
Proteinmotivs auf und werden durch alternatives Splicen erzeugt. Dieses
konservierte Proteinmotiv befindet sich zwischen der DNA-bindenden Tbox-Domane
und der transkriptorischen Aktivatordomane von Tbx20 (Abb. 27, 28).
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whz iR HER F Rl G G Glille] S8 1. CTEP LI PTTP[AJPSEEMAKI SCSLETKELWDKFHELGTEMI
Xenopus VR SEGHITN - - - - - S SLCTEPLIPTTPIIPSEEMAKISCSLETKELWDKFHBLGTEMI
Maus INEVNE Flefelc G GRSk S SLCTEPLIPTTPIIPSEEMAKI\CSLETKELWDKFHELGTEMI
whz ITKSGRRMFPTIRVSFSGVDPDAKYIVLMDIVPVDNKRYRYAYHRSSWLVAGKADPPLPA
Xenopus ITKSGRRMFPTIRVSFSGVDEDAKYIVLMDIVPVDNKRYRYAYHRSEAWLVAGKADPPLPA
Maus ITKSGRRMFPTIRVSFSGVDPFFKYIVLMDIVPVDNKRYRYAYHRSSWLVAGKADPPLPA
whz RLYVHPDSPFTGEQLLKQMVSFEKVKLTNNELDQHGHIILNSMHKYQPRVHIIKKKDHTA
Xenopus RLYVHPDSPFTGEQLLKQMVSFEKVKLTNNELDQHGHIILNSMHKYQPRVHIIKKKDHTA
Maus RLYVHPDSPFTGEQLLKQMVSFEKVKLTNNELDQHGHIILNSMHKYQPRVHIIKKKDHTA
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v

whz SLLNLKSEEFRTFIUFWWETVFTAVTAYQNQLITIJLKIDSNPFAKGFRDSSRLTD IE[&f
Xenopus SLLNLKSEEFRTFIFMETVFTAVTAYQNQLITKLKIDSNPFAKGFRDSSRLTDIEgER
Maus SLLNLKSEEFRTFIFJJETVFTAVTAYQNQLITKLKIDSNPFAKGFRDSSRLTD IEgRE
whz VESLIEBRKHSYARSPIRTYEL\GDEIL GE EGEENNISRGSAF TEN\SDNLSLSSWVERYTS GFSGF
Xenopus VESLI QKHSYARSPIRTYGGDEDVLEEEGQQRGSAFTTSDNLSLSSWVSSTSGFSGF
Maus VESLIQKHSYARSPIRTYGEEAED VL GE EEJONO SRGSAFTTSDNLSLSSWVSSESEFI4GF

whz QHPQSLEAMGT STASLAEIPMPHPIQGSLPPYSRLGMPLTPSALASSMQEWIGPTFPSFHMP
Xenopus QHPQSLTALGTSTASLATPIPHPIQGSLPPYSRLGMPLTPSALASSMQGSGPTFPSFHMP
Maus QHPQIFLTALGTSTASMATPIPHPIQGSLPPYSRLGMPLTPSAPMASSMQGSGPTFPSFHMP
whz RYHHYFQQGPYAAIQGLRHSSTVMTPFV
Xenopus RYHHYFQQGPYAAIQGLRHSSTVMTPFV
Maus RYHHYFQQGPYAAIQGLRHSS)\VMTPFV

Abb. 27 Sequenzvergleich von whz-, Xenopus- und Maus-Tbx20. Die Abbildung zeigt die groRe
Homologie zwischen den untersuchten Spezies und die in whz identifizierten Insertionen innerhalb
eines stark konservierten Proteinmotivs (Pfeil).

whz
danio
tetraodon
fugu
xenopus
mus
human

Tbx20 T-box Aktivator
Tbx20 ( T-box H -4 X—)

Abb. 28 Domanenstruktur von Thx20 und Position der Insertionen in whz. Die in mutanter tbx20-
cDNA identifizierten Insertionen treten innerhalb eines hoch konservierten Proteinmotivs zwischen der
DNA-bindenden Tbox- und der transkriptorischen Aktivatordomane (+) auf.

Die Sequenzierung der Splicedonor- und Spliceakzeptorstellen von Intron 6 in
WT- und homozygot-mutanten whz-Embryonen ergibt keine Veranderung der whz-
Sequenz im Vergleich zum WT. Sie zeigt jedoch, dass beide Insertionen das
Ergebnis eines alternativen Splicens von Intron 6 sind, wobei das Splicosom als
Spliceakzeptorsequenz nicht wie im WT Intron-AG-Exon, sondern Intron-TG-Exon
erkennt (Abb. 29). Weitere Sequenzanalysen von Intron 6 ergeben, dass in den
mutanten whz-Embryonen eine potentielle branching point-Erkennungssequenz an
Position —66 durch eine C>T-Punktmutation verandert ist (Abb. 29). Nach Klein et al.
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[79] konnen Mutationen in branching point-Erkennungssequenzen alternative
Splicevorgange induzieren. Da die ebenfalls in Intron 6 identifizierten Insertionen und
Deletionen nicht durch ENU induziert werden konnen (ENU induziert nur
Punktmutationen und sehr selten Deletionen einzelner Nukleotide), sondern
stammspezifische Polymorphismen darstellen, ist die C>T-Punktmutation innerhalb
der potentiellen branching point-Erkennungssequenz als ursachlich fir die

Insertionen in tbx20 und damit fur den whz-Phanotyp anzusehen.

WT gtttattaaaatgcaacatatttagcctgttta---agctca

whz gtttattaaaatgcaacatatttagcctgtttaaccagctca
B.ss
WT agtg-igttgtgtaaggaattatggatatagagatatatttt
t

whz agtgatigttgtgtaaggaattatg------ gagatatatttt
C->T
WT gggctcttgtcttttgatttttgqetgtagGGAAAGTGTTGAG

whz gggctcttgtcttttgatttttgCTGTAGGGAAAGTGTTGAG

WT-Exon 7
whz-Exon 7

Abb. 29 Sequenzierung der Intron-Exon-Grenze von Intron 6/Exon 7 von tbx20. Die Integration
von 3 bzw. 6 Nukleotiden in whz-tbx20 beruht auf einer C->T-Punktmutation (-66 bp) am Anfang der
branching point-Erkennungssequenz (B.gs) von Intron 6 (Markierung). Die Deletion und Insertion in
whz-Intron 6 kénnen im Gegensatz zur Punktmutation nicht durch ENU induziert worden sein und sind
stammspezifische Polymorphismen.

5.4.6 Reduzierte Splice-Aktivitit von Intron 6 in weiches herz™**

Mutationen der branching point-Erkennungssequenz konnen alternatives Splicen
und/oder den Verlust jeglicher Spliceaktivitdt an dieser Stelle induzieren, was zu
einer Integration des Introns fuhren wirde [79, 108]. Um den Splicevorgang zwischen
Exon 6 und 7 zu quantifizieren, wird eine quantitative Real-Time RT-PCR mit fur den
Splicenachweis spezifischen Primerpaaren (Abb. 30 A) durchgefuhrt und das
Quantifizierungsergebnis gegen die Expression von 18S-RNA als housekeeping
gene normalisiert. Die untersuchten RNA-Proben werden aus Herzen von WT- und
mutanten whz-Embryonen isoliert.

Dieses Experiment flhrt zur Entdeckung einer zweiten Tbx20-Isoform, tbx20b,
die sowohl in WT-, als auch in mutanten whz-Embryonen nachgewiesen werden
kann. Sie entsteht durch Inhibierung des Splicevorgangs und damit Integration von

Intron 6, welches wenige Basenpaare nach seinem Anfang ein Stop-Codon enthalt
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(Abb. 30 A). Die Sequenzierung von tbx20b zeigt, dass in dieser Isoform durch das
frihe Stopcodon beide transkriptorischen Regulatorelemente fehlen.

Die Quantifizierung des Splicevorgangs und damit von tbx20 und tbx20b
demonstriert, dass in WT-Embryonen 38 % der tbx20-Transkripte Intron 6 enthalten
und damit tbx20b entsprechen. In mutanten whz-Embryonen betragt dagegen der
Anteil von tbx20b 47 %, was einer Reduktion der Spliceaktivitat um 27 % entspricht
(Abb. 30 B). Die Sequenzierung von 20 tbx20-Klonen von cDNA aus mutanten whz-
Embryonen ergibt, dass die Ubrigen 53 % der tbx20-Transkripte zu 80 % durch die
Insertion von 3 und 5 % durch die Insertion von 6 Nukleotiden geschadigt sind, was
zu einer deutlichen Reduzierung intakter tbx20-Transkripte, nicht aber zum
kompletten Knockout von tbx20 fuhrt. Allerdings zeigt die Tatsache, dass 100 % der
homozygot-mutanten und bis zu 12 % der heterozygoten whz-Embryonen den
typischen whz-Phanotyp, und auflerdem bis zu 25 % der heterozygoten whz-
Embryonen AV-Uberleitungsstérungen zeigen, dass die Insertionen zumindest
partiell dominant wirken.

A B
owT
tbx20 Exon 5| Exon 6 | Exon 7 | Exon 8 [~ % 161 Bwhz
4
I 6 S 12
tbx20b | Exon 5 | Exon 6 Hoiren® 3
B 08 -
S 04
— Exon5 M= Exon6 Intron 6 Exon7 p— L%‘
3 Ty 0
thx20 thx20b

Abb. 30 Quantifizierung von tbx20 (Primer 3 und 4) und tbx20b (Primer 2 und 3) in embryonalen
Herzen ergibt neben einer insgesamt leicht erhdhten Expression von tbx20 eine gesteigerte
Expression von tbx20b, die einer um 27 % reduzierten Spliceaktivitat von Intron 6 entspricht.

5.5 Genetischer rescue von whz durch Expression von WT-tbx20

Um zu zeigen, dass der whz-Phanotyp durch eine loss of function-Mutation von tbx20
verursacht wird, wird versucht, durch Expression von Zebrafisch-tbx20 in mutanten
whz-Embryonen die Auspragung des whz-Phanotyps zu verhindern und eine
normale Entwicklung des AVC zu gewahrleisten. Dazu wird die DNA von BAC
CHORB736K15215, der alle kodierenden Exons von tbx20 und die potentiellen
Promotorsequenzen enthalt, und tbx20-mRNA in die Nachkommen heterozygoter
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whz-Fische injiziert. Die injizierten Embryonen werden 48 hpf auf ihren kardialen
Phanotyp hin Uberprift, gesammelt und mit den whz-Locus-flankierenden CA-
Markern Z1215 und 26240 genotypisiert.

Durch die Injektion von 50 pg CHORB736K1521515-DNA kann bei 14 % der
injizierten mutanten whz-Embryonen (n=29) eine normale AVC-Entwicklung
gewahrleistet werden (Abb. 31). Da CHORB736K15215 auch die Gene zgc:56020
und smarcc1 mit ihren potentiellen Promotorsequenzen enthalt, wird auch tbx20-
mRNA in mutante whz-Embryonen injiziert. Durch die Injektion von 10 pg kann bei
20 % der injizierten mutanten whz-Embryonen (n = 30) die Auspragung des whz-
Phanotyps verhindert werden (Abb. 31). Daruber hinaus kann durch die mRNA-
Injektion in WT-Embryonen ein starker Uberexpressionsphanotyp erzeugt werden,

der sich durch gestérte AVC-Entwicklung und fehlende Herzdrehung auszeichnet.

120 -
. Elrescue
£ _ 100 1 EIno rescue
e
EES 80
= C
> 2
g % 60 -
2 UEJ 40 -
D N
T <
85 201
N | L
0 T T T 1
CHORB736K15215 thx20(WT) thx20(whz) thx20b
gDNA mMRNA mRNA mRNA

Abb. 31 Wiederherstellung der Herzmorphologie (rescue) in mutanten whz-Embryonen durch
die Expression von WT-tbx20 in Form von genomischer DNA (BAC CHORB736K1521515) und
MRNA. Wie erwartet ist dies durch die Expression von whz-tbx20 bzw. tbx20b nicht mdglich.

Als Kontrollexperiment werden 10-100 pg whz-tbx20-mRNA mit integriertem
Serin und 10-100 pg tbx20b-mRNA in mutante und heterozygote whz-Embryonen
injiziert. Hierbei werden weder kardiale Uberexpressionsphanotypen erzeugt, noch
kann die Auspragung des whz-Phanotyps in mutanten whz-Embryonen verhindert
werden (Abb. 31).

Dies zeigt zum einen, dass der Verlust der Tbx20-Funktion in whz durch die
transiente Expression von tbx20 kompensiert werden kann und zum anderen, dass
tbx20b nicht in die Herzentwicklung des Zebrafischs eingreift.

Alle  mutanten  whz-Embryonen, die durch die Injektion von
CHORB736K1521515-DNA oder tbx20-mRNA bis 48 hpf keinen whz-Phanotyp
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zeigen, sterben dennoch wie die Ubrigen mutanten whz-Embryonen 7-9 dpf aufgrund
kardialer Dysfunktion, was fur eine weitere kritische Rolle von Tbx20 in der
Aufrechterhaltung der kardialen Funktion nach der embryonalen Herzentwicklung
spricht, wie sie auch aufgrund der Expression von tbx20 in adulten Herzen vermutet
wird [5, 84, 97].

5.6 Verlust der transkriptorischen Aktivatorfunktion in whz-Thx20

Der Homologievergleich zu anderen Organismen zeigt, dass die in whz-Tbx20
auftretenden Insertionen eine Region zwischen der DNA-bindenden Tbox-Domane
und der transkriptorischen Aktivator-Domane betreffen, die Uber alle untersuchten
Spezies hinweg konserviert ist (Abb. 28). Neben potentiellen Anderungen in der
Tertiarstruktur, insbesondere durch die Insertion des Disulfidbricken-Bildners
Cystein, ergibt die Berechnung der Sekundarstruktur, dass ein hoch konserviertes o-
Helix-Motiv von 9 auf 6 Aminosauren verkurzt wird. Um die Auswirkung dieser
Strukturanderung auf die Funktion von Tbx20 zu untersuchen, werden alle
bekannten Funktion von whz-Tbx20 untersucht: (1) DNA-Bindung, (2)
Proteinbindung, (3) Repressor- und (4) Aktivatorfunktion.

Die Analyse der DNA-Bindungskapazitat, welche Uber die mediale Tbox-
Domane erfolgt, wird mittels EMSA (electro mobility shift analysis) an den bekannten
TBE-Sequenzen durchgefuhrt. Da weder mit WT-Tbx20, noch mit whz-Tbx20 eine
reproduzierbare DNA-Bindung gezeigt werden kann, kann an dieser Stelle keine
Aussage Uber die DNA-Bindungskapazitat von whz-Tbx20 getroffen werden.

Die Protein-Protein-Interaktion von Tbx20, welche Uber die N-terminale
Region von Tbx20 erfolgt, wird durch ein pull down-Experiment mit dem bekannten
Tbx20-Bindungspartner Nkx2.5 analysiert. Sowohl fur WT-Tbx20 als auch fur whz-
Tbx20 werden dabei gleiche Bindungskapazitaten gemessen, was daflr spricht, dass
die Protein-Protein-Wechselwirkung von whz-Tbx20 durch die Insertionen nicht
affektiert ist.

Die transkriptorische Aktivitdt von Tbx20 wird in Zellkultur mit Hilfe von
Luciferase-Experimenten analysiert. Dazu wird die Eigenschaft von Thbx20
untersucht, den anf-Promotor in Gegenwart verschiedener Transkriptionsfaktoren
differentiell zu regulieren.

Die Repressorfunktion von whz-Tbx20 wird durch die Koexpression mit Tbx5
untersucht, da Tbx20 die durch Tbx5 induzierte anf-Expression reprimiert. Wie WT-
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Tbx20 reduziert dabei whz-Tbx20 ebenfalls die Luciferase-Aktivitat um 75 %
(Abb. 32).

Dieses Experiment zeigt, dass whz-Tbx20 in vivo physikalisch und funktionell
u. a. mit Tbx5 interagieren kann und dass die Repressorfunktion uneingeschrankt
intakt ist. Zum anderen zeigt dieses Experiment, dass whz-Tbx20 nuklear lokalisiert
und dass die noch unbekannte Kernlokalisationssequenz durch die Insertionen nicht
affektiert ist.

100 -

Nkx2.5/Tbx20
O Tbhx5/Tbx20
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Nkx2.5/Tbx5 + + + +
WT-Tbx20 - + - -
whz-Tbx20(S) - - + -
whz-Tbx20(CS) - - - +

Abb. 32 Transkriptorische Funktionsanalyse von Tbx20. Wahrend die Repression der Tbhx5-
induzierten anf-Expression durch whz-Tbx20 der WT-Kontrolle entspricht, geht die synergistische
Aktivator-Funktion mit Nkx2.5 bei whz-Tbx20(S) zu 50 % und bei whz-Tbx20(CS) zu 100 % verloren.

Die Aktivatorfunktion von Tbx20 wird durch die Koexpression mit Nkx2.5
untersucht, da Tbx20 die durch Nkx2.5 induzierte anf-Expression um weitere 33 %
verstarken kann. Die Koexpression von Nkx2.5 mit whz-Tbx20(S) fuhrt dabei nur zu
einer 15 %igen Steigerung der Luciferase-Aktivitat, wahrend whz-Tbx20(CS) die anf-
Expression nicht steigern kann (Abb. 32).

Da whz-Tbx20 und Nkx2.5 physikalisch interagieren kdénnen und die
Repressorfunktion von whz-Tbx20 intakt ist, zeigt dieses Experiment, dass in whz
ausschlief3lich die Aktivatorfunktion von Tbx20 affektiert ist.
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5.7 Inhibition der endothelialen AV-Ring-Bildung durch tbx20-Knockdown

Das Fehlen der AV-Verzogerung und die Expression von anf in der AV-Region
mutanter whz-Embryonen weisen darauf hin, dass den mutanten whz-Embryonen
eine elektrisch isolierende Zellschicht zwischen Atrium und Ventrikel fehlt. Da diese
endothelialen Ursprungs ist, kann sie durch molekulare Marker des Endothels
visualisiert werden. Dazu wird in einer transgenen Zebrafischlinie, die GFP unter
Kontrolle des endothelspezifischen fli7-Promotors exprimiert, tbx20 durch Morpholino

antisense-Knockdown inaktiviert.

- ' anf

WT A

Abb. 33 tbx20-Knockdown inhibiert AV-Ring-Bildung. Der tbx20-Knockdown inhibiert die
Ausbildung des endothelialen AV-Rings (Pfeil) im Zebrafischherz, dargestellt durch fehlende fli1-
Expression bzw. vorhandene anf-Expression in der AV-Region (Pfeil).

Im Gegensatz zu Kontroll-Morpholino-(MOK-)injizierten Embryonen, welche
zwischen 36 und 48 hpf einen GFP-markierten endothelialen AV-Ring ausbilden,
fuhrt der tbx20-Knockdown dazu, dass der fur die elektrische Isolierung notwenige
endotheliale AV-Ring nicht ausgebildet wird (Abb. 33). Die Untersuchung der anf-
Expression in MO1-tbx20-injizierten Embryonen ergibt wie in mutanten whz-

Embryonen die Expression von anf an der AV-Region (Abb. 33).
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5.8 Angiogenesedefekte durch tbx20-Knockdown im Zebrafisch

tbx20-Knockdown-Embryonen entwickeln nur eine sehr schwache Blutzirkulation.
Daruber hinaus kann keine Zirkulation von Blutzellen in intersegmentalen Gefalien
beobachtet werden. Um dieses Phanomen genauer zu untersuchen, wird mit MO1-
tbx20-injizierten Embryonen 48 hpf eine Mikroangiographie mit fluoreszenz-
markierten Latexkugelchen durchgefuhrt. Dabei konnen zwar die Hauptgefalle
(dorsale Aorta und Kardinalvene), nicht aber die intersegmentalen Gefalie dargestellt
werden. Um sicherzustellen, dass die fehlende Zirkulation durch die
intersegmentalen Gefalie nicht durch den Kollaps der Blutgefalle aufgrund des durch
den Herzdefekt verursachten verringerten Blutdrucks zurtckzufihren ist, wird MO1-
tbx20 in eine transgene Fischlinie injiziert, die GFP wunter Kontrolle des
endothelspezifischen fli7-Promotors exprimiert, wodurch Vaskulo- und Angiogenese
in vivo beobachtet werden konnen.

Wahrend die Vaskulogenese bei den MO1-tbx20-injizierten Embryonen
normal verlauft, findet die Angiogenese, d.h. das Wachstum kleinerer Gefalle aus
den Hauptgefallen in die Peripherie, nicht statt (Abb. 34). So sind bei MO1-tbx20-
injizierten Embryonen 24 hpf zwar die Hauptgefalie voll ausgebildet, intersegmentale
Gefalle wie bei den MOK-injizierten Embryonen werden hingegen nicht angelegt
(Abb. 34). Erst zwischen 36 und 48 hpf bilden sich wenige verkurzte und dysmorphe
intersegmentale Gefalte aus, in denen jedoch keine Blutzirkulation beobachtet
werden kann.

Um auszuschlielRen, dass die inhibierte Angiogenese MO1-tbx20-injizierter
Embryonen auf den fruhembryonalen Verlust der Blutzirkulation zurickzufuhren ist,
wird ein weiteres Morpholino, MO-amhc, gegen die atrial-spezifische Myosin-
schwere-Kette (amhc) injiziert, welches die embryonale kardiale Kontraktilitat inhibiert
und damit den kompletten Verlust jeglicher fruhembryonaler Blutzirkulation induziert.

MO-amhc-injizierte Embryonen entwickeln zum gleichen Zeitpunkt normale
intersegmentale Gefalte wie MOK-injizierte Embryonen (Abb. 34), was zeigt, dass im
Zebrafisch spezifisch der Verlust von tbx20 die Angiogenese inhibiert. Da mutante
whz-Embryonen keine Angiogenesedefekte aufweisen, kann die in whz gestorte
transkriptorische Aktivatorfunktion von Tbx20 die Angiogenese im Zebrafisch nicht

beeinflussen.
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5.9 Tbx20b reguliert die Angiogenese im Zebrafisch

Zur Klarung der Diskrepanz in der Angiogenese zwischen MO1-tbx20-injizierten und
mutanten whz-Embryonen wird ein weiteres Morpholino gegen die Splice-Akzeptor-
Stelle von Intron 6 von tbx20 hergestellt (MO2-tbx20), was zum Verlust von Exon 7
und zu einer Leserahmenverschiebung fuhren soll. Die Injektion von 8 pg MO2-tbx20
in Zebrafischembryonen im 1-4-Zellstadium phanokopiert wie MO1-tbx20 den

kardialen whz-Phanotyp.

MO2-tbx20

Abb. 34 Untersuchung der Angiogenese in WT-, MO1- und MO2-tbx20-injizierten Embryonen.
Wahrend bei MO1-tbx20-injizierten Embryonen die Angiogenese eindeutig inhibiert ist, bilden MO2-
tbx20 injizierte Embryonen normale intersegmentale Gefalle aus (Pfeil).

Wie bei MOK-injizierten und mutanten whz-Embryonen bilden sich jedoch
24 hpf normale intersegmentalen Gefalle aus, die sich bis 72 hpf normal
weiterentwickeln (Abb. 34).

Die Sequenzierung der tbx20-mRNA aus MOZ2-tbx20-injizierten Embryonen
ergibt wie erwartet den vollstdndigen Verlust von Exon7 wund eine
Leserahmenverschiebung, die zu einem fruhen Stop direkt nach der DNA-bindenden
Tbox-Doméane und dem Verlust der transkriptorischen Regulatorelemente fuhrt. Das
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trunkierte Tbx20-Protein entspricht damit funktionell Tbx20b, das keine
transkriptorische Regulatorelemente enthalt und dessen Funktion bis dahin
unbekannt war.

Diese Daten zeigen, dass Tbx20b die Angiogenese des Zebrafischs reguliert,

zumal es keine Rolle in der embryonalen Herzentwicklung zu spielen scheint.

5.10 Ungestorte Regulation von tbx5 in weiches herz™*

Wie von Szeto et al. [140] gezeigt werden konnte, wird tbx5 in tbx20-Knockdown-
Embryonen stark hochreguliert, was auf eine direkte oder indirekte repressorische
Funktion von Tbx20 in der Regulation der tbx5-Expression hinweist. Um zu
analysieren, ob tbx5 in mutanten whz- und damit loss of tbx20 function-Embryonen
ebenfalls hochreguliert ist, wird die tbx5-Expression mittels ISH und RQ-PCR
untersucht.

Die ISH-Analysen mit WT- und mutanten whz-Embryonen 24, 36 und 48 hpf
zeigen keine Unterschiede in der tbx5-Expression im Vergleich zu WT-Embryonen
(Abb. 35).

Abb. 35 Quantifizierung von Tbx5 in whz. In situ-Hybridisierung zeigt die kardiale Expression von
tbx5 in WT- und mutanten whz-Embryonen 36 hpf.

Dieses Ergebnis wird durch RQ-PCR mittels Lightcycler mit RNA aus isolierten
embryonalen WT- und mutanten whz-Herzen und ein cDNA-Microarray-Experiment
mit RNA aus ganzen Embryonen im 48 hpf Stadium bestatigt.

Da zwar durch den tbx20-Knockdown [140], nicht aber durch den Verlust der

Tbx20-Aktivatordomane in whz die tbx5-Expression verstarkt wird (z.B. durch die
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fehlende Aktivierung eines tbx5-Repressors), muss tbx5 direkt von Tbx20 reprimiert

werden, zumal der Promotor von tbx5 Tbox-Bindeelemente enthalt.

5.11 Normale synergistische Aktivitat zwischen Tbx20 und Tbx5 in
weiches herz™*

Wie von Brown et al. [24] gezeigt, regulieren Tbx20 und Tbx5 synergistisch die
Herzentwicklung im Zebrafisch. Zur Bestatigung dieser These werden geringe Dosen
eines Morpholino antisense-Oligonukleotids gegen die Start-Stelle von tbx5 (MO-
tbx5) in die Nachkommen heterozygoter whz-Paare im 1-4-Zell-Stadium injiziert, der
Phanotyp analysiert und die Embryonen mit tbx20-flankierenden CA-Markern
genotypisiert. FUr den Fall synergistischer Aktivitat beider Transkriptionsfaktoren
sollen die heterozygoten whz-Embryonen fur reduziertes tbx5 sensitiviert sein,
wodurch statistisch mehr heterozygote whz- als WT-Embryonen einen
pathologischen kardialen oder den tbx5-Knockdown-/whz-Phanotyp zeigen sollen.

Bei der Injektion von 0,5 pg MO-tbx5 zeigen 48 hpf 26 % der injizierten
Embryonen (n=121) den whz-Phanotyp und weitere 51 % einen leicht
pathologischen Herzphanotyp. Der prozentuale Anteil von WT- und heterozygoten
whz-Embryonen ist bei den Embryonen mit leicht pathologischem Herzphanotyp
gleich. Ein heterozygoter Embryo zeigt alle Merkmale eines mutanten whz-Embryos,
was jedoch auch unter Kontrollbedingungen auftritt und auch in den
vorangegangenen Genotypisierungsexperimenten beobachtet wurde.

Bei der Injektion von 2 pg MO-tbx5 zeigen 48 hpf 63 % der injizierten
Embryonen (n = 100) den whz- und 37 % den leicht pathologischen Herzphanotyp.
Die Genotypisierung der Embryonen mit whz-Phanotyp ergibt neben allen mutanten
whz-Embryonen die gleiche prozentuale Verteilung heterozygoter und WT-
Embryonen.

Dieses Experiment zeigt, dass die synergistische Aktivitat von Tbx20 und
Tbx5 bei der embryonalen Herzentwicklung ausschliefdlich auf der Repressorfunktion
von Tbx20 beruht, die in whz nicht affektiert ist und unter anderem die Expression

von anf reguliert.
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Abb. 35 Synergistische Aktivitidt von Tbx20 und Tbx5 in whz. Heterozygote whz-Embryonen (het)
sind nicht gegenuber reduziertem Tbx5 sensitiviert, da der Effekt von MO-tbx5 auf heterozygote whz-
und WT-Embryonen gleich ist. | whz-Phanotyp, O leicht pathologischer Herzphanotyp, B wr-
Phanotyp.

5.12 Identifikation neuer Signalwege in der AVC-Entwicklung

Zur ldentifikation direkter und indirekter Zielgene des Tbx20-Transkriptionsfaktors
und an der AVC-Entwicklung beteiligter Gene wird ein Microarray-Experiment mit
einem zebrafischspezifischen cDNA-Chip (MWG-Biotech) durchgefuhrt, der Uber
14000 cDNAs und offene Leserahmen enthalt, die fur etwa 6000 unterschiedliche
Gene kodieren.

Die Auswertung des Microarray-Experiments ergibt, dass in den mutanten
whz-Embryonen 251 Gene um mehr als 200 % hochreguliert und 178 Gene um mehr
als 50 % herunterreguliert sind. Tbx20 ist dabei, wie die Quantifizierungsexperimen-
te zuvor prognostizierten, um 80 % hochreguliert, was auf eine kompensatorische
Regulation hindeutet.

Auffallig ist aulRerdem die deutliche Herunterregulation von bmp2 (-60 %),
einem Regulator von tbx20, und verschiedener kardial-spezifischer Myosine (-60 %)
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und Aktine (-50 %), was auf die verringerte kardiale Masse der whz-Herzen
zurUckzufuhren ist. Darlber hinaus sind AVC-spezifische Gene, wie bmp4 (+200 %)
und tbx2 (+240 %), deutlich hochreguliert, was bereits durch ISH-Analysen gezeigt
wurde.

Die myo- und endokardiale Entwicklung des AVC bendtigt eine Reihe von
Differenzierungs- und Migrationsprozessen von Bindegewebszellen. Deren Verhalten
wird u. a. durch die Familie der Fibroblast Growth Factor (FGF)-Gene reguliert, von
denen einige kardial exprimiert und durch verschiedene Mitglieder der Tbox- und
Bmp-Familien induziert werden [1, 115]. Da dadurch FGF-Gene oder FGF-bindende
Gene indirekte Kandidaten fur die AVC-Entwicklung sind, wird die Expression dieser
Gene untersucht. Dabei wird neben der dramatischen Herunterregulation von fgf5 (-
80 %) auch eine starke Hochregulation verschiedener fgf~-Rezeptoren, u. a. fgfr4
(+2000 %), fop (+900 %) und fgfr und fibp (+500 %) festgestellt. Dies spricht fur eine

entscheidende Rolle dieser Gene in der AVC-Entwicklung im Signalweg von Tbx20.

5.13 Phianokopie von weiches herz™** durch fgf8-Knockdown

Zur Untersuchung der Rolle FGF-assoziierter Gene in der embryonalen
Herzentwicklung wird fgf8, der einzige bekannte herzdefektassoziierte FGF und
Ligand von FGFR4, durch Morpholino antisense-Knockdown inaktiviert. Dazu wird
ein gegen die translationelle Start-Stelle (Start-ATG) von fgf8 gerichtetes Morpholino
(MO-fgf8, Prof. Michael Brand, MP| Dresden) in WT-Zebrafischembryonen im 1-4-
Zellstadium injiziert. Die Injektion von 4 pg MO-fgf8 induziert dabei starke
morphologische und funktionelle Herzdefekte, welche diese von whz phanokopieren.
Bis 48 hpf findet keine Herzdrehung statt. Zusatzlich sind die Ventrikel stark
verkleinert, die AV-Ubergéange diffus und die Kontraktionen von Atrium und Ventrikel
peristaltisch. Dieses weist auf eine entscheidende Rolle von FGF8 in der Entwicklung
des AVC hin.

5.14 Funktionelle AVC-Defekte durch Inhibierung des FGF-Signalwegs

Um die Rolle des FGF-Signalwegs in der Entwicklung des AVC weiter zu
untersuchen, werden Zebrafischembryonen nach der kardialen Fusion mit dem
FGFR-Inhibitor SU5402 (Juan-Ramon Martinez-Morales, EMBL, Heidelberg)
behandelt. Dazu werden WT-Zebrafischembryonen zwischen 24 hpf und 72 hpf in

86



5 Ergebnisse

4 yg/mL SU5402 inkubiert und die Herzfunktion in vivo beobachtet. Ab 36 hpf kann
bei allen Embryonen der komplette Verlust der Blutzirkulation festgestellt werden.
Obwohl die Herzen der behandelten Embryonen in ihrer Morphologie normal
entwickelt erscheinen, ist die ventrikulare Kontraktilitdt stark reduziert. Aufderdem
kontrahieren Atrium und Ventrikel nicht sequentiell, sondern wie in mutanten whz-
Embryonen peristaltisch. Daruber hinaus zeigt SU5402 eine negativ chronotrope
Wirkung und bewirkt bei 2 von 9 Embryonen die Umkehr der peristaltischen
Kontraktion, nun ausgehend vom Bulbus arteriosus. Diese Daten zeigen erstmals,
dass der FGF-Signalweg eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung des AV-
Uberleitungssystems und auch des Sinusknotens hat.

Da die Expression verschiedener FGFR in mutanten whz-Embryonen stark
erhoht ist, besteht die Moglichkeit, dies durch eine leichte Inhibierung des FGF-
Signalweges auszugleichen und die Auspragung des whz-Phanotyps zu verhindern.
Dazu werden mutante whz-Embryonen zwischen 24 und 72 hpf in 0,5 -4 ug/mL
SU5402 aufgezogen. Durch die suboptimalen Dosen von SU5402 kann jedoch bei
keinem der mutanten whz-Embryonen die Auspragung des whz-Phanotyps
verhindert werden. Dies lasst vermuten, dass die verstarkte Expression FGF-
bindender Proteine eine kompensatorische Feedback-Reaktion auf die fehlende

Stimulation durch Liganden ist.

5.15 Keine negativ inotropen Effekte durch SU5402 in neonatalen
Rattenkardiomyozyten

Aufgrund der stark reduzierten ventrikularen Kontraktilitat in SU5402-behandelten
Zebrafischembryonen wird der inotrope Einfluss des FGFR-Inhibitors auf
Kardiomyozyten untersucht. Dazu werden frisch isolierte und noch kontrahierende
neonatale Rattenkardiomyozyten mit 2-8 yg/mL SU5402 behandelt und uber einen
Zeitraum von 3 h beobachtet. Bei keiner der eingesetzten Konzentrationen wird
dabei ein Effekt auf die Inotropie der neonatalen Kardiomyozyten festgestellt, was
darauf schlieBen lasst, das im Zebrafisch beobachtete geringere Kontraktiliat
sekundare Ursachen hat.
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6 Diskussion

6.1 Weiches herz™** kodiert fiir tbx20

Im Rahmen der funktionellen Genomanalyse wurden durch ENU-Mutagenese
Zebrafischmutanten mit Defekten des Herz-Kreislaufsystems erzeugt [39, 54]. Diese
ermoglichen eine Charakterisierung der zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen und Signalwege und kdonnen mit wenigen Einschrankungen auf den
Menschen Ubertragen werden, um humanen Erkrankungen des Herz-
Kreislaufsystems entgegenzuwirken.

Diese Arbeit befasst sich mit der Charakterisierung der ENU-induzierten
rezessiven Zebrafisch-Herzfunktions-Mutante weiches herz"** (whz) und der
Identifizierung des verantwortlichen Gens.

Die Isolierung des in whz affektierten Genlocus erfolgte durch positionelle
Klonierung. Dazu wurde mit Hilfe einer auf Mikrosatelliten-Markern basierenden
genetischen Karte des Zebrafischgenoms, von BAC- und YAC-Walks und durch die
Analyse von 3500 mutanten whz-Embryonen das whz-Intervall auf ein 90 kb-Intervall
auf linkage group 16 mit den Genen tbx20 und zgc:56020 eingeengt. Zwar wurde fur
beide Gene eine kardiale Expression wahrend der embryonalen Herzentwicklung
nachgewiesen, aber ausschliel3lich der Morpholino antisense-Knockdown von tbx20
konnte den kardialen whz-Phanotyp kopieren.

Die Sequenzierung von tbx20-mRNA aus homozygot-mutanten whz-
Embryonen ergab bei 17 von 20 tbx20-Klonen die Insertion von 3 bzw. 6
Nukleotiden, die zur Integration einer bzw. zweier Aminosauren, Serin (S) bzw.
Cystein-Serin (CS), fuhrt. Da diese Insertionen durch alternatives Splicen von
Intron 6 erzeugt werden, wurden alle bekannten flr den Splicevorgang erforderlichen
Erkennungssequenzen des Introns sequenziert. Diese Sequenzanalysen zeigten,
dass in mutanten whz-Embryonen die potentielle branching point-
Erkennungssequenz (B.s) von Intron 6 durch eine C->T-Punktmutation (-66 bp)
verandert ist. Da durch eine solche Veranderung alternatives Splicen induziert
werden kann [79, 108], ist die C>T-Mutation an dieser Stelle als ursachlich fur die
Insertionen in whz-tbx20 anzusehen. Da Norton et al. [108] bei Defekten der
branching point-Erkennungssequenz  aullerdem reduzierte  Spliceaktivitaten
beobachtet haben, wurde der Splicevorgang an Intron 6 quantitativ untersucht, wobei

jedoch nur eine geringe Reduktion der Spliceaktivitat (-27 %) festgestellt wurde.
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Die whz-Insertionen treten in einer konservierten Region von tbx20 zwischen
der DNA-bindenden Tbox-Domane und der transkriptorischen Aktivatordoméane auf
und bewirken die Verklurzung eines konserviertes Helixmotivs, welches im WT den
Beginn der transkriptorischen Aktivator-Domane von Tbx20 darstellt. Dartber hinaus
kann die Insertion eines Cysteins die Tertiarstruktur des Tbx20-Proteins stark
verandern, indem es mit weiteren Cystein-Resten des Proteins Disulfidbrucken bildet.
Dies kann zu dramatischen Veranderungen in der Proteinstruktur und -funktion
fuhren. Um die Auswirkungen dieser Strukturveranderungen durch die whz-
Insertionen zu analysieren, wurden in Kooperation mit einem auf tbox-Gene
spezialisierten Labor (Labor Prof. Harvey, The Victor Chang Cardiac Research
Institute, Darlinghurst, NSW, Australien) verschiedene Funktionsanalysen
durchgefuhrt. Dabei wurde festgestellt, dass in whz trotz intakter Protein-Protein-
Wechselwirkung von Tbx20 mit Nkx2.5 die synergistische transkriptorische
Aktivatorfunktion beider Transkriptionsfaktoren gestort ist. Die transkriptorische
Repressorfunktion von whz-Tbx20 ist dagegen nicht affektiert, was die
Repressorwirkung am anf-Promotor durch whz-Tbx20 in Gegenwart von Tbx5 zeigte.
Die alleinige transkriptorische Aktivatorfunktion und die DNA-Bindekapazitat von
whz-Tbox20 konnte aufgrund noch unbekannter Zielsequenzen nicht analysiert
werden.

Diese Daten belegen, dass die in whz-tbx20 identifizierten Splice-Mutationen
und der damit verbundene partielle Verlust der transkriptorischen Aktivatorfunktion im
homozygoten Zustand den kardialen whz-Phanotyp ausldsen.

Darlber hinaus zeigte der Vergleich des kardialen Phanotyps von whz mit
dem des Morpholino antisense-Knockdowns von tbx20, dass der partielle Verlust der
transkriptorischen Aktivatorfunktion von Tbx20 in whz, obwohl noch geringe Mengen
WT-tbx20 exprimiert werden, einem fur die Herzentwicklung funktionellen tbx20-
Knockout gleichzusetzen ist. Den Beweis daflr lieferte ein Experiment, in dem es
durch die Expression von WT-tbx20 in mutanten whz-Embryonen gelang, die
Auspragung des kardialen whz-Phanotyps zu verhindern (sog. genetischer rescue).
Da durch die Expression von whz-tbx20 und einer zweiten isolierten Isoform von
tbx20, tbx20b, die keine transkriptorischen Regulatorelemente enthalt, kein
genetischer rescue von whz moglich war, wurde gezeigt, dass die Herzentwicklung
im Zebrafisch zumindest von der funktionell intakten Aktivatordoméane von Tbx20

abhangt.
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Um zum einen die Rolle von Tbx20, seiner funktionellen Doméanen und
Isoformen in der embryonalen Zebrafischentwicklung und zum anderen die
embryonale Herzentwicklung selbst zu untersuchen, wurden mutante whz- und
tbx20-Knockdown-Embryonen mit molekularbiologischen und histologischen
Methoden untersucht.

Das Ergebnis dieser Analysen war, dass durch den Verlust der Tbx20-
Funktion Zebrafischherzen sowohl morphologisch, als auch funktionell stark affektiert
sind. Ein charakteristisches Merkmal phanotypisch mutanter whz-Embryonen ist,
dass die Entwicklung des atrioventrikularen Kanals (AVC) in einem sehr frihen

Stadium gestort wird.

6.2 Normale kardiale Fusion in weiches herz™*°

Die Herzentwicklung mutanter whz-Embryonen verlauft bis 24 hpf normal. Ebenso
wie in WT-Embryonen und bei tbx20-Knockout-Embryonen in der Maus [129, 138,
141] fusioniert das normal bilateral angelegte Herzfeld zu einem peristaltisch
kontrahierenden Herzschlauch, der aus einer inneren Endokardschicht und einer
aulReren Myokardschicht besteht [50, 94, 132, 146, 152, 159].

Die Fusion der zwei Herzfelder ist u. a. von dem Tbx20-Interaktionspartner
Gatab abhangig [117], der wahrend der gesamten embryonalen Herzentwicklung mit
Tbx20 koexprimiert wird [118, 119, 152]. Um zu untersuchen, ob eine gestorte
synergistische Funktion beider Gene den kardialen whz-Phanotyp auslost, wurde der
publizierte gata5-Knockout- [117, 118, 147] mit dem eigenen tbx20-Phanotypen
verglichen.

So fuhrt der Verlust der Gata5-Funktion im Zebrafisch zu stark reduziertem
ventrikularem Gewebe und zur Cardia bifida, d.h. der Ausbildung zweier getrennter
Herzanlagen aufgrund fehlender Verschmelzung der Herzfelder [117]. DarUber
hinaus spielt Gata5 durch die Regulation von nkx2.5 eine wichtige Rolle bei der
Differenzierung endo- und myokardialer Zellen [118, 119, 147]. Dass dies auch durch
die transkriptorische Regulation von bmp4 und verschiedener Mitglieder der FGF-
Familie erfolgt, zeigt die Tatsache, dass durch gata5-Knockout-induzierte
Differenzierungsstérungen des Myo- und Endokards durch die Uberexpression von
eFGF und bmp4 kompensiert werden konnen [118, 147, 152].

Wie beim gata5-Knockout ist in mutanten whz-Embryonen das ventrikulare

Gewebe stark reduziert - Zellzahlungen ergaben um 2zwei Drittel reduzierte
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ventrikulare Kardiomyozytenzahlen - eine Cardia bifida wurde jedoch nie beobachtet.
Dennoch wurden in mutanten whz-Embryonen Hinweise auf eine gestorte
Kardiomyozytenassemblierung wahrend der kardialen Fusion gefunden. Wahrend in
WT-Embryonen nach der kardialen Fusion die ventrikularen und atrialen
Kardiomyozytenpopulationen streng voneinander abgegrenzt sind [29, 35, 62, 130,
152], wurde bei mutanten whz-Embryonen eine Durchmischung dieser
Zellpopulationen beobachtet. Besonders bei mutanten whz-Embryonen 24 und
36 hpf konnte im Atrium die Koexpression atrialer Gene mit Ventrikel-spezifischen
Genen, z.B. der ventricular myosin heavy chain (vmhc) beobachtet werden. Die
Ursache fur dieses Phanomen ist bisher unklar, konnte aber auf eine fehlerhafte
Assemblierung der Kardiomyozytenpopulationen - moglicherweise aufgrund gestorter
Interaktion von Gata5 mit Tbx20 - zurtickzufihren sein, zumal eine Migration von
Kardiomyozyten Uber die AV-Region hinweg nicht beobachtet wurde.

Des Weiteren wird an der AV-Region, wo im WT tbx20 und gatab koexprimiert
werden, in mutanten whz-Embryonen kein bmp4 induziert. Da Gata5 Uber bisher
unbekannte Mechanismen bmp4 induziert [118], physikalisch mit Tbx20 interagiert
[137] und durch Verlust der transkriptorischen Aktivatorfunktion in whz-Tbx20 am
AVC kein bmp4 induziert wird, ist davon auszugehen, dass bmp4 im WT durch die
synergistische Aktivatoraktivitat von Gata5 und Tbx20 induziert wird und damit ein

direktes Zielgen von Tbx20 ist.

6.3 Regulation der Herzentwicklung durch Tbx20 und Nkx2.5

Die Differenzierung der Kardiomyozyten und Entwicklung des Herzens nach der
kardialen Fusion ist u. a. von dem Homeobox-Gen nkx2.5 abhangig [94], welches
ebenfalls ein wichtiger Interaktionspartner von Tbx20 ist und in der embryonalen
Herzentwicklung mit tbx20 koexprimiert wird [16, 137, 143, 152]. Der Verlust der
Nkx2.5-Funktion fuhrt in der Maus zu einem Entwicklungsstop in der Herzentwicklung
direkt nach der kardialen Fusion [16, 29, 53, 140, 144], da dadurch der myocyte
enhancer factor 2C (mef2c) nicht induziert wird, der zusammen mit Nkx2.5, Bmp4
und Gata4 die embryonale Herzentwicklung reguliert [71, 130]. Daruber hinaus sind
in der Maus und beim Menschen verschiedene Mutationen von nkx2.5 bekannt, die
dominante kardiale Entwicklungsstérungen induzieren. So flhren heterozygote
Mutation der DNA-Bindedomane von Nkx2.5 zu Signalweiterleitungsstérungen und
AV-Blocken [16, 72, 125]. Der alleinige Knockdown oder Knockout von nkx2.5 im
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Zebrafisch hat jedoch weder im homozygoten noch heterozygoten Zustand Einfluss
auf die Herzentwicklung, was flr kompensatorische Regulationsmechanismen durch
andere Homeobox-Gene, wie nkx2.3 oder nkx2.7, im phylogenetischen Zweig des
Zebrafischs spricht.

Der kardiale Phanotyp mutanter whz-Embryonen zeichnet sich, wie der
nkx2.5- bzw. tbx20-Knockout-Phanotyp der Maus [129], durch einen scheinbaren
Entwicklungs- und Differenzierungsstop nach der kardialen Fusion aus. So findet
kein Herzlooping, keine klare Separierung von Atrium und Ventrikel und kein
Wechsel von peristaltischer zu sequentieller Kontraktion statt. Zusatzlich zeigte die
langsame wellenformige Ausbreitung der Kontraktionen innerhalb der Herzkammern
in whz eine sehr unreife Zell-zu-Zell-Signalweiterleitung, wie sie in ausgereifteren
Herzen nicht mehr vorkommt [100]. Die fehlende Reife der whz-
Kammerkardiomyozyten wurde auch durch die transmyokardiale Expression von
versican und gatab gezeigt, die im WT ausschlieBlich von AV- und unreifen
Kammerkardiomyozyten bis 42 hpf exprimiert werden [152].

Daruber hinaus zeigten 25 % der heterozygoten whz-Embryonen, wie
ebenfalls bei heterozygoten nkx2.5-Mutationen in Mensch und Maus beobachtet [16,
72, 125], Defizite in der AV-Uberleitung, die durch AV-Blécke 2. und 3. Grades
charakterisiert sind.

Diese Daten weisen auf eine wichtige kooperative Rolle von Nkx2.5 und
Tbx20 in der embryonalen Herzentwicklung und, wie im Folgenden beschrieben, der
Entwicklung des AVC hin. Dies wurde bereits aufgrund der synergistischen
transkriptorischen Aktivitat beider Gene u. a. bei der Aktivierung des Promotors von
anf vermutet [14, 53], das uber verschiedene Mechanismen Wachstum und
Proliferation reifer Kardiomyozyten reguliert [53, 59, 102, 141]. Wie in der
vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, ist genau diese synergistische transkriptorische
Aktivitat von Nkx2.5 und Tbx20 durch die whz-Insertionen gestoért, was in whz, sowie

beim nkx2.5-Knockdown der Maus [16, 29], die Herzentwicklung inhibiert.

6.4 Tbx20 initiiert die Entwicklung des atrioventrikularen Kanals

Die Entwicklung des AVC und der AV-Klappen, die in whz gestort ist, hangt von
vielen Faktoren ab. Sie setzt voraus, dass eine mediale Region des initialen

Herzschlauchs als AV-Region definiert wird, was wahrend oder direkt nach der

92



6 Diskussion

kardialen Fusion erfolgt. Anschlieend bilden sich unabhangig voneinander erst ein
spezialisiertes SignalUberleitungssystem und dann AV-Klappen aus [15].

Die Markierung einer Herz-Region als AV-Region kann durch die spezifische
Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren wie bmp4 verfolgt werden, die lokal
durch gezielte Eingriffe in Proliferations- und Transdifferenzierungsprozesse von Kar-
diomyozyten die Formation des AVC-Myokards und -Endokards induzieren [19, 32,
36, 56, 70, 74, 91, 139].

Die Expression von bmp4 ist der friheste bekannte molekulare Marker der
AV-Region und der bmp4-Knockout in der Maus stort wahrend der embryonalen
Herzentwicklung u. a. die Ausbildung des AVC und das Herzlooping [20, 70, 74].

Um zu untersuchen, ob in mutanten whz-Embryonen eine Herzregion als AV-
Region definiert wird, wurde das Expressionsmuster von bmp4 analysiert. Dabei
wurde im Gegensatz zu WT- in whz-Embryonen das vollige Fehlen von bmp4-
Expression im Bereich der AV-Region beobachtet. Dies bewirkt, dass wie beim
bmp4-Knockout in Maus und Xenopus [20, 74, 91] in mutanten whz-Embryonen kein
Herzlooping und keine Einschnirung zwischen Atrium und Ventrikel durch lokale
asymmetrische Proliferation der AV-Kardiomyozyten stattfindet. Im Gegensatz zum
whz-Phanotyp findet in der Maus jedoch eine normale Entwicklung der sog.
endokardialen cushions, transienten Strukturen, die aus zur AV-Region migrierenden
und dort proliferierenden Endokardzellen bestehen, und der Herzklappen statt. Die
fehlende bmp4-Expression an der AV-Grenze mutanter whz-Embryonen Iasst
vermuten, dass Tbx20 normalerweise die initiale myokardiale Definition der AV-
Region reguliert, was entweder durch die Induktion von bmp4 erfolgt oder durch
bmp4-Expression verfolgt werden kann. Dass zusatzlich auch die endokardiale
Entwicklung des AVC in whz inhibiert wird, weist darauf hin, dass im WT neben bmp4
noch weitere Gene durch Tbx20 induziert werden mussen, die die Entwicklung des
AVC-Endokards regulieren.

Interessanterweise induziert der Morpholino antisense-Knockdown von bmp4
im Zebrafisch keine erkennbaren Defekte der AVC- oder Herzentwicklung. Dieses
weist auf kompensatorische Regulationsmechanismen durch andere Mitglieder der
BMP-Familie im phylogenetischen Zweig des Zebrafischs hin, welche in whz und
durch den tbx20-Knockout ebenfalls affektiert sein missen.

Um die Entwicklung der AV-Region in mutanten whz-Embryonen im Detail zu

untersuchen und weitere Zielgene von Tbx20 zu identifizieren, wurden die
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Expressionsmuster von anf sowie AVC-spezifischer Gene, wie tbx2, gatab, versican
und notch1b, untersucht.

Die fehlende Initialisierung der AVC-Entwicklung in whz, die im WT durch die
Expression von bmp4 verfolgt werden kann, hatte bedeuten kdnnen, dass Gene, die
fur die weitere AVC-Entwicklung notwendig sind, ebenfalls nicht induziert werden.
Anders als erwartet ergaben die Expressionsanalysen von thbx2, gata, versican und
notch1b, die im WT nach der Induktion von bmp4 an der AV-Region regional
begrenzt induziert werden, in mutanten whz-Embryonen eine gesteigerte und
gleichmalig transkardiale Expression dieser Gene, was beim tbx20-Knockout in der
Maus auch fur tbx2 beschrieben wird [27, 129, 138].

Die Folgen der transkardialen Expression dieser Gene, besonders die von
tbx2, kann einzelne Aspekte des kardialen whz-Phanotyps erklaren:

Die transmyokardiale Uberexpression von tbx2 im Zebrafisch inhibiert die
Reifung der Kardiomyozyten zu kontraktilen Kammerkardiomyozyten und deren
Proliferation durch die Repression verschiedener Zellzyklusgene, wie anf, n-myc und
cyclinA2 [53, 56, 90]. Das Ergebnis sind stark verkleinerte Herzen, deren rudimentar
ausgebildete Herzkammern an einen unterentwickelten Herzschlauch erinnern [27,
28, 36, 56, 73, 90, 110, 112, 121].

Zwar wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass sich in mutanten whz-Embryonen
kontrahierende atriale und ventrikulare Herzkammern ausbilden, eine Ausreifung in
Kammerkardiomyozyten scheint jedoch nicht ausreichend stattzufinden. Dies wird
durch die Koexpression AVC-spezifischer Gene, wie versican und gata, die nur von
AV- und unreifen Kammerkardiomyozyten exprimiert werden, mit dem
kammerkardiomyozytenspezifischen anf, sowie durch partielle Koexpression
kammerspezifischer Gene wie amhc und vmhc deutlich. Die transmyokardiale
Expression von tbx2 koénnte zusatzlich auch die Ursache fur die verringerte
ventrikulare Proliferation und die unreife und langsame Erregungsleitung innerhalb
beider Herzkammern sein.

Dies weist auf gestorte Entwicklung eines Erregungsleitungssystems innerhalb
der Kammern hin, dessen Ausbildung in der Maus u. a. von den
Transkriptionsfaktoren Nkx2.5 und Tbx2 abhangt, deren Expressionsmuster bzw.
Funktion in whz gestort ist [36, 125].

Die fehlende Verstarkung der tbx2-Expression in der AV-Region von whz-
Embryonen ist auch die Ursache fur die fehlende Repression von anf an dieser
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Stelle. Die Folge ist die fehlerhafte Ausbildung des AV-Uberleitungssystems, das im
WT eine sequentielle Kontraktion von Atrium und Ventrikel erzeugt [34, 36, 53, 59]
und durch reduzierte anf-Expression dargestellt werden kann.

Das Fehlen des isolierenden AV-Rings in mutanten whz-Embryonen wurde in
dieser Arbeit durch die Expression von anf in der AV-Region und durch den tbx20-
Knockdown in einer transgenen Fischlinie demonstriert, die GFP unter Kontrolle das
Endothel-spezifischen fli1-Promotors exprimiert. Wahrend Kontroll-Morpholino-
injizierte WT-Embryonen zwischen 36 und 48 hpf einen Ring aus endothelialen
Zellen zwischen Atrium und Ventrikel entwickelten, fand dies beim tbx20-Knockdown
nicht statt. Wie in mutanten whz-Embryonen wird in diesen Embryonen daher ein
weder morphologisch noch funktionell intakter AVC gebildet, der keine sequentielle,
sondern peristaltische Kontraktionen von Atrium und Ventrikel bewirkt. Dies wurde
auch dadurch gezeigt, dass durch Ca”*-Kanal-Blockade, die im WT die AV-
Uberleitung stért, in mutanten whz-Embryonen keine negativ dromotropen Effekte
induziert werden kdnnen.

Die AV-Klappen bilden sich aus endokadialen cushion-Zellen, die durch
endothelial-zu-mesenchymale Transformationen (EMT) transdifferenzieren und in die
extrazellulare Matrix zwischen Endokard und Myokard einwandern [13, 15, 47, 86,
87, 106, 133]. Eine essentielle Voraussetzung fur diesen Prozess, der unabhangig
von der Bildung des endothelialen AV-Ringes ist, ist die Markierung einer Herzregion
als AV-Region und die Prasenz hamodynamischer Scherkrafte im Herzen [13, 61].
Die Spezifizierung der AV-Region als solche hat jedoch bei mutanten whz-
Embryonen nicht adaquat stattgefunden und Gene, welche in WT-Embryonen die
AV-Region definieren, wie tbx2, versican und bmp4, sind, wie in der vorliegenden
Arbeit gezeigt, nicht spezifisch an der AV-Region exprimiert. Da aber dennoch
hamodynamische Scherkrafte in mutanten whz-Herzen auftreten, werden Gene, wie
gatab und notch1b, induziert, die flr die endokardiale Entwicklung, also fur EMT bzw.
Herzklappenbildung, bendtigt werden. Da jedoch in mutanten whz-Embryonen keine
Herzregion als AV-Region festgelegt ist, findet die Induktion dieser myokardialen
AVC-Gene nicht lokal begrenzt am AVC, sondern transkardial statt.

Weshalb in mutanten whz-Embryonen im Gegensatz zu WT-Embryonen, in
denen notch1b transendokardial Uberexprimiert wird, die Notch1b-Aktivitat bei der
Verstarkung der EMT und Herzklappenbildung nicht auf den AVC beschrankt bleibt
[15], ist bislang unklar. Ein wichtiger Faktor bei der Begrenzung der Notch1b-Aktivitat
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scheint jedoch Bmp4 zu sein. Ein wichtiges Indiz dafur ist, dass bmp4 im WT mit
notch1b koexprimiert wird und dass in whz nur die Herzregionen EMT-Aktivitat

zeigten (Klappenrudimente ausbilden), die notch1b und bmp4 koexprimieren.

6.5 Aktivator- und Repressorfunktion von Tbhx20 essentiell fur
AVC-Entwicklung im Zebrafisch

Die in whz beobachteten Defekte des AV-Uberleitungssystems kdénnen auch auf eine
Dysregulation oder einen partiellen synergistischen Funktionsverlust von Tbx5
zurtckzufihren sein, das physikalisch mit Tbx20 interagiert [24, 112, 142] und
maoglicherweise durch Tbx20 reguliert wird [99, 111, 140]. So sind AV-Septumdefekte
und AV-Uberleitungsstdorungen beim Menschen mit Mutationen in Tbx5 assoziiert
(Holt-Oram-Syndrom) und der tbx5-Knockout-Phanotyp beim Zebrafisch ist dem von
whz ahnlich [24, 46, 140]. Dartber hinaus kann Tbx5 den anf-Promotor aktivieren,
was durch Tbx20 inhibiert wird. In embryonalen WT-Herzen wird tbx5
transmyokardial exprimiert, wobei die Expression an der AV-Grenze deutlich
verstarkt ist [92, 111, 112, 122, 142].

Expressionsanalysen von tbx5 in mutanten whz-Embryonen zwischen 24 und
48 hpf zeigten in der vorliegenden Arbeit keine Expressionsunterschiede im
Vergleich zum WT mit der Einschrankung, dass in whz an der AV-Grenze keine
starkere Expression zu erkennen war als im umgebenden Kammermyokard. Das
Ergebnis wurde durch eine herzspezifische RNA-Quantifizierung mittels Real time-
PCR und einen cDNA-Microarray bestatigt. Diese Ergebnisse belegen die
Ergebnisse von Brown et al. [24] und Takeuchi et al. [141], welche keine Regulation
von tbx5 in tbx20-Knockout-Mausen beobachtet haben bzw. eine Autoregulation von
tbx5 postulieren [103, 111, 112]. Da jedoch Szeto et al. [140] und McCallum et al.
[99] eindeutig eine Verstarkung der tbx5-Expression durch tbx20-Knockdown erzeugt
haben, muss tbx5 direkt durch die Repressordomane von Tbx20 reguliert werden, die
in whz nicht affektiert ist. Dies konnte in diesem Experiment jedoch nicht untersucht
werden, da in whz ausschlieRlich die Aktivatordomane von Tbx20 affektiert und die
Repressorfunktion voll intakt ist.

Da die kooperative transkriptorische Aktivitat von Tbx20 und Tbx5 intakt ist,
wurde untersucht, ob diese fur die Entwicklung des AVC erforderlich ist. Dazu
wurden, in Anlehnung an die Experimente von Brown et al. [24], geringe und

suboptimale Dosen des tbx5-Morpholinos in die Nachkommen heterozygoter whz-
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Fische injiziert, wodurch bei 51 % der injizierten Embryonen ein leicht pathologischer
kardialer Phanotyp induziert werden konnte, der sich durch eine langsame
Ausbreitung der Erregung, langsame Blutzirkulation, Perikardddeme und/oder AV-
Blocke auszeichnete. Da die prozentuale Verteilung von heterozygoten whz- und
WT-Embryonen bei diesen Embryonen gleich war, sind die heterozygoten whz- und
damit partiell tbx20-defizienten Embryonen nicht flr reduzierte tbx5-Expression
sensitiviert.

Dieses Ergebnis zeigt, dass die Aktivatorfunktion von Tbx20 keine Rolle bei
der synergistischen Aktivitat von Tbx20 mit Tbx5 spielt. Da aber durch den tbx5-
Knockdown whz-ahnliche AVC-Defekte in WT- und heterozygoten whz-Embryonen
erzeugt wurden, muss Tbx5 und damit auch die in whz intakte und mit Tbx5
synergistisch wirkende Repressorfunktion von Tbx20 an der AVC-Entwicklung

beteiligt sein.

6.6 Regulation der Angiogenese im Zebrafisch durch Tbx20b

In einem weiteren Experiment der vorliegender Arbeit wurde in WT- und whz-
Embryonen eine zweite Funktion von Tbx20 in der Angiogenese des Zebrafischs
entdeckt und funktionell Tbx20b zugeordnet, einer verkurzten Isoform von Tbx20, der
alle transkriptorischen Regulatorelemente fehlen. Dazu fuhrte die Beobachtung, dass
im Gegensatz zu mutanten whz-Embryonen tbx20-Knockdown-Embryonen (MO1-
tbx20) keine bzw. stark verklrzte intersegmentale Gefalle ausbildeten. Dies
demonstriert eine wichtige Rolle von Tbx20 in der Angiogenese des Zebrafischs,
welche zuvor schon von Szeto et al. [140] postuliert und aufgrund der transienten
Expression von tbx20 in den Hauptgefallen vermutet wurde.

Da mutante whz-Embryonen, wie angiographisch gezeigt, keine Angiogenese-
Defekte aufweisen, kann der Verlust der transkriptorischen Aktivatorfunktion von
Tbx20 die Angiogenese nicht beeinflussen. Um dieses zu bestatigen und
weiterfuhrend zu untersuchen, wurde ein Morpholino antisense-Oligonukleotid gegen
die Splice-Akzeptorstelle von Intron 6 hergestellt (MO2-tbx20), welches zum
kompletten Verlust von Exon 7, zur Verschiebung des Leserahmens und damit zu
einem frihen Stop direkt nach DNA-bindenden Tbox-Domane fuhrt. Damit entsprach
das trunkierte Protein funktionell Tbx20b, dessen Funktion bis dahin unbekannt war.
Die Injektion von MO2-tbx20 induzierte wie die von MO1-tbx20 den kardialen whz-

Phanotyp. Im Gegensatz dazu entwickelten die MO2-tbx20-injizierten Embryonen
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jedoch normale intersegmentale Gefalle vergleichbar mit WT- und mutanten whz-
Embryonen.

Dieses Experiment zeigte, dass die transkriptorischen Regulatorelemente von
Tbx20 fur die AVC-Entwicklung im Zebrafisch bendtigt werden. Dies spricht flr eine
spezifische Rolle von Tbx20b, welches eine intakte Tbox- und C-terminale Protein-
Protein-Interaktionsdomane besitzt, in der Angiogenese des Zebrafischs. Diese
Isoform wurde auch in der Maus und dem Menschen gefunden [84, 97]. Sollte es dort
ebenfalls die Angiogenese und damit mdglicherweise auch die Ausbildung von
Koronargefalden regulieren, koénnten angeborene Herzfehler mit kombinierten
Septum-, Klappen- und KoronargefalRdefekten mit Mutationen in tbx20 assoziiert
sein. Da die Angiogenese jedoch auch von der fruihen Neurogenese abhangt und
tbx20 in vielen Bereichen des embryonalen Gehirns und in Motoneuronen exprimiert
wird, konnte die durch MO1-tbx20 induzierten Angiogenesedefekte ein Hinweis auf
neuronale Fehlentwicklungen sein, die nicht von den transkriptorischen

Regulatorelementen von Tbx20, sondern nur von Tbx20b abhangen.

6.7 Identifikation neuer Signalwege in der Entwicklung des AVC

Weiches herz™* erméglicht erstmalig, detailliert die AVC-Entwicklung und die Rolle
von Tbx20 in der AVC-Entwicklung aufzuzeigen, zumal die Ausbildung des AVC in
einem sehr frihen Stadium gestort ist und keine weiteren offensichtlichen
Organdefekte vorliegen. Zur Identifikation neuer Signalwege in der Entwicklung des
AVC und der Herzklappen wurde daher ein zebrafischspezifischer cONA-Microarray
mit Uber 14.000 cDNAs durchgefuhrt. Die Auswertung des Microarray-Experiments
ergab, dass in den mutanten whz-Embryonen 251 Gene um mehr als das doppelte
hochreguliert und 178 Gene um mehr als 50 % herunterreguliert sind.

Unter den weniger stark exprimierten Genen in mutanten whz-Embryonen sind
verschiedene kardial-spezifische Myosine (-60 %) und Aktine (-50 %). Dies wurde
aufgrund der konfokalmikroskopischen Aufnahmen der ventrikularen Myofilamente
erwartet, da diese im Vergleich zum WT in mutanten whz-Embryonen deutlich
weniger dicht ausgebildet sind und die kardialen Masse verringert ist. Dies beruht
zum einen auf der durch Notch1b und Tbx2 inhibierten Expression kontraktiler
Proteine und zum anderen auf der ventrikularen Hypoplasie, die auf eine verringerte
Proliferation und nicht auf verstarke Apoptose der ventrikularen Kardiomyozyten

zurtckzufihren ist.
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Auffallig war eine starkere Expression von tbx20 (+80 %) und reduzierte
Expression von bmp2 (-60 %) in mutanten whz-Embryonen. Die Hochregulation von
tbx20, die auch in der quantitativen Real time-PCR beobachtet wurde, weist auf eine
kompensatorische Regulation von Tbx20 auf Basis der affektierten Aktivatorfunktion
hin. Gleichzeitig lasst die reduzierte Expression von bmp2, das Tbx20 induzieren
kann [111, 112, 137], einen negativen Feedback-Mechanismus auf Basis intakter
Tbx20-Funktionen vermuten, der ein Uberangebot von Tbx20 erkennt [78, 111, 119].

Da bmp4, das im Gegensatz zu WT- in mutanten whz-Embryonen nicht in der
AV-Region exprimiert wird, und verschiedene Mitglieder der Tbox-Familie den FGF-
Signalweg induzieren konnen, wurde im Microarray die Expression von Mitgliedern
der FGF-Familie und deren Rezeptoren genauer untersucht. Dabei fiel in whz die
deutlich geringe Expression von fgf5 (-80 %) und die erheblich verstarkte Expression
verschiedener FGF-bindender Proteine, u. a. fgfr4 (+2000 %), fop (+900 %) und fgfr
und fibp (+500 %) auf, was auf eine Regulation dieser Gene durch Tbx20 schlie3en
lasst, wie bereits von Griffin et al. [50] vermutet wurde. Der FGFR4 ist ein Rezeptor
fur das kardial exprimierte fgf8 [64, 75] und der fgf8-Knockout [1, 115] bzw. -
Knockdown im Zebrafisch kopiert den whz-Phanotyp. Da demnach FGF8 an der
Entwicklung des AVC beteiligt ist, kann dies von seinem kardialen Rezeptor FGFR4
gleichfalls vermutet werden. Die Hochregulation der FGF-bindenden Proteine und
Rezeptoren in whz kdonnte einerseits durch die fehlende Aktivatorfunktion von Tbx20,
andererseits durch fehlende Stimulation durch deren kardiale Liganden bedingt sein.
Als Kandidat dafur kommt FGF5 in Frage, welcher durch seine reduzierte Expression
in whz und kardiale Expression (nicht gezeigt) mdglicherweise ein direktes Zielgen
von Tbx20 ist, wahrend er in whz durch den Verlust der transkriptorischen
Aktivatorfunktion von Tbx20 nicht induziert wird. Zur Klarung dieser Frage sind
jedoch noch eine Reihe weiterer Experimente notwendig, die eine Regulation von
fgf6 durch Tbx20 und die Rolle von FGF5 in der AVC-Entwicklung untersuchen
sollen.

Zur weiteren Untersuchung der Rolle von FGF-Rezeptoren bei der AVC-
Entwicklung wurden Zebrafischembryonen nach der kardialen Fusion bzw. vor und
wahrend der AVC-Entwicklung mit dem FGF-Rezeptor-Inhibitor SU5402 behandelt
[95]. Diese Embryonen bildeten zwar morphologisch unauffallige Herzen mit
phanotypisch normalem AVC aus, zeigten jedoch keine sequentielle, sondern

peristaltische Kontraktionen von Atrium und Ventrikel. Dieses Experiment beweist die
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entscheidende Rolle des FGF-Signalwegs in der Entstehung des AV-
Uberleitungssystems, das fiir die sequentielle Kontraktion von Atrium und Ventrikel
verantwortlich ist.

Des Weiteren induziert SU5402 negativ inotrope Effekte im Ventrikel. Um zu
untersuchen, ob der FGF-Signalweg einen direkten Einfluss auf die Kontraktilitat von
Kardiomyozyten hat, wurden daraufhin kontrahierende neonatale
Rattenkardiomyozyten mit SU5402 behandelt und der Verlauf der Kontraktilitat
verfolgt. Da der FGFR-Inhibitor keinen Einfluss auf die Kontraktilitat der
Kardiomyozyten hatte, muss die beobachtete reduzierte ventrikulare Kontraktilitat ein
sekundarer Effekt aufgrund der SU5402-induzierten Morphogenesedefekte des AVC

sein.

6.8 Ausblick

Die positionelle Klonierung von whz fuhrte zu der ldentifikation eines in
Vertebraten und Nichtvertebraten exprimierten und hoch konservierten Gens, tbx20,
welches im Zebrafisch die myo- und endokardiale AVC-Entwicklung reguliert.

Die molekularbiologische Charakterisierung von whz und tbx20-Knockout-
Embryonen mit molekularen AVC-Markern hat das vollige Fehlen eines
morphologischen und funktionellen AVC gezeigt. Dies ermdglicht erstmalig die
Identifikation neuer Gene und Signalwege, die an der AVC-Entwicklung beteiligt sind.
Daraus resultierende Ergebnisse kdnnten Ansatze zur Therapie von AVC-Defekten
bieten.

Aus der Charakterisierung und positionellen Klonierung von whz kénnen dazu
eine Vielzahl von Projekten hervorgehen.

Zum einen konnten durch Sequenzanalysen der von Tbx20 gebundenen
Promotorelemente neue direkte Zielgene von Tbx20 identifiziert werden, die
anschlieend molekularbiologisch charakterisiert werden. Da die bisher von Stennard
et al. [137] und Takeuchi et al. [141] identifizierten Sequenzen nur sehr schwach von
Tbx20 gebunden werden, mussten dazu vorerst mit Hilfe von EMSA-Analysen mit
Zufallsoligonukleotiden die eigentlichen Erkennungssequenzen von Tbx20 gefunden
werden.

In einem weiteren Ansatz kdnnten Zielgene von Tbx20 Uber physikalische
Interaktionspartner identifiziert werden. Die Interaktionspartner, i.d.R. ebenfalls

Transkriptionsfaktoren oder transkriptorische Regulatoren, kénnten dazu durch
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yeast-two-hybrid-Untersuchungen gefunden werden. Durch die Charakterisierung
dieser Erkennungssequenzen konnen dann weitere direkte Zielgene von Tbx20
identifiziert werden.

Daruber hinaus sollte mit RNA aus mutanten whz-Herzen ein herzspezifischer
Microarray gegen aus Herzgewebe isolierten expressed sequence tags durchgefuhrt
werden, da hier Veranderungen in den Expressionsmustern durch den Verlust des
AVC starker ins Gewicht fallen als mit der Verwendung von RNA aus ganzen
Embryonen.

Um weitere Zielgene von Tbx20 und dessen weitere Rolle in der
Herzentwicklung zu evaluieren, konnte des Weiteren die Repressordomane von
Tbx20 durch Mutagenese oder Morpholino-Knockdown inhibiert und der
resultierende Phanotyp charakterisiert werden. Daraus gewonnene Daten kdnnten

dann u. a. die Rolle der synergistischen Aktivitat von Tbx20 und Thbx5 erklaren.

Tbx20 ist bisher mit keinem humanen Krankheitsbild assoziiert. Die
intraatrialen Septierungen beim whz-Phanotyp erinnern jedoch stark an das sehr
seltene humane Krankheitsbild des Cor triatriatum, bei welchem das linke Atrium
durch eine perforierte fibromuskulare Membran zweigeteilt ist. Da dieser angeborene
Herzdefekt mit weiteren Herzfehlern, wie atrialen und ventrikularen Septumdefekten,
einem persistierenden Ductus arteriosus Botalli und AVC-Defekten assoziiert ist, die
auch aus dem whz-Phanotyp ableitbar sind, konnten Defekte in tbx20 mit dem
Krankheitsbild des Cor triatriatum assoziiert sein. Daher ist ein wichtiges aus dieser
Arbeit resultierendes Projekt die Sequenzierung von tbx20 bei Cor triatriatum-
Patienten. Sollten diese Mutationen in tbx20 tragen, konnten durch standardisierte
Nachweismethoden Verwandte und Nachkommen dieser Patienten untersucht
werden, um einerseits Spatfolgen des Cor triatriatum durch geeignete Interventionen
abzumildern. Andererseits konnten Informationen uber die Vererbung durch
Stammbaumanalysen gewonnen und als Grundlage flr die Abschatzung des
Krankheitsrisikos  zuklnftiger =~ Generationen verwendet werden. Mit der
Stammbaumanalyse konnte zudem der Erbmodus, ein wichtiger Aspekt fur die

genetische Beratung, evaluiert werden.
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7  Abkurzungen

°C Grad Celsius
% Prozent
/oo Promille
[V Mikro-
Adenin
AB Zebrafischlinie AB
aa Aminosauren
Abb. Abbildung
amhc atrial myosin heavy chain
anf atrialer natriuretischer Faktor
AP Alkalische Phosphatase
APS Ammoniumperoxysulfat
AV- atrioventrikular
AVC atrioventrikularer Kanal
BAC bacterial artificial chromosome
BCIP 5’-Bromo-4-Chloro-3-Indoyl-Phosphat-p-Tlouidinsalz
bmp2 bone morphogenetic protein
bp Basepaare
BSA bovines Serumalbumin
c Centi-
C Cystein
C Cytosin
cDNA Copy-Desoxyribonukleinsaure
cM centiMorgan
cR centiRay
DMEM (Dulbecco’s) Modified Eagle Medium
DMF N-N-Dimethylformamid
DNA Desoxyribonukleinsaure
dNTP Didesoxynukleosid-5"-triphosphat
dpf Tage nach der Befruchtung (days post fertilization)
DTT Dithiothreitol
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FGF
FGFR
E.coli
EDTA
EMS
EMT
EST
g

G
gDNA
GFP

HE
Het
HF
hpf
IFT
IPTG
ISH

kb

LB
LG
LMP

min
mic2
MO
MOK
mRNA

fibroblast growth factor
fibroblast growth factor receptor
Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
Ethylmethylsulfat
Endothelial-zu-Mesenchymale Transformation
expressed sequence tag
Gramm

Guanin

genomische DNA

green fluorescent protein
Stunde

Hamatoxylin-Eosin
heterozygot-whz

Herzfrequenz

Stunden nach der Befruchtung (hours post fertilization)

Einflusstrakt (Sinus venosus)
Isopropyl-R-D-Thiogalactopyranosid
in situ-Hybridisierung

Kilo-

Kilobasen

Liter

Luria Bertani Broth

linkage group

Low melting point

Meter

Milli-

Molar (mol/L)

Kubikmeter

Minute

myosin light chain 2

Morpholino antisense-Oligonukleotid
Kontroll-Morpholino (sense)

messenger Ribonukleinsaure
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Mut
n
NBT
OFT

p

p
PA

PAA
PAC
PCR
PFA

nw nu n oo

TBE
TEMED
TL
TUNEL

vmhc
whz
WIK
X-Gal
YAC

homozygot whz-mutant
Probenanzahl
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid
Ausflusstrakt (Bulbus arteriosus)
Irrtumswahrscheinlichkeit

Piko-

Pascal

Polyacrylamid

P1-derived artificial chromosome
Polymerase-Kettenreaktion
Paraformaldehyd

radiation hybrid
Ribonukleinsaure
Raumtemperatur

reverse Transkriptase

Sekunde

Somiten

Serin

Siemens

T-box binding element

N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin

Zebrafischlinie tibingen line

Terminal Desoxyribosyl-Transferase mediated dUTP Nick End

Labeling

ventricular myosin heavy chain

Weiches Herz"?*

Zebrafischlinie wild indian kalkutta

5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-3-D-Galactosid

Yeast artificial chromosome
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