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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Menschliche Herz

1.1.1 Entwicklung und Anatomie

Das menschliche Herz hat die grundlegende Aufgabe, die Blutzirkulation im
Kdrper aufrecht zu erhalten. Die Organogenese des Herzens beginnt bereits in
der 3. Woche der embryonalen Entwicklung im sogenannten Mesoderma
cardiogenicum, an der Grenze zwischen extra- und intraembryonalem
Mesoderm. Dabei bildet sich zunachst der sogenannte Herzschlauch, aus
welchem durch mehrere komplexe Faltungen erste Vorlaufer des spateren
Kammer- und Gefal3systems entstehen. Am 23. Tag der Embryonalentwicklung
beginnen erste peristaltische Kontraktionen und damit Pumpbewegungen den
Herzschlauch zu durchlaufen, ab der 5. Woche ist eine wirksame Blutzirkulation
im Embryo nachweisbar’. Diese frilhe embryonale Entwicklung des Herzens
wird Uber ein komplexes Netzwerk aus Wachstums- und Transkriptionsfaktoren
gesteuert. Zunachst werden durch Mitglieder der FGF- und BMP-Familien im
Mesoderma cardiogenicum die kardialen Transkriptionsfaktoren Nkx2.5, GATA4
und MEF2 induziert, welche ihrerseits zur Expression herzspezifischer
Strukturproteine fuhren. Eine Regulation dieser Signalwege erfolgt durch die
vom Notochord sezernierten endogenen BMP-Antagonisten Chordin und
Noggin?,

Die Kardiomyozyten, die Muskelzellen des Herzens, nehmen histologisch und
funktionell eine Sonderstellung zwischen Skelettmuskulatur und glatter
Muskulatur ein. Sie weisen eine Querstreifung auf und sind somit befahigt zur
gerichteten Kontraktion. Im Gegensatz zu den ebenfalls gestreiften
Skelettmuskelzellen weisen Kardiomyozyten einen meist mononuklearen und
strukturell verzweigten zellularen Aufbau auf. Untereinander sind sie durch Gap
Junctions verkntpft, was eine schnelle Weiterleitung von Aktionspotentialen
Uber das gesamte Myokard ermdglicht. Des Weiteren besitzt das Herz ein
eigenstandiges, vom Nervensystem des Ubrigen Organismus zwar
beeinflussbares, ansonsten jedoch weitgehend autonomes Reizbildungs- und

Reizleitungssystem, welches Uber den Sinusknoten angesteuert wird. Dieses
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Reizleitungssystem besteht aus spezialisierten Kardiomyozyten, welche durch
die Expression spezieller lonenkanéle (z.B. des I+-Natriumkanals) in der Lage
sind, Aktionspotentiale zu bilden und mit hoher Geschwindigkeit
weiterzuleiten® *.

Nach klassischer Ansicht gehort das adulte menschliche Myokard zu den
sogenannten postmitotischen Geweben, seine Zellen sind also nicht mehr in
der Lage zur Regeneration® 3. Neuere Untersuchungsergebnisse stellen dieses
Dogma jedoch in Frage. So konnten Beltrami et al. in Biopsien aus Myokard
benachbart zu frischen Infarkten mitotisch aktive Kardiomyozyten nachweisen®.
Bergmann et al. konnten in einer eleganten Studie durch Quantifizierung von
radioaktivem Kohlenstoff in der Kardiomyozyten-DNA die jahrliche
Erneuerungsrate  menschlicher Kardiomyozyten auf 1% im jungen
Erwachsenenalter und 0,45% im Alter von 75 Jahren schéatzen®. Weitere
Forschungsgruppen postulieren auch im adulten menschlichen Herzen einen
Pool kardialer Stammzellen, aus welchem im Rahmen regenerativer Prozesse
Kardiomyozyten heranreifen konnen”°. Jedoch bleibt das AusmaR der
naturlichen Regenerationsfahigkeit des menschlichen Herzens insgesamt
gesehen gering, was sich in der weitgehenden Irreversibilitit myokardialer
Schadigungen zeigt.

1.1.2 Myokardinfarkt und Zelltherapeutische Anséatze

Der Myokardinfarkt und die ihm in der Uberwiegenden Mehrzahl der Falle
zugrundeliegende koronare Herzkrankheit gehéren zu den Hauptursachen fur
Morbiditat und Mortalitdt in den Industrienationen. So erleiden allein in
Deutschland jahrlich etwa 280.000 Menschen einen Herzinfarkt, in den USA
war 2004 die koronare Herzkrankheit mit 52% die h&ufigste Todesursache unter
den kardiovaskularen Erkrankungen und verursachte die hdchsten direkten und
indirekten Kosten™.

Pathogenetisch wird im Falle eines Verschlusses einer Koronararterie das distal
gelegene Myokard rasch ischamisch und beginnt bereits etwa 15 Minuten nach
dem akuten Verschlussereignis irreversibel abzusterben. Im Verlauf entsteht

aufgrund der nur ausserst limitierten Regenerationsfahigkeit des adulten
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Myokards im infarzierten Bereich eine fibrotische Narbe aus Bindegewebe,
welches einerseits nicht aktiv an der Herzarbeit teilnimmt, andererseits die
elektrische Erregungsausbreitung stéren kann. Daraus ergeben sich weitere
Komplikationen, wie Herzinsuffizienz, Herzrhythmusstérungen, sowie die
Bildung von Thromben und Aneurysmata. Des Weiteren fihrt die myokardiale
Ischamie im Verlauf zum sogenannten Remodeling, der Fibrosierung primér
nicht infarzierten Myokards und somit zu einer weiteren Verschlechterung der
Pumpfunktion.

Trotz grolBer Fortschritte in der pharmakologischen, wie auch der
interventionellen Therapie des Myokardinfarktes und seiner Folgen konnten in
den letzten Jahrzehnten zwar Fortschritte, jedoch keine groRen Durchbriiche im
Patientenoutcome erreicht werden. Dies liegt in der Tatsache begrindet, dass
aufgrund der geringen physiologischen Regenerationsfahigkeit des
menschlichen Herzens jegliche verfugbaren Therapieformen nur der
Schadensbegrenzung und Verhinderung der Folgeerkrankungen, nicht aber
dem Erreichen der restitutio ad integrum dienen kénnen*?*,

Naheliegend scheint daher der Ansatz, geschadigte Kardiomyozyten und
minderwertiges Narbengewebe durch funktionell hoherwertige Zellen zu
ersetzen. In zahlreichen Tiermodellen, sowie einigen klinischen Studien wurden
zu diesem Zweck unterschiedliche Zelltypen auf Sicherheit und Effektivitat
erprobt.

Zunachst erscheint dabei der klinische Ersatz von Kardiomyozyten durch
Myoblasten oder Satellitenzellen der Skelettmuskulatur aufgrund der leichten
(autologen) Verfugbarkeit und physiologischen Funktion dieser Zellen
verlockend. Studien am Tiermodell, wie auch am Menschen zeigten jedoch
nach Transplantation nur maRigen positiven Einfluss auf die Pumpfunktion des
Herzens, bei einem aufgrund fehlender oder unvollstdndiger elektrischer
Integration erhohten Risiko fur Arrhythmien*>*’.

Weitere Studien beschaftigen sich mit der Transplantation von aus
Knochenmark gewonnenen mononukledren Zellfraktionen in das infarzierte
Myokard. Die entsprechenden Publikationen beschreiben eine Verbesserung

der myokardialen Kontraktilitat und Pumpfunktion, eine Verringerung der Grél3e
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der Infarktnarbe und des Remodelings, eine verstarkte Revaskularisation des
ischamischen Gewebes, sowie eine Verringerung von Morbiditdt und
Mortalitat'®??. Die verwendeten Knochenmarkspréparate enthielten bei dieser
Technik naturgemafR ein Gemisch unterschiedlichster Zellpopulationen, wie
hamatopoietische  Progenitoren aller Linien und Entwicklungsstufen,
endotheliale (Progenitor-)Zellen, sowie mesenchymale Stammzellen®®. Ein
Vorteil dieser Technik ist die relativ einfache Gewinnung autologen
Knochenmarks und die sofortige Verflugbarkeit der zu transplantierenden Zellen
bereits wenige Tage nach dem Infarkt ohne zwischenzeitliche in vitro-
Expansion. Ob fir die beobachteten positiven Effekte distinkte Zellpopulationen
allein oder im Verbund verantwortlich sind, bleibt bei diesem Verfahren jedoch
im Dunkeln.

Ebenfalls geprift wurde der Einsatz von endothelialen Vorlauferzellen (EPCs) in
der myokardialen Regeneration. Diese konnten insbesondere die
Angioneogenese im kritisch ischamischen oder bereits infarzierten Myokard,
beziehungsweise im Grenzgebiet des Infarkts induzieren, und somit durch eine
Verkleinerung der Infarktnarbe und Verminderung des Remodellings
unterstiitzend fiir andere Therapieoptionen wirken®*2°,

Interessant, jedoch bisher ausschlief3lich im Tiermodell erprobt, erscheint auch
der Einsatz kardialer Stammzellen zum Ersatz infarzierten Myokards. Diese
konnten durch Proliferation und Ausdifferenzierung zu vollwertigen
Kardiomyozyten heranreifen®®. Alternativ kénnten auch residente kardiale
Stammzellen aktiviert werden, um die in geringem Mal3e auch im adulten
menschlichen Herz vorhandene Regenerationsfahigkeit zu steigern?’. Nachteilig
an diesen Ansatzen ist die, zumindest im humanen System, schwierige
Gewinnung, Kultur und Charakterisierung dieses Zelltyps.

Eine mdgliche Alternative stellen mesenchymale Stammzellen dar. Diese sind
leicht aus einer Vielzahl unterschiedlicher adulter Gewebe zu isolieren, in Kultur
stark expandierbar, zeigen ausgepragte parakrine Aktivitat und sind in andere
Zelltypen differenzierbar. Auf Physiologie und therapeutische Anwendungen
von MSCs soll daher in den folgenden Abschnitten ausfiihrlich eingegangen

werden.
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1.1.3 Kardiale Markergene

Zur Charakterisierung von Kardiomyozyten, sowie von teilweise oder vollstandig
kardiomyogen  differenzierten  Stammzellen, kann die  Expression
kardiomyozytenspezifischer Markergene auf Transkriptions- und Proteinebene
herangezogen werden. Dazu gehéren insbesondere die fur die Funktion des
Herzens als Muskel unerlasslichen Strukturproteine des kontraktilen Apparats

wie Aktin, Myosin und Troponin.

1.1.3.1 Aktin

Aktin kommt in sechs verschiedenen Isoformen in samtlichen Zellen des
menschlichen Organismus vor. Die pB-Isoformen sind Bestandteil des
Zytoskeletts aller Zellen, die a-Aktine dagegen sind eine der
Hauptkomponenten des kontraktilen Apparats von Muskelzellen. In Letzteren
bildet Aktin die Bindungsstelle fur die Myosinképfchen, welche hierdurch die
eigentliche Kontraktionsbewegung vermitteln kénnen.

Die Isoform ,actin, alpha, cardiac muscle 1 ist durch das Gen ACTC1
(NM_005159) kodiert. Dieses wird ausschlie3lich in Kardiomyozyten exprimiert
und kann somit als Marker fiir diesen Zelltyp dienen®. Mutationen in diesem
Gen stellen Ursachen von familiaren Kardiomyopathien wie der dilatativen

Kardiomyopathie Typ 1R oder der hypertrophen Kardiomyopathie Typ 11 dar?®.

1.1.3.2 Myosin

Myosin bildet als Motorprotein eine Hauptkomponente des kontraktilen
Apparats von Muskelzellen. Die einzelnen Myosinmolekile zeigen einen
asymmetrischen Aufbau aus einem langen Schaft mit zwei am selben Ende
liegenden Kopfdomanen. Diese Myosinkopfchen verfiigen Uber eine
enzymatische Aktivitat, durch welche sie ATP hydrolytisch spalten und dabei
eine Konformationsé&nderung durchlaufen kénnen. Durch gleichzeitige Bindung
der Myosinkdpfchen an Aktinfilamente bewirkt diese Konformationsanderung
eine Kontraktion der Myofibrillen, welche die molekulare Grundlage der
Muskelkontraktion darstellt.

Strukturell setzt sich jedes Myosinmolekil aus je zwei schweren und vier

leichten Ketten zusammen. Die schweren Ketten bilden die molekulare
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Grundstruktur aus Schaft und Kopfchen, wahrend die leichten Ketten der
Aktivierung und Feinregulation der Kontraktion dienen. Sowohl von den
schweren, als auch den leichten Ketten existieren zahlreiche Isoformen, welche
jeweils in unterschiedlichen Kombinationen zusammengelagert werden kdnnen.
Daraus ergibt sich eine grol3e Vielfalt an unterschiedlichen Myosinmolekulen,
welche sich in Eigenschaften wie beispielsweise ihrer ATPase-Aktivitdt und
ihrer Verklrzungsgeschwindigkeit unterscheiden.

Die Myosinleichtketten-lsoform ,Myosin, light chain 3 wird durch das Gen
MYL3 (NM_000258) kodiert, welches in Kardiomyozyten und in geringerem
MalRe in Skelettmuskulatur, nicht aber in glatter Muskulatur exprimiert wird und

somit als Marker fiir quergestreifte Muskulatur dienen kann?®.

1.1.3.3 Troponin

Auch das Molekil Troponin ist Teil des kontraktilen Apparats der Muskulatur
und hat die physiologische Funktion, zusammen mit Tropomyosin die Aktin-
Myosin-Interaktion zu regulieren. Das Gesamtmolekil setzt sich dabei aus drei
verschiedenen Untereinheiten zusammen: Dem Calcium bindenden
Tropononin C, dem an Tropomyosin bindenden Troponin T, sowie dem
inhibitorisch wirkenden, an Aktin bindenden Troponin I. Unterschiedliche
Troponin-lsoformen werden in Herz- und Skelettmuskulatur exprimiert, nicht
aber in glatter Muskulatur. Die Variante ,Troponin | Type 3“ (TNNI3) wird
ausschlie8lich in Kardiomyozyten exprimiert und kann somit als kardiales
Markerprotein dienen. Besondere Kklinische Relevanz bekommt kardiales
Troponin dabei durch seine Freisetzung aus infarziertem Myokard in das Blut.
Im klinischen Alltag macht ein erhdhter Serumspiegel von Troponin | somit die
Diagnose Herzinfarkt wahrscheinlich® # 2°.

Mutationen im far Troponin | Type 3 kodierenden Gen (NM_000363) kdnnen

Ursache bestimmter familiarer Formen von Kardiomyopathien sein®.
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1.2 Mesenchymale Stammzellen (MSCs)

1.2.1 Geschichte, Definition und Charakterisierung von MSCs

Der Begriff ,Stammzelle® wurde erstmals 1868 vom deutschen Arzt und
Biologen Ernst Haeckel, einem Vertreter und Weiterentwickler der
darwinistischen Evolutionslehre, in seinem Werk ,Natirliche

Schépfungsgeschichte in der wissenschaftlichen Literatur eingefihrt®® 3. |

n
den 1880er Jahren vermutete der Pathologe Conheim den Ursprung von an der
Wundheilung durch Kollagenbildung beteiligten Fibroblasten, welche aus
heutiger Sicht treffenderweise als Stammzellen bezeichnet werden kénnen, im
Knochenmark®? %3,

Die unmittelbare Entdeckung der heute als MSCs bekannten Zellen wird
Alexander Friedenstein zugeschrieben. Er beschrieb 1966 die Bildung von
neuem Knochengewebe bei Anzucht von Knochenmarksproben in speziellen
Kulturkammern, sowie nach autologer intraperitonealer Transplantation von
Knochenmark in Mause®. In weiteren Publikationen konnte Friedenstein
zeigen, dass es sich bei den fur die Knochenneubildung verantwortlichen Zellen
um von hamatopoietischen Progenitoren unabhangige Populationen handelt,
dass also im Knochenmark Stammzellen unterschiedlicher Potenz vorkommen
missen® 3¢, Auch publizierte er 1982 eine Arbeit, in welcher er auf die
heterogenen Eigenschaften von Stromazellen des Knochenmarks betreffs
Grol3e, Morphologie und Potenz zur osteogenen Differenzierung hinwies, eine
bis heute giiltige und fiir weitere Forschungen grundlegende Beobachtung®”°.

In der Folge befassten sich zahlreiche andere Arbeitsgruppen mit der
Erforschung der in vitro-Differenzierung von MSCs in weitere, nicht-osteogene

Richtungen. Dazu gehéren beispielsweise adipogene®® *

33, 42

und chondrogene
Differenzierungen
Fur den nunmehr immer besser charakterisierten Fibroblasten-artigen Zelltyp
fuhrten Caplan et al. in den 90er Jahren des letzten Jahrhunderts erstmals den
Begriff ,mesenchymale Stammzellen® ein a3,

Weitere Arbeitsgruppen beschéftigten sich mit der Frequenz von MSCs unter
der Gesamtheit der mononuklearen Zellen des Knochenmarks. Diese wurde

dabei in verschiedenen Publikationen auf etwa 1:10°-1:10* geschatzt***°. Dies
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ist etwa um den Faktor 10 seltener als die ebenfalls im Knochenmark
residenten hamatopoietischen Stammzellen.

Des Weiteren stellte sich heraus, dass MSCs keine auf das Knochenmark
beschrankte Population darstellen. Inzwischen konnten MSCs aus zahlreichen
weiteren Organen isoliert werden, so beispielsweise aus Fettgewebe*” %,
Nabelschnurblut*®, Fruchtwasser®, Zahnpulpa®, Leber, Lunge, Milz*,
Plazenta®® und Synovium®,

Zahllose Publikationen Uber Experimente mit MSCs, isoliert aus
unterschiedlichen Geweben, gewonnen und selektiert mit unterschiedlichen
Verfahren, machten im Sinne der Vergleichbarkeit weiterer Studien eine neue
und einheitliche Definition dieser Zellpopulation notwendig. Zunachst wurde von
Horwitz et al. vorgeschlagen, aufgrund der von MSCs bis dato nicht voll
erfillten Kriterien zur Definition als Stammzellen (Langzeitengraftment,
vollstandige Selbsterneuerung) den Begriff ,mesenchymal stem cells® durch
,multipotent mesenchymal stromal cells“ zu ersetzen. Das Akronym ,MSCs*
blieb dabei bestehen®.

Eine grundlegende Neudefinition erfolgte 2005 durch die International Society
for Cellular Therapy (ISCT), in welcher drei elementare Kriterien von humanen
MSCs festgelegt wurden®®:

1. Plastikadhérenz

2. Spezifische Expression von Obeflachenantigen:

= 95 % der MSCs mussen die Marker CD73, CD90 und CD105 exprimieren.

< 2 % der MSCs durfen CD34, CD45, CD14 oder CD11b, CD79a oder CD19
und HLA-DR exprimieren.

3. MSCs missen in vitro adipogen, osteogen und chondrogen
differenzierbar sein.

Plastikadharenz ist eine in der Literatur gut dokumentierte Eigenschaft von
MSCs, welche auch den blichen Isolationsmethoden zugrunde liegt®’.

Die definierenden Oberflachenantigene von MSCs werden in Positiv- und
Negativmarker unterteilt:

Exprimiert werden muiussen CD73 (eine 5 Nukleotidase), CD90 (Thy-1, ein

membrangebundenes Glykoprotein noch unbekannter Funktion, hoch exprimiert
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auf Fibroblasten und Neuronen) und CD105 (Endoglin, ein Membran-
Glykoprotein, Teil des TGFB-Rezeptorkomplex).

Nicht exprimiert werden sollten Marker fur Zellen hamatopoietischer
beziehungsweise leukozytarer Abstammung. Dazu zahlen CD34 (ein Marker fur
hamatopoietische Stammzellen und endotheliale Progenitoren), CD45 (ein
panleukozytarer Marker), CD14 und CD11b (exprimiert auf Monozyten und
Makrophagen), CD19 und CD79a (als B-Zell-Marker), sowie HLA-DR
(exprimiert auf professionellen antigenpréasentierenden Zellen).

Die als letztes Hauptkriterium genannte Fahigkeit der in vitro-Differenzierbarkeit
in andere Zelltypen stellt schlieB3lich das hauptsachliche
Unterscheidungsmerkmal von MSCs zu anderen Stromazellen wie Fibroblasten
und Chondrozyten dar. Gefordert werden nach der ISCT fur MSCs die Fahigkeit
der induzierten Differenzierung in Fettzellen (adipogen), Knochen (osteogen)
und Knorpel (chondrogen).

Die genannten Eigenschaften stellen einen Minimalkonsens bezlglich der
Definition von MSCs dar. Bereits fur das Kriterium der Plastikadharenz wurden
Ausnahmen beschrieben, in welchen MSCs unter geeigneten Bedingungen
nicht-adharent kultiviert werden konnten®®. Auch bleibt die Definition anhand der
Expression von Oberflachenmarkern weiterhin  schwierig, da die
entsprechenden Markerkombinationen in dieser Form nicht ausschlieRlich auf
MSCs exprimiert werden, sondern auch auf Stromazellen anderen Typs, wie
beispielsweise Fibroblasten. Dariber hinaus wurden zwischenzeitlich
zahlreiche mehr oder weniger spezifische immunphanotypische Marker
gefunden, die jeweils Subpopulationen von MSCs definieren. Zu diesen zahlen
unter anderen CD271, GD2, SSEA-4 und MSCA-1°%%,

1.2.2 Plastizitat von Stammzellen und MSCs

Definierende Kriterien fir Stammzellen allgemein stellen die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung und die sogenannte Plastizitat, die Differenzierbarkeit in
andere Gewebe, dar. Stammzellen werden je nach Auspragung ihrer Plastizitat

als totipotent, pluripotent oder multipotent bezeichnet®*:
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Totipotente Stammzellen: Konnen zu einem kompletten Organismus mit
Geweben aller Keimblatter und somit zu jedem darin enthaltenen Zelltyp
heranreifen. Dies vermdgen lediglich embryonale Stammzellen bis spatestens
zum 8-Zell-Stadium.

Pluripotente Stammzellen: Diese kodnnen sich in Gewebe aller drei
Keimblatter (Ektoderm, Entoderm, Mesoderm) differenzieren, sind aber nicht
mehr in der Lage, einen kompletten Organismus zu formen.

Multipotente Stammzellen: Diese kénnen sich nach klassischer Vorstellung zu
unterschiedlichen Zelltypen nur noch eines Keimblatts entwickeln. Neuere
Studien zeigen jedoch, dass unter bestimmten Bedingungen auch eine
Differenzierung tiber die Keimblattgrenzen hinweg maglich ist® °°.

Fur MSCs wurde in zahlreichen Publikationen die in vitro-Differenzierbarkeit in
verschiedene mesenchymale Richtungen, wie Adipozyten, Osteozyten und
Chondrozyten (,tri-lineage Differenzierung®) gezeigt. Diese Eigenschaft floss
schlieRlich in die MSC-Definition ein *°. Jedoch zeigte sich in anderen Arbeiten
eine grolRe Heterogenitat zwischen einzelnen MSC-Praparationen betreffs der
tri-lineage Differenzierung. So konnte demonstriert werden, dass innerhalb der
MSC-Gesamtpopulation einzelne Subpopulationen existieren, welche zum Teil
deutlich abweichende Differenzierungseigenschaften aufweisen. Beispielsweise
zeigten Klonierungsexperimente die Existenz von mono-, di- und tripotenten
MSCs betreffs adipogener, osteogener und chondrogener Differenzierbarkeit in
allen moglichen Kombinationen, sowie deutliche Unterschiede in der
Genexpression dieser Zellen® 3 67,

AulRer der Differenzierbarkeit in Fett, Knorpel und Knochen konnte in
zahlreichen Studien eine zumindest partielle Transdifferenzierung in weitere
Zelltypen wie Neurone®® ®° Astrozyten®, Hepatozyten und Kardiomyozyten’
demonstriert werden. Diese Vielseitigkeit, sowie ihre im Vergleich zu
embryonalen Stammzellen relativ leichte Verfigbarkeit und ethische
Unbedenklichkeit, machen MSCs zu einem fur Forschung und mogliche
klinische Anwendungen im Bereich Tissue Engineering hoch interessanten
Zelltyp. Insbesondere auf die kardiomyogene Differenzierung von MSCs soll in

einem separaten Abschnitt nochmals ausfuhrlich eingegangen werden.
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1.2.3 Regulation der Stammzellpotenz

In zahlreichen Studien wurde versucht, die fur die sogenannte ,Stemness®, also
die Fahigkeit zur Differenzierung, verantwortlichen Faktoren und molekularen
Signalwege verschiedener Stammzellpopulationen zu enthullen. Young et al.
konnten in diesem Zusammenhang 2005 fur embryonale Stammzellen eine
Schlusselrolle der Transkriptionsfaktoren Oct-4, Sox2 und Nanog nachweisen’?.
Diese Transkriptionsfaktoren sind in der Lage, im Genom an die
Promotorregionen zahlreicher anderer Gene zu binden und deren Expression
positiv oder negativ zu regulieren. Zu den auf diese Weise aktivierten Genen
gehoren unter anderen diejenigen fur Oct-4, Sox2 und Nanog selbst, sowie
Schlusselfaktoren des TGF-B- und Wnt-Signalwegs, welche Potenz und
Fahigkeit zur Selbsterneuerung von Stammzellen steuern. Inhibierte Gene
betreffen dagegen Faktoren, welche fir die Ausdifferenzierung der Zellen
verantwortlich sind. Daraus ergibt sich das Bild eines auf wenigen Faktoren
beruhenden regulatorischen Netzwerks, Uber welches die fundamentalen
Eigenschaften der Stammzellpotenz und Selbsterneuerung gesteuert werden.
Auf Basis dieser Erkenntnis gelang 2006 Yamanaka et al. die
Reprogrammierung adulter Fibroblasten zu pluripotenten Stammzellen
(sogenannten ,Induced pluripotent stem cells®, iPSCs) durch Reaktivierung der
endogenen Transkriptionsfaktoren Oct-4, Sox2, Klf4 und c-Myc’®. Dieses
Protokoll wurde in Bezug auf die verwendeten Faktoren in zahlreichen
folgenden Publikationen reproduziert, modifiziert und vereinfacht, wobei unter
anderem der Faktor Nanog hinzugezogen, auf das Protoonkogen c-Myc jedoch
verzichtet werden konnte™.

Ein weiteres mit embryonalen Stammzellen assoziiertes Gen ist DPPA4
(Developmental pluripotency associated 4). Dieses kann aufgrund seiner hohen
Expression in pluripotenten Stammezellpopulationen als Marker fir die Definition
und Charakterisierung dieser Zellen herangezogen werden. Das entsprechende
Protein scheint dabei Relevanz fir die Modulation der Chromatinstruktur
embryonaler Stammzellen zu haben, ist jedoch, wie knockout-Experimente im

Tiermodell zeigten, firr deren grundlegende Entwicklung entbehrlich” ™.
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AulBRer fur embryonale Stammzellen konnte auch fur verschiedene adulte
Stammzellpopulationen die Expression von Multipotenz-assoziierten Genen wie
Oct-4, Sox2 und Nanog nachgewiesen werden®® ”’. So beschrieben Trubiani
et al. eine Population von aus periodontalen Ligamenten gewonnenen MSCs,
welche neben Oct-4 auch die embryonalen Marker SSEA-1, SSEA-4 und
frizzled-9 exprimiert’®. Die physiologische Bedeutung dieser Expression
typischer embryonaler Marker in adulten Stammzellen ist nach dem derzeitigen
Stand der Forschung noch unklar. Experimentell konnte jedoch gezeigt werden,
dass eine exogen induzierte Uberexpression dieser Gene in humanen
Knochenmarks-MSCs zu einer Steigerung der Proliferationsfahigkeit, sowie zu

einer verbesserten Differenzierbarkeit dieser Zellen fiihrt’®.

1.2.4 Parakrine Eigenschaften von MSCs

In einem ihrer physiologischen Ursprungsgewebe, dem Stroma des
Knochenmarks, wird MSCs eine fundamentale Bedeutung an der Bildung der
sogenannten hamatopoetischen Nische zugesprochen. Dabei handelt es sich
um die Formung des flr die Hamatopoese unabdingbaren Milieus, welches
neben der anatomischen Grundstruktur des hamatopoetisch aktiven Gewebes
auch rezeptorvermittelte Effekte auf hamatopoietische Progenitoren, ebenso
wie die Bereitstellung des optimalen hormonellen Umfelds beinhaltet. Von
besonderer Relevanz ist dabei die Sekretion zahlreicher Zytokine wie G-CSF,
M-CSF, SDF-1 und LIF®®3,

Uber ihre Bedeutung fir die Hamatopoese hinaus wurde in diversen in vitro-
Studien, wie auch in Tiermodellen verschiedener Erkrankungen, die Bedeutung
der Sekretion zahlreicher Zytokine und Mediatoren durch MSCs, sowie deren
Einfluss auf umliegende Zellen und Gewebe gezeigt®’. So bewirken MSCs
ausgepragte antiapoptotische Effekte auf durch verschiedene Noxen
geschadigte Zellen®, sowie eine Suppression entziindlicher Reaktionen durch
die Sekretion antiinflammatorischer Zytokine wie TGF-B1 und Interleukin 10%.
Des Weiteren bewirkt die Transplantation von MSCs in hypoxische Gewebe die
Induktion von Neovaskularisation, unter anderem durch die Ausschittung

proangiogenetischer Faktoren wie VEGF und Adrenomedullin®’. Diese Effekte
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konnten von Tang et al. unter anderem in einem Tiermodell an Ratten
demonstriert werden, welchen nach Induktion eines Myokardinfarkts MSCs
transplantiert wurden. Dieses Verfahren fuhrte zu einer signifikanten Erhéhung
der Kapillardichte und Vaskularisation im infarzierten Gewebe, sowie zu einer

kleineren Infarktnarbe®®.

1.2.5 Immunologische Eigenschaften von MSCs

Aul3er durch ihre Fahigkeit zur Transdifferenzierung in andere Zelltypen stehen
MSCs vor allem aufgrund ihrer immunologischen Eigenschaften im Zentrum
des klinisch-wissenschaftlichen Blickfelds. So wurde invitro in mixed
lymphocyte reactions, wie auch invivo im Tiermodell, die Suppression
stimulierter T-Lymphozyten durch MSCs demonstriert®® 8% Weitere Studien
konnten &hnliche supprimierende Effekte von MSCs auch fur B-Lymphozyten
und NK-Zellen zeigen® %101,

Interessanterweise fiihrte die Transplantation allogener, also nicht-HLA-
gematchter, MSCs in den meisten Fallen nicht zur AbstoRung durch das
Immunsystem des Empféangers, die transplantierten Zellen konnten statt dessen

102, 103

im immunologisch fremden Organismus Uberleben . Einzelne Studien

zeigten jedoch davon abweichende Ergebnisse mit AbstoRungsreaktionen
gegen allogen transplantierte MSCs',

Die immunologischen Mechanismen, durch welche MSCs einerseits nicht den
ublichen AbstoRungsreaktionen allogener Leukozyten unterliegen und
andererseits selbst das Immunsystem beeinflussen kénnen, sind weiterhin
Gegenstand der wissenschaftlichen Diskussion!®. Verschiedene Studien
zeigten relevante Effekte durch Indolamin-2-3-Dioxygenase (IDO)-vermittelte

Tryptophandepletion®®®, die Sekretion von Prostaglandin E;*7,

d*®® und Insulin-like growth factor binding proteins®®®, sowie

Stickstoffmonooxi
durch die Expression und Sekretion von HLA-G'°. Ebenfalls eine Rolle scheint
die  konstitutive und induzierbare  Sekretion von  verschiedenen
antiinflammatorischen Zytokinen, wie Interleukin 10, TGF-B1 oder HGF durch

MSCs zu spielen®®.
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Um ihre immunmodulatorischen Effekte austiben zu kénnen, benétigen MSCs
zunachst direkten Kontakt zu Zellen des Immunsystems, insbesondere zu
Monozyten. Des Weiteren scheint ein proinflammatorisches Zytokinmilieu
Voraussetzung fur eine Aktivierung der MSCs zu sein, wobei Interferon-y eine
Schliisselrolle zukommt®® !, Interessanterweise scheinen diese zunachst fiir
MSCs beschriebenen immunologischen Phé&nomene keine exklusiven
Eigenschaften dieses Zelltyps zu sein. So beschrieben Jones et al. 2007
vergleichbare Ergebnisse fir in vitro-Versuche mit aus anderen Geweben
gewonnenen Stromazellen wie dermalen und synovialen Fibroblasten sowie

Chondrozyten, welche keinen Stammzellcharakter besitzen**.

1.2.6 Klinische Anwendung von MSCs

Die aufgefuhrten Eigenschaften von MSCs, ihre Plastizitat, ihre parakrinen
Eigenschaften, sowie ihr Einfluss auf das Immunsystem, ertffnen ein weites
Spektrum mdglicher klinischer Anwendungen. Zahlreiche davon wurden in
Tiermodellen, einige nach Demonstration ihrer Sicherheit und Wirksamkeit auch
bereits am Menschen erprobt.

Ihre Plastizitat legt einen klinischen Einsatz von MSCs im Rahmen des Tissue
Engineerings nahe. So koénnten zuklnftig einzelne Zellen oder in vitro
vorgefertigte und bereits vordifferenzierte ganze Gewebe auf Grundlage von
MSCs zum Ersatz nicht regenerationsfahiger Organteile verwendet werden.
Bereits in klinischer Erprobung befinden sich MSCs in Ansatzen Knorpel- oder
Knochenschaden mit autologem Zellmaterial zu therapieren'!* 13,

In diesem Zusammenhang ebenfalls von grol3em Interesse ist der Einsatz von
MSCs zur Therapie kardialer Erkrankungen, worauf in einem separaten
Abschnitt ausfuhrlich eingegangen werden soll.

Eine weitere Option ergibt sich aus dem weitestgehenden Fehlen
immunologischer Abstol3ungsreaktionen gegen MSCs. So kdnnen diese Zellen
auch allogen transplantiert werden und als Zellersatz bei genetisch
determinierten Erkrankungen dienen. Dominici et al. beobachteten positive

klinische Effekte und histologisches Engraftment bei Verabreichung von
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allogenen MSCs an unter Osteogenesis imperfecta leidende Kindern. Die
transplantierten Zellen waren dabei noch bis zu einem Jahr nach der
Transplantation histologisch im Knochen nachweisbar, bildeten dort gesunde
Knochenmatrix und fihrten zu einem Rickgang der Zahl der Frakturen.
Nachteilig bleibt dabei eine im zeitlichen Verlauf langsame Abnahme der Zahl
der histologisch nachweisbaren transplantierten MSCs und deren

103, 114, 115 |n einer Einzelfallstudie wurde in der 32.

therapeutischer Effekte
Schwangerschaftswoche eine intrauterine Transplantation von allogenen
fetalen MSCs in einen an einer schweren Form von Osteogenesis imperfecta
leidenden Fetus unternommen. Nach Geburt zeigten Biopsien ein Engraftment
und eine osteogene Differenzierung der transplantierten MSCs im
Knochengewebe®'®.

Ebenfalls von grof3em klinischem Interesse sind die metabolische Aktivitat von
MSCs, sowie deren parakrine Effekte auf umliegende Gewebe. So zeigt die
Transplantation von MSCs in an mit bestimmten Enzymdefekterkrankungen
leidenden Patienten eine positive Beeinflussung des Krankheitsverlaufs. Die
allogen transplantierten MSCs sezernieren dabei die im Empfanger durch einen
Gendefekt ausgeschalteten Enzyme, wodurch die Anh&ufung von toxischen
Stoffwechselprodukten in Fallen der entsprechenden Speichererkrankung

d117.

aufgehoben wir Diesbezlglich vielversprechende Ergebnisse wurden

bisher far Patienten mit metachromatischer Leukodystrophie

(Arylsulfatase A-Mangel) %%

und Hurler-Syndrom  (a-L-lduronidase-
Mangel)'*® demonstriert.

Eine weitere klinische Anwendung fir MSCs bietet deren Eigenschatft, Uber eine
Bereitstellung von Stromagewebe und Wachstumsfaktoren, sowie Uber
zellkontaktabhéngige Mechanismen, das Engraftment von transplantierten
hamatopoietischen Stammzellen zu foérdern. Im Rahmen mehrerer Studien
wurden autologe oder allogene invitro expandierte MSCs zusammen mit
hamatopoietischen Stammzellen transplantiert. Dies fuhrte zu einer
Reduzierung der Falle von Transplantatversagen bei einem gleichzeitig
beschleunigten Anstieg der Granulozyten- und Thrombozytenzahlen post

transplantationem. Des Weiteren verringerte sich durch die Gabe von MSCs die
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Haufigkeit und Schwere von graft-versus-host-Reaktionen, ohne dass
zusétzliche Nebenwirkungen auftraten®?+%4,

Der zuletzt genannte Effekt findet bereits klinische Anwendung in der gezielten
Therapie und Pravention der akuten Graft-versus-Host-Krankheit (GvHD). In
entsprechenden Untersuchungen zeigten sich dabei ausgesprochen positive
Effekte auf den Verlauf dieser prognostisch sehr ungiinstigen Erkrankung'®.
Hierbei wurden entweder ex vivo expandierte, vom HLA-Typ haploidente MSCs
von Verwandten, oder aber MSCs von nichtverwandten nicht-gematchten
Spendern eingesetzt. In beiden Fallen konnte eine positive Beeinflussung des
Krankheitsverlaufs beobachtet werden. Nebenwirkungen der Zelltherapie traten
dabei bislang nicht auf'®*,

AulBBer zur Behandlung der GvHD wird in aktuellen Studien untersucht, ob
AbstolRungsreaktionen gegen transplantierte solide Organe durch Gabe von
MSCs verringert, und damit deren Funktionsttichtigkeit verlangert werden kann.
In dieser Hinsicht zum Teil vielversprechende Ergebnisse liegen bisher jedoch
lediglich in Tiermodellen vor*?®128,

Naheliegend erscheint aufgrund ihrer immunmodulatorischen Eigenschaften
auch ein Einsatz von MSCs zur Therapie von Autoimmunerkrankungen. Im
Tiermodell wurde fir zahlreiche Modellerkrankungen fur beispielsweise Multiple
Sklerose, rheumatische Arthritis oder systemischen Lupus erythematodes eine
Beeinflussbarkeit des Krankheitsverlaufs durch Verabreichung von MSCs
beschrieben®®**3!, Fir eine mégliche Anwendung am Menschen laufen derzeit
mehrere Phase I/ll-Studien. Im Fokus stehen dabei unter anderem ein Einsatz
von MSCs im Rahmen der Therapie von Multipler Sklerose, systemischem
Lupus Erythematodes und Diabetes mellitus Typ |, bisher liegen jedoch nur
wenige und teils widersprichliche Ergebnisse zur Wirksamkeit dieses

Therapieansatzes vor'3133,
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1.3 Kardiale Anwendung von MSCs
1.3.1 Kardiomyogene Differenzierung von MSCs

Wie oben erwéhnt, kénnen MSCs in vitro aul3er in adipo-, osteo- oder
chondrogene Richtung auch kardiomyogen differenziert werden.

Zunachst gelang die kardiomyogene Differenzierung adulter Stammzellen
Wakitani et al. durch Behandlung von aus dem Knochenmark von Ratten
gewonnenen MSCs mit 5-Azacytidin. Die Wirkung von 5-Azacytidin beruht auf
einer Demethylierung von Cytosin in der genomischen DNA, was wiederum zu
einer Aktivierung von fir die Kardiomyogenese relevanten Gene fiuhrt. Die auf
diese Weise behandelten Zellen zeigten in Kultur die Ausbildung von
Myotubuli-artigen Strukturen, die Expression von a-Myosin, sowie spontane
Kontraktionsbewegungen®3*,

Die Wirksamkeit eines alternativen kardiomyogenen Differenzierungsprotokolls
wurde von Shim et al. an aus humanem Knochenmark gewonnenen MSCs
demonstriert. Das eingesetzte Differenzierungsmedium auf Basis von Insulin,
Transferrin, Ascorbat und Dexamethason induzierte in den hiermit kultivierten
MSCs die Expression von herzspezifischen Proteinen wie kardialem Troponin I,
Tropomyosin und kardialem Titin, sowie in einem Teil der behandelten MSCs
die Ausbildung quergestreifter Myofibrillen und Z-Banden*®.

Auch fur verschiedene Zytokine konnte die Induktion von Markerproteinen der
Kardiomyogenese in MSCs gezeigt werden. So demonstrierten Xaymardan
et al. die Wirksamkeit einer Kombination aus PDGF, FGF2 und VEGF an aus
murinem Knochenmark gewonnenen MSCs. Dieses Differenzierungsmedium
induzierte in den darin kultivierten MSCs die Expression von a-und
B-Myosin-Schwerketten, sowie von Connexind3 und fihrte nach
Transplantation in ein Infarktmodell in Ratten zur Ausbildung von Gap Junctions
zwischen vorbehandelten MSCs und Kardiomyozyten*®.

Andere Arbeitsgruppen beschrieben eine Induktion kardiomyogener
Differenzierung von MSCs durch die Behandlung mit verschiedenen
Wachstumsfaktoren wie VEGF, FGF, BMP oder IGF-I, durch physikalische
Stimulation mittels mechanischer, elektrischer oder Temperaturreize, sowie

durch speziell aufbereitete extrazellulare Matrizes™®’.
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Ein alternativer Ansatz zur kardiomyogenen Differenzierung von MSCs mittels
definierter Medien besteht darin, die MSCs mit fetalen oder adulten
Kardiomyozyten zu cokultivieren. Uber parakrine, wie auch uber
zellkontaktabhangige Mechanismen kann dabei eine Hochregulation
kardiomyogener Marker in den MSCs erzielt werden'***%°_ Dieselbe Grundidee
liegt auch zahlreichen invivo Versuchen an Tiermodellen, sowie
experimentellen Studien am Menschen zugrunde, wobei MSCs direkt in das
Herz eingebracht wurden. Folgeuntersuchungen legen nahe, dass zumindest
ein Teil der transplantierten Zellen die F&higkeit besitzen konnte, im
entsprechenden Milieu einen kardiomyogenen Phénotyp anzunehmen’® 141143,
Allen diesen Differenzierungsprotokollen ist gemeinsam, dass die auf diese
Weise behandelten MSCs bestimmte Eigenschaften von Kardiomyozyten
annehmen sollen. Dazu gehoren eine Hochregulation sowohl von in der
Kardiomyogenese relevanten Transkriptionsfaktoren wie Nkx2.5 und GATA4,
als auch von myokardialen Strukturproteinen, wie verschiedenen Isoformen von

144195 Des Weiteren nehmen die behandelten

Aktin, Myosin und Troponin
Zellen zumindest teilweise auch die speziellen elektrophysiologischen
Eigenschaften von Kardiomyozyten an, was wiederum die Expression der
entsprechenden lonenkanalproteine, sowie die Ausbildung von Gap Junctions
voraussetzt'*°.

Weitere Protokolle zur kardiomyogenen Differenzierung in vitro wurden fur
embryonale Stammzellen etabliert. Dazu gehdrt unter anderem die Behandlung
mit in der Kardiomyogenese relevanten Wachstumsfaktoren. So demonstrierten
Kawai etal. die kardiomyogene Differenzierung embryonaler Stammzellen
durch eine Kombination aus FGF2 und BMP2'. Ein alternatives Protokoll
wurde von Yuasa etal. mittels des endogenen BMP-Antagonisten Noggin

148 Auch bestimmte Chemikalien, wie das in der Zellkultur zur

etabliert
Kryokonservierung von  Zellen eingesetzte = DMSO, kbénnen die
Kardiomyogenese in der als Modell fir embryonale Stammzellen dienenden
murinen Teratokarzinomzelllinie P19 induzieren*°.

Den zuletzt genannten Verfahren ist gemeinsam, dass ihre Effektivitat zur

Induktion kardiomyogener Differenzierung bisher lediglich fir embryonale, nicht
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aber fur adulte Stammzellen wie MSCs demonstriert werden konnte. Im
Besonderen ist hervorzuheben, dass bislang der entgultige Beweis aussteht,
dass humane MSCs Uberhaupt die Fahigkeit besitzen, in funktionelle
Kardiomyozyten zu differenzieren. So beobachteten Rose et al. zwar die
Expression herzspezifischer Proteine durch kardiomyogen differenzierte MSCs,
ohne dass diese jedoch Kardiomyozyten-spezifische elektrophysiologische
Eigenschaften aufwiesen. Dies kann als Hinweis einer lediglich partiell

abgelaufenen kardiomyogenen Differenzierung verstanden werden*°.

1.3.2 Kardiale Applikation von MSCs

Die kardiomyogene in vitro-Differenzierbarkeit, sowie die parakrinen
Eigenschaften von MSCs legen einen klinischen Einsatz dieser Zellen bei
kardialen Erkrankungen nahe. Mdgliche Ansatze sind dabei der Ersatz von
hypoxisch geschadigten Kardiomyozyten, Verminderung der Narbenbildung
nach Herzinfarkt, Vermeidung unerwinschter Remodeling-Effekte, sowie eine
verbesserte Neovaskularisierung kritisch ischamischen Myokardgewebes.

Im Tiermodell, wie auch in klinischen Studien wurden bislang unterschiedliche
Verfahren zur Zelltherapie ischdmischer myokardialer Erkrankungen erprobt:
Ein in mehreren klinischen Studien angewandtes Verfahren ist die myokardiale
Applikation ~ von  unfraktionierten, aus Knochenmark gewonnenen
mononukledren  Zellen, welche eine heterogene  Mischung aus
hamatopoietischen und endothelialen Stammzellen und —Progenitoren, sowie
aus Stromazellen und MSCs darstellen®® 2% 1153 Al Standardverfahren hat
sich dabei die intrakoronare Applikation in den Bereich des Infarktes im
Rahmen einer Koronarangiographie wenige Tage nach akutem Infarktereignis
etabliert. Ein Vorteil dieser Technik ist die relativ einfache Gewinnung autologer
Knochenmarkszellen und somit die zeithahe Verfugbarkeit der zu
transplantierenden Zellen bereits wenige Tage nach dem Infarkt ohne
zwischenzeitliche in vitro-Expansion. Unklar bleibt dabei jedoch aufgrund des

sehr heterogenen Transplantats die fur die beobachtbaren Effekte
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verantwortliche(n) Zellpopulation(en), jedoch ist zu vermuten, dass die im
Knochenmark residenten MSCs zumindest teilweise daran teilhaben.

Die bisherigen Ergebnisse der mit mononuledren Knochenmarkszellen
durchgefiihrten Studien zur Therapie nach akutem Myokardinfarkt fielen
gemischt aus: In der grof3ten randomisierten Studie (REPAIR-AMI, 204
Patienten) zeigte sich in der mit Zellen behandelten Gruppe innerhalb eines
Jahres eine versus der Placebogruppe signifikant verbesserte linksventrikulare
Pumpfunktion, ein selteneres Eintreten erneuter Herzinfarkte, sowie eine
verminderte Sterblichkeit’®. Dagegen zeigte eine andere, 67 Patienten
umfassende Studie bei vergleichbarem Versuchsaufbau keinen Einfluss der
Zelltherapie auf die linksventrikulare Pumpfunktion, jedoch eine Verringerung
der GroRe der Infarktnarbe und des Remodelings™®. In der 60 Patienten
umfassenden BOOST-Studie zeigte die wenige Tage nach Herzinfarkt
durchgefiihrte Applikation von mononukledren Knochenmarkszellen eine
Verbesserung der linksventrikularen Pumpfunktion zum Zeitpunkt 6 Monate
nach Behandlung. Dieser zunachst beobachtbare positive Effekt hatte sich
jedoch bei einem weiteren Endpunkt nach 18 Monaten an die Kontrollgruppe
angeglichen'*.

Ein alternativer Weg wurde durch Isolation, Aufreinigung, Inkulturnahme und
nachfolgende kardiale Applikation von MSCs beschritten. So zeigt eine 69
Patienten mit akutem Myokardinfarkt umfassende randomisierte Studie positive
Auswirkungen dieser MSC-Transplantationen auf die linksventrikulare
Pumpfunktion®™*. Daneben existieren zahlreiche Tiermodelle, in welchen die
myokardiale Applikation aufgereinigter MSC-Praparate getestet wurde. Diese
helfen insbesondere, die Mechanismen der myokardialen Regeneration
aufzuklaren. So demonstrierten mehrere Arbeitsgruppen in verschiedenen
Tiermodellen die Differenzierung von in das Myokard transplantierten MSCs zu

Kardiomyozyten’> 141 142,

Allerdings erfolgte eine kardiomyogene
Differenzierung in diesen Studien nur in einem kleinen Teil der transplantierten
Zellen.

Ein alternativer Mechanismus zur (scheinbaren) Transdifferenzierung von

MSCs im Myokard stellt die Zellfusion dar, wobei transplantierte MSCs mit
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residenten Kardiomyozyten verschmelzen, deren Phanotyp annehmen und
wieder in den Zellzyklus eintreten kénnen*.

Nebenwirkungen der Therapie des Myokardinfarkts durch Zelltherapie traten
bisher im humanen System nicht auf. Jedoch zeigten sich in einigen
Tiermodellen nach MSC-Applikation myokardiale Verkalkungen, induziert durch
eine osteogene Differenzierung der transplantierten Zellen*>® 7,

Um derartige Fehldifferenzierungen auch im zukinftigen klinischen Einsatz zu
vermeiden, sowie um die Effizienz einer moglichen kardiomyogene
Differenzierung der transplantierten MSCs zu verbessern, wurde der Ansatz
einer kardiomyogenen in vitro-Differenzierung der zu transplantierenden Zellen
vor Transplantation entwickelt. So konnten Tomita et al. in einem Infarktmodell
an Ratten demonstrieren, dass sowohl unbehandelte, als auch in vitro mit
5-Azacytidin zur Induktion einer kardiomyogenen Differenzierung vorbehandelte
MSCs nach Transplantation die Angiogenese in der erzeugten Narbe
induzieren. Jedoch zeigte ausschlieBlich die Versuchsgruppe, welche
kardiomyogen vorinduzierte MSCs erhalten hatte, eine gegenuber den
Kontrollen signifikant verbesserte kardiale Pumpfunktion®®®,

In einer weiteren Studie wurde ein alternatives Protokoll zur kardiomyogenen
Differenzierung der MSCs vor Transplantation etabliert. Dabei wurde anstelle
des potentiell mutagenen 5-Azacytidin zur Induktion der Differenzierung eine
Kombination aus FGF2 und BMP4 eingesetzt. Auch die auf diese Weise
vorbehandelten Ratten-MSCs zeigten eine Expression kardialer Markerproteine
und verbesserten in vivo im Tiermodell signifikant die Pumpfunktion infarzierter

Herzen®,

1.4  Fragestellung und Ziele der vorliegenden Arbeit
Zum besseren Verstandnis der kardiomyogenen Differenzierungsfahigkeit

humaner MSCs ist eine systematische Evaluation der verschiedenen bereits
etablierten und publizierten Differenzierungsmethoden und Protokolle
unerlasslich. Deshalb sollten in dieser Arbeit bereits fir die kardiomyogene
Differenzierung von MSCs etablierte, sowie alternative, bislang lediglich zur

kardiomyogenen Differenzierung von embryonalen Stammzellen beschriebene
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Protokolle auf extensiv charakterisierte humane MSCs angewandt und auf ihre
Effektivitat getestet werden.

Um einen systematischen Vergleich der einzelnen Protokolle zu erméglichen,
sowie individuelle Unterschiede in der Physiologie einzelner MSC-Isolate zu
erkennen, wurden alle Experimente an mehreren, aus dem Knochenmark von
unterschiedlichen Spendern isolierten MSC-Populationen durchgefuhrt. Die
Definition der verwendeten Zellpopulationen erfolgte hierzu gemaf den von der
ISCT vorgegebenen Definitionskriterien fiir MSCs®.

Um den Einfluss der in vitro-Kultivierung auf Differenzierung und Physiologie
kardiomyogen differenzierter und undifferenzierter MSCs zu evaluieren, wurden
die einzelnen Zellpopulationen bis zum Erreichen ihrer replikativen Seneszenz
in Kultur gehalten. Begleitend wurden dabei in regelmaligen Abstanden
Analysen der Proliferationsfahigkeit, der Genexpression und der
charakteristischen Oberflachenmarker durchgefiihrt. Methodisch wurden zur
Genexpressionsanalyse kardialer Marker auf Transkriptomebene hochsensitive
und spezifische quantitative RT-PCR-Protokolle auf Basis von TagMan-Sonden
etabliert.

Daruiber hinaus sollte im Rahmen dieser Arbeit das Zusammenspiel zwischen
Differenzierungsstatus der MSCs und der Expression Multipotenz-assoziierter
Transkriptionsfaktoren erforscht werden. Zu diesem Zweck wurden mittels
quantitativer RT-PCR Expressionsanalysen dieser Transkriptionsfaktoren an
differenzierten und undifferenzierten MSCs im Verlauf der Langzeitkultur
durchgefuhrt, und die Resultate mit der Expression differenzierungsspezifischer
Marker abgeglichen. Dieses Vorgehen soll zu einem besseren Verstandnis der
Regulation der Multipotenz sowie der Differenzierung von humanen MSCs
beitragen.

Daruiber hinaus kann die Kenntnis der optimalen Bedingungen fir eine
moglichst effektive kardiomyogene Differenzierung von MSCs in vitro, sowie die
Evaluation der Differenzierung im Langzeitverlauf der Zellkultur zukinftig zur
Entwicklung besserer Transplantationsschemata im Bereich des Tissue

Engineerings des Herzens beitragen.
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2 Materialien

21 Gerate
Gerat Hersteller
Absaugpumpe Greifenberger Antriebstechnik
Brutschrank HERAcell Heraeus
Cell-Dyn Ruby System Abbott

Cryo Freezing Container

Thermo Fisher Scientific

Digital Dry Block Heater PMC
Electrophoresis Power Supply Gibco BRL
Gefrierschrank -20°C Liebherr

Gefrierschrank -80°C UF85-300s

Colora Messtechnik

Gelkammer Horizon 11.14

BRL

GeneAmp PCR System 9700

PE Applied Biosystems

Kuhlschrank 4°C Bosch
LightCycler 1.5 Instrument Roche
Mikroskop Axiovert 200 mit AxioCam ICc3 | Zeiss
Pipetten Research variabel Eppendorf

Pipettierhilfe Pipetus

Hirschmann Laborgerate

REAX Top Vortexer

Heidolph

Spectrophotometer ND-1000

Thermo Scientific

Sterile Werkbank Hera Safe

Heraeus

Waage HF-4000

A&D

Zentrifuge Mikro 22R

Hettich Zentrifugen

Zentrifuge Rotina 46 R

Hettich Zentrifugen

2.2 Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

6-Well Platte Multidish

Thermo Scientific/ Nunc
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Cryo.s. Einfrierréhrchen Greiner bio-one
Konisches Rohrchen, 15 ml und 50 ml BD Biosciences, Falcon
LightCycler Capillaries, 20 ul Roche
Neubauer improved Z&hlkammer C-Chip o _

Digital Bio
DHC-NO1
PCR-Tubes Roche
Pipettenspitzen SafeSeal-Tips Premium, )

Biozym
10 pl, 2100 pl und 1000 pl
QlAshredder Qiagen
Safe-Lock Tubes 1,5/2ml EppendorfAG
Stripette 5 ml, 10 ml, 25 ml und 50 ml Corning Life Sciences

Zellkulturflaschen EasyFlask Nunclon,

5 Thermo Scientific/ Nunc
75 cm

Zellkulturflaschen SoLoFlask Nunclon,

5 Thermo Scientific/ Nunc
185 cm

Zellsieb 70 pm BD Biosciences, Falcon

2.3 Medien und Additiva

Substanz Hersteller
5-Azacytidin Sigma-Aldrich
a-MEM Lonza / BioWhittaker
BMP2 R&D

Dexamethason Sigma-Aldrich
DMSO Merck

Fetal Bovine Serum (FCS) Lonza / BioWhittaker
FGF2 R&D

Glycerol 2-phosphate disodium salt ) )

hydrate Sigma-Aldrich

IMDM Gibco

Indomethacin Sigma-Aldrich
Insulin from bovine pancreas Sigma-Aldrich
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Isobutylmethylxanthin Sigma-Aldrich
L-Ascorbic Acid 2-phosphate Sigma-Aldrich
Linolséure Sigma-Aldrich
Lymphoflot Biotest
MCDB-201 Sigma-Aldrich
Natriumselenit Sigma-Aldrich
Noggin R&D

Pasteur Capillary Pipettes WU Mainz
PDGF-AB R&D

Penicillin-Streptomycin

Lonza / BioWhittaker

Phosphat Buffered Saline (PBS)

Lonza / BioWhittaker

Rinderserum-Albumin Sigma-Aldrich
TGF-B Miltenyi
Transferrin (human) Sigma-Aldrich
Unfraktioniertes Heparin Ratiopharm
VEGF R&D

2.4  Sonstige Chemikalien, Reagenzien und Kits

Substanz Hersteller
Accutase Lonza / BioWhittaker
Agarose Sigma-Aldrich

Alcianblau 8GX 1% in 3%iger Essigsaure

Universitatsapotheke Tubingen

Ampuwa Fresenius Kabi
DNA Molecular Weight Marker V Roche
DNA Molecular Weight Marker XIV Roche

Ethanol, 70%

Universitatsapotheke Tubingen

Formalin, 10% und 37%

Universitatsapotheke Tubingen

Hamatoxylin Sigma-Aldrich
Isopropanol, 99% Sigma-Aldrich
Leukocyte Alkaline Phosphatase Kit Sigma-Aldrich
LightCycler FastStart DNA Master SYBR Roche
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Green |
LightCycler TagMan Master Roche
LightCycler-Primer Set fur RT-PCR

e human GAPDH

e human LPL

e human alkaline Phosphatase

e human Collagenlla 1

Search-Ilc

¢ human Oct-4

e human Nanog

e human Sox2

e human DPPA4
Oil-Red-O Pulver Sigma-Aldrich
PCR-Primer Metabion
QIAEX Il Gel Extraction Kit Qiagen
RNase AWAY Molecular BioProducts
RNase-Free DNase Set Qiagen
RNeasy Mini Kit Qiagen

TAE-Puffer

Universitatsapotheke Tubingen

TagMan-Sonden, Nr.

: 12 Roche (Universal Probe Library)
= 60

Total RNA, Heart, Human Stratagene

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis | Roche

Kit

Trypan Blue 0,5% Biochrom AG
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2.5 Software

Software Hersteller
LightCycler Software Version 3.5 Roche

Microsoft Office Excel 2007 Microsoft
Microsoft Office Word 2007 Microsoft

REST 2009 M. Pfaffl/ Qiagen
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3 Methoden
3.1 Zellkultur

3.1.1 Isolation von MSCs aus dem Knochenmark

Die Knochenmark-Proben fur das vorliegende Projekt wurden udber eine
Kooperation mit der Klinik fir Orthopadie am Universitatsklinikum Tubingen zur
Verfiigung gestellt. Bei ansonsten organgesunden Patienten mit medizinisch
indiziertem operativem Eingriff im Bereich des Huftgelenks wurde im Rahmen
der Operation eine Entlastungsbohrung durchgefthrt, bei welcher als
Nebenprodukt Knochenmarksaspirat anfiel. Dieses ware, sofern nicht fur die
Forschung verwendet, verworfen worden. Die Patienten wurden vor dem
Eingriff Uber die Details der Knochenmarkentnahme, mogliche Risiken, sowie
die Verwendung des entnommenen Materials fir Forschungszwecke aufgeklart.
Die Entnahme des Knochenmarks fand intraoperativ unter aseptischen
Bedingungen statt. Fur dieses Vorgehen lag ein positives Votum der Ethik-
Kommission der medizinischen Fakultéat des Universitatsklinikums Tabingen vor
(Projektnummer 95/2005V).

Pro Spender (n=3) standen 8-12 ml Knochenmarksaspirat fiir die Isolation von
MSCs zur Verfigung. Um die selbst im Knochenmark nur in verhaltnismafig
geringer Zahl vorkommenden MSCs anzureichern, wurde die Technik der
Dichtegradientenzentrifugation eingesetzt. Aul3erdem wurde die bei MSCs stark
ausgepréagte und die Population definierende Eigenschaft der Plastikadharenz
zur weiteren Selektion genutzt.

Zur Aufbereitung wurden die frischen, mit Lithiumheparin antikoagulierten
Knochenmarksaspirate im Verhéltnis 1:1 mit PBS verdunnt. Diese Ldsung
wurde vorsichtig tber 20 ml in einem Falcon Tube vorgelegten und auf
Raumtemperatur vorgewarmten Ficoll geschichtet. Anschliel3end wurde fur 20
Minuten bei 1000 x g und Raumtemperatur ohne Einsatz der Rotorbremse
zentrifugiert. Bei diesem Zentrifugationsschritt erfolgte eine Auftrennung der
Blut- und Knochenmarksbestandteile nach ihrer Dichte: Erythrozyten
sedimentierten als Pellet auf den Boden des Tubes, unmittelbar dartber lag

eine Schicht aus Granulozyten. Uber diesen wiederum folgte der eigentliche
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Ficol. An der Grenze zum daruber liegenden Plasma, in welchem die
Thrombozyten verblieben, bildete sich ein diinner Ring, der die mononuklearen
Zellpopulationen enthielt. Beim Einsatz von Knochenmark sind dies
Lymphozyten, Monozyten sowie die kleinen Populationen der MSCs und
anderer Progenitorzellen. Dieser Ring wurde mit Hilfe einer Pasteurpipette unter
stetiger Drehung des Rohrchens vorsichtig abgenommen ohne die Schichtung
der Flussigkeiten zu storen. Nach Uberfiihrung in ein frisches 50 ml-Réhrchen
wurden die mononukleéren Zellen bei 350 x g abzentrifugiert und zweimal mit
PBS gewaschen um verbleibende Ficollreste zu entfernen. Anschlie3end wurde
ein Differentialblutbild der Probe erstellt und somit der prozentuale Anteil und
die absolute Zellzahl der unterschiedlichen enthaltenen Zellpopulationen
bestimmt. Nun wurden je Population 4,25x10° im Differentialblutbild als
Leukozyten klassifizierte Zellen in einer 185 cm?2-Kulturflasche ausplatiert,
entsprechend einer Dichte von 23000 Zellen/cm2. Ab diesem Schritt wurde fur
die weitere Kultur Standardkulturmedium verwendet, bestehend aus a-MEM +
10% FCS + 100 U/ml Penicillin + 100 U/ml Streptomycin. Die weitere Kultur der
Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37°C und 5% CO,-Gehalt der
wasserdampfgesattigten Luft.

Nach 24 Stunden in Kultur wurde erstmalig das Medium gewechselt, um
verbleibende nichtadharente Zellpopulationen wie  Erythrozyten und

Granulozyten, sowie tote Zellen aus der Kultur zu entfernen.

3.1.2 Kultur der MSCs

Die Kultur der MSCs erfolgte fur diese Arbeit in Zellkulturflaschen sowie in
6-well-Platten unter Verwendung verschiedener Medien, jeweils im
Begasungsbrutschrank bei 37°C unter 5% CO, und 100% relativer Luftfeuchte.
Als Standardkulturmedium diente dabei a-MEM mit einem Zusatz von 10% FCS
sowie 100 U/ml Penicillin + 100 U/ml Streptomycin. Das Serum bot den Zellen
dabei eine Vielzahl bisher nicht im Einzelnen bekannter Wachstumsfaktoren
und Nahrstoffe, die Antibiotika dienten der Vermeidung von Verkeimungen der

Kulturen.

-29-



3 Methoden

In den Kulturflaschen wurden folgende Volumina Kulturmedium eingesetzt
(Tabelle 1):

Tabelle 1: Eingesetzte Medienvolumina
6-well Platte 3ml

25 cm2-Flasche 6 ml
75 cm2-Flasche 13 ml

185 cm2-Flasche | 25 ml

Das Wachstum der MSCs erfolgte definitionsgemall adhérent an
Kunststoffoberflachen, daher konnte beim alle drei bis vier Tage durchgefihrten
Medienwechsel das alte Kulturmedium mit einer Pipette abgezogen werden,
ohne die Zellen zu verlieren. Nach einem Waschschritt mit PBS wurde, ohne
zwischenzeitlich den Zellrasen austrocknen zu lassen, wieder frisches Medium
zugegeben.

Zur Dokumentation der Zellmorphologie im Verlauf der Langzeitkultur wurden in

jeder Passage native lichtmikroskopische Bilder der Zellen angefertigt.

3.1.3 Passagieren

Das Wachstum der Zellen am Boden der Kulturflaschen wurde mehrmals
wdchentlich mittels Durchlichtmikroskopie kontrolliert. Nach jeweils zwei bis vier
Wochen in Kultur wurden die im Monolayer wachsenden MSCs beim Erreichen
von 80% Konfluenz enzymatisch von der Kulturflasche abgeldst, und nach
Bestimmung der Zellzahl in geringerer Dichte (s.u.) neu ausgeséat (passagiert).
Dieses Verfahren war notwendig, da eine zu grof3e Kulturdichte eine verfriihte
Seneszenz und verminderte Proliferationsfahigkeit von MSCs zur Folge haben
kann®®. Des Weiteren konnte bei jeder Passage ein Teil der Zellen zur Analyse

entnommen, oder flr spatere Experimente eingefroren werden.

3.1.3.1 Ablosen der adharenten MSCs
Nach dem abpipettieren des alten Kulturmediums wurden die Flaschen einmal
mit PBS gewaschen, um Medienreste und das darin enthaltene FCS zu

entfernen. Dies verhinderte eine Inhibition der folgenden enzymatischen
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Reaktion durch freie Calcium-lonen, sowie durch eventuell im FCS enthaltene
Proteaseinhibitoren, wie beispielsweise Antitrypsin. Danach wurden pro Flasche
8 ml Accutase zugegeben und fir funf Minuten im Brutschrank bei 37°C
inkubiert. Durch leichtes Klopfen der Flasche konnten letzte noch adharente
Zellen mechanisch gelost werden, eine Kontrolle der vollstandigen Ablosung
wurde im Durchlichtmikroskop durchgefiihrt. Die Zellsuspension wurde in ein
50 ml Réhrchen tberfuhrt, zum Stoppen der enzymatischen Reaktion mit 10 ml
frischem Kulturmedium verdunnt, und fur funf Minuten bei 300 x g zentrifugiert.
Dies fuhrt zur Sedimentation und Bildung eines Zellpellets am Boden des
GefaRes. Der Uberstand konnte dann problemlos abpipettiert, und die Zellen

durch leichtes Klopfen und Zugabe von frischem Medium resuspendiert werden.

3.1.3.2 Zellzahlbestimmung

Zum Zahlen der MSCs wurde eine Neubauer-Zahlkammer eingesetzt. Zunachst
wurden 50 pl der Zellsuspension in einem Eppendorf-Gefal3 mit derselben
Menge Trypanblau versetzt. Die Zugabe dieses Farbstoffs diente der
Differenzierung von vitalen und toten Zellen. Trypanblau wurde bei intakter
Zellmembran nicht in das Zytoplasma aufgenommen, die Zellen bleiben
ungefarbt. Tote Zellen dagegen erschienen infolge ihrer fur Trypanblau
durchlassigen Membran im Mikroskop blau. 10 ul der gefarbten Zellen wurden
in eine Neubauer-Zahlkammer Uberfuhrt und unter dem Mikroskop bei
100-facher Vergrol3erung ausgewertet. Die Zellzahl der Ausgangslosung
errechnet sich nach folgender Formel:

Zellzahl pro ml Suspension

= Mittelwert Zellzahlen in vier GroBquadraten x Verdiinnungsfaktor x 10*/ml
Der Verdunnungsfaktor bezog sich auf die Verdinnung durch die
Trypanblaulésung und betrug bei den verwendeten Volumina zwei.

3.1.3.3 Aussaat der MSCs
Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die MSCs unter Zugabe von frischem

Kulturmedium in neue Kulturflaschen in einer Dichte von 1000 Zellen/cm?
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ausgesat und weiterkultiviert. Beim ersten Medienwechsel, drei Tage nach

Passage, wurden tote und nicht-adhéarente Zellen, sowie Zelltrimmer entfernt.

3.1.4 Kryokonservierung von MSCs

In jeder Passage wurden die fir Neuaussaat und Analyse nicht bendtigten
MSCs zur Langzeitkonservierung in flissigem Stickstoff bei -196°C eingefroren.
Dazu wurden die Zellen nach dem Ablésen und Waschen mit Einfriermedium

versetzt. Dieses setzte sich zusammen aus:

30% a-MEM
65% FCS
5% DMSO

Die Zellsuspension wurde auf eine Konzentration von 1x10° - 1x10° Zellen
pro ml Einfriermedium eingestellt und zu je 2 ml in Kryoréhrchen aliquotiert.
Diese Kryorohrchen wurden in auf -20°C vorgekihlten Kryoboxen im
Gefrierschrank auf -80°C gekuhlt, was ein langsames Gefrieren der intra- und
extrazellularen Flussigkeit sicherstellte. Der langsame Gefriervorgang, sowie
das im Einfriermedium enthaltene DMSO verhinderten die Bildung von
Eiskristallen in den Zellmembranen, was zur Schadigung der Zellen gefthrt
hatte. Nach 24h bei -80°C konnten die Rohrchen dann zur
Langzeitkonservierung in den flissigen Stickstoff Gberfiihrt werden.

Um eingefrorene MSCs wieder aufzutauen und in Kultur zu nehmen, wurden
die entsprechenden Proben unmittelbar nach Entnahme aus dem fliissigen
Stickstoff in einem 37°C warmen Wasserbad aufgetaut. Die Zellen wurden nach
abgeschlossenem Auftauvorgang zur Entfernung des Einfriermediums
zentrifugiert, mit PBS gewaschen und in frischem Kulturmedium in der

gewunschten Dichte ausgesat.
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3.1.5 Einfrieren von MSCs zur RNA-Isolation

Zur spateren Analyse mittels quantitativer RT-PCR wurden in jeder Passage
1x10° MSCs zur spateren RNA-Isolation eingefroren. Zu diesem Zweck wurde
nach Bestimmung und Einstellung der Zellzahl zentrifugiert (5 min, 300 x g) und
das Zellpellet mit PBS gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde der
Uberstand sorgfaltig abgezogen und das Zellpellet gemaRR des RNeasy-
Reagenzienkit-Protokolls in 350 pl des im RNeasy-Reagenzienkit enthaltenen
RLT-Puffers resuspendiert. Dieser Puffer bewirkte eine Lyse der Zellen und
stabilisierte gleichzeitig die freigesetzte RNA. Durch das im Puffer enthaltene
Guanidinisothiocyanat wurden eventuell vorhandene RNasen inaktiviert. In
dieser Form konnte das Lysat fur die spatere RNA-Isolation (s. 3.2.1) bei -80°C

eingefroren und fur bis zu drei Monate gelagert werden.

3.1.6 Differenzierungen und Farbungen der MSCs zum Nachweis der

Multipotenz

Ein Hauptcharakteristikum und Definitionskriterium der MSCs st ihre
Multipotenz, welche durch Differenzierung in einen adipogenen, osteogenen
und chondrogenen Phanotyp nachgewiesen werden kann®®. Die in vitro-
Differenzierung der MSCs wird dabei durch Kultur in speziellen
Differenzierungsmedien induziert, und durch Anfarbung von fir den

entsprechenden Zelltyp charakteristischen Strukturen nachgewiesen.

3.1.6.1 Adipogene Differenzierung und Oil-Red-O-Féarbung

Zur adipogenen Differenzierung wurden MSCs in Duplikaten in 6-well Platten in
einer Dichte von 1000 Zellen/cm? ausgesét und in Standardkulturmedium bis
zum Erreichen von 80% Konfluenz kultiviert. Ab diesem Zeitpunkt wurde fur
weitere drei Wochen in adipogenem Differenzierungsmedium weiterkultiviert,
wobei fiur den gleichen Zeitraum Zellen in zwei wells unter
Standardkulturmedium als Negativkontrolle mitgefihrt wurden. Das eingesetzte

adipogene Differenzierungsmedium setzte sich zusammen aus*®’:
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a-MEM
10% FCS
100 U/ml Penicillin + 100 U/ml Streptomycin

1 pM Dexamethason
0,5 mM IBMX
10 pg/ml Insulin

0,2 mM Indomethacin

Nach drei Wochen unter Differenzierung bei zweimal wdchentlichem
Medienwechsel, wurden jeweils ein adipogen differenzierte MSCs, sowie ein
undifferenzierte MSCs enthaltendes well mit Oil-Red-O angefarbt. Dies diente
dem spezifischen Nachweis der fiur adipogen differenzierte MSCs
charakteristischen, lichtmikroskopisch bereits nativ sichtbaren intrazellularen
Fettvakuolen. Die Farbung wurde nach dem Protokoll des Herstellers
durchgefuhrt:

Nach Entfernung des Mediums wurden die Zellen zwei Mal mit PBS
gewaschen. Dann erfolgte bei Raumtemperatur eine 30-minitige Fixierung mit
10%igem Formalin (2 ml pro well). Nach diesem Fixierungsschritt wurde das
Formalin abgezogen und der Zellrasen mit destilliertem Wasser gewaschen.
Das Formalin wurde ordnungsgemaf als Sondermill entsorgt. Darauf folgte
eine zweimindtige Inkubation mit 60%igem Isopropanol. Nach Absaugen des
Isopropanols erfolgte der eigentliche Farbeschritt mit 2 ml  Olrot
Gebrauchslésung. Diese musste unmittelbar vor der Farbung aus 3 Teilen Olrot
Stammldsung (hergestellt aus 150 mg Olrotpulver + 50 ml 99% Isopropanol)
und 2 Teilen destilliertem Wasser angesetzt, und zur Vermeidung von
Verklumpung durch ein Filterpapier geleitet werden. Nach einer Féarbezeit von
5 Minuten wurden die Zellen mehrfach mit Leitungswasser gespilt und
anschlieRend fur eine Minute mit Hamatoxylin gegengefarbt um Zellstrukturen,
insbesondere die Zellkerne, deutlicher hervorzuheben.

Die so gefarbten Zellen konnten lichtmikroskopisch semiquantitativ beurteilt
sowie fotografiert werden, wobei sich die intrazellular gelegenen Fettvakuolen

der adipogen differenzierten MSCs rot darstellten.
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Die adipogen differenzierten, sowie die undifferenzierten MSCs des zweiten
well-Paars wurden zur spateren RNA-Isolation und Analyse mittels RT-PCR wie

unter 3.1.5 beschrieben in RLT-Puffer eingefroren.

3.1.6.2 Osteogene Differenzierung und Nachweis der alkalischen
Phosphatase

Wie fur den Nachweis der Adipogenese, wurden auch fur die osteogene
Differenzierung die MSCs in 6-Well Platten in einer Dichte von 1000 Zellen/cm?
ausgesat und bis zum Erreichen von 80% Konfluenz in Standardkulturmedium
gehalten. Dann wurde wiederum unter Mitfihrung undifferenzierter Kontrollen
fur weitere drei Wochen in osteogenem Differenzierungsmedium Kkultiviert.

Dieses setzte sich zusammen aus:

a-MEM
10% FCS
100 U/ml Penicillin + 100 U/ml Streptomycin

1 puM Dexamethason
10 mM Glycerol-2-Phosphat

50 uM L-Ascorbinsaure-2-Phosphat

Nach drei Wochen Differenzierung bei zweimal wdchentlichem Wechsel des
Mediums wurde eine Farbung auf Basis eines Diazoniumsalzes durchgefihrt.
Dieses Salz wurde durch die typischerweise in osteogenen Zellen exprimierte
alkalische Phosphatase umgesetzt und wies diese durch den dabei erfolgenden
Farbumschlag spezifisch nach. Diese Farbung wurde mit dem Kit “alkalische
Phosphatase“ von Sigma-Aldrich nach dem Protokoll des Herstellers
durchgefihrt:

Nach Entfernung des Nahrmediums und zweimaligem Waschen der Zellen mit
PBS wurden fur eine Minute 2 ml Citrat-Fixierungslésung auf die Zellen
gegeben. Diese musste zuvor aus 12,5 ml der im Kit enthaltenen Citratldsung,
sowie 32,5 ml Aceton und 4 ml 37%igem Formaldehyd in einer Glasflasche
angesetzt werden und war dann bei 4°C fur vier Wochen verwendbar. Nach

dem Fixieren wurden die Zellen mit destilliertem Wasser gewaschen und
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anschlieend fur 30 Minuten mit 2 ml Alkalifarbstoffgemisch (unmittelbar vor der
Farbung hergestellt aus den im Kit enthaltenen Komponenten: 0,5 ml
Natriumnitrit + 0,5 ml FRV-Alkalildsung + 22,5 ml destilliertes Wasser + 0,5 ml
Naphtol AS-BI Alkalilosung) unter Lichtschutz bei Raumtemperatur gefarbt.
Anschlieend wurden die Zellen mit Leitungswasser gespult und mit
Hamatoxylin kurz gegengefarbt.

Die fur alkalische Phosphatase positiv gefarbten Zellen stellten sich
lichtmikroskopisch violett dar und konnten visuell semiquantitativ beurteilt,
sowie fotografisch dokumentiert werden.

Wie von den adipogen differenzierten wurden auch von den osteogen
differenzierten MSCs Proben zur spateren RNA-Isolation und Analyse mittels
RT-PCR in RLT-Puffer eingefroren.

3.1.6.3 Chondrogene Differenzierung und Nachweis saurer
Glykosaminoglykane

Zur weiteren Charakterisierung wurden MSCs chondrogen differenziert. Hierzu
wurden 2,5x10° Zellen in einem 15 ml-Falcon Réhrchen fiir 5 Minuten bei
350 x g zentrifugiert, was zur Bildung eines Zellpellets fuhrte. Auf dieses wurde
nach  Entfernen des  Standardkulturmediums 1 ml  chondrogenes
Differenzierungsmedium gegeben ohne dabei die Zellen zu resuspendieren. Als
Differenzierungsmedium wurde “Differentiation Basal Medium-Chondrogenic®
aus dem “hMSCs Chondro BulletKit® der der Firma Lonza verwendet, zu
welchem noch der fur die chondrogene Differenzierung essentielle
Wachstumsfaktor TGF-B3 in einer Konzentration von 10 ng/ml hinzugefiigt
wurde. Da TGF-B3 eine im Medium nur kurze Halbwertszeit besitzt, durfte diese
Substanz erst unmitteloar vor dem Medienwechsel aufgetaut und zum
Basalmedium hinzugefligt werden. Die folgenden vier Wochen wurden die
Zellen in diesem die Chondrogenese induzierenden Medium bei zweimal
wochentlichem Medienwechsel im Pellet kultiviert, was zur Bildung einer
extrazellularen Matrix fuhrte. Die in dieser enthaltenen, durch chondrogen
differenzierte MSCs synthetisierten, sauren Glykosaminoglykane konnten durch

eine Farbung mittels Alcianblau nachgewiesen werden.
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Nach vier Wochen Differenzierung wurde das Medium durch vorsichtiges
Absaugen entfernt ohne das Pellet zu verlieren oder zu beschadigen. Dann
wurde das Pellet zweimal mit je einem ml PBS gewaschen und fir 10 Minuten
mit 70%igem Ethanol fixiert. Nach erneutem zweimaligem Waschen mit PBS
wurde das Pellet fir 30 min mit Alcianblau-Farbelésung angefarbt. Diese
Farbelésung wurde hergestellt aus 0,5 g Alcianblau 8GX geldst in 50 ml 3%iger
Essigsaure. Nach dem Farben wurde mit destilliertem Wasser gespult bis der
Uberschussige Farbstoff nicht mehr sichtbar war. Das geféarbte Pellet wurde
danach auf einen Objekttrager tberfuhrt, mit der flachen Seite eines Skalpells
flach ausgestrichen, und mit einem Deckglas abgedeckt. Die erfolgte
Differenzierung konnte nun lichtmikroskopisch semiquantitativ beurteilt und
photographisch dokumentiert werden. Dabei stellten sich im gefarbten Zell-
Matrix-Pellet die fir chondrogene Differenzierung typischen sauren
Glykosaminoglykane tirkis gefarbt dar.

Da sich die RNA-Isolation aus chondrogen differenzierten Pellet-Kulturen als
ineffizient erwies, wurden MSCs zur Analyse mittels RT-PCR in 6-well-Platten
chondrogen differenziert: Wie fur die adipogene und osteogene Differenzierung
wurden MSCs in Duplikaten in einer Dichte von 1000 Zellen/cm? ausgeséat und
bis zum Erreichen von 80% Konfluenz in Standardmedium gehalten. Dann
wurde, wiederum unter Mitflhrung einer undifferenzierten Kontrolle, fir weitere
vier Wochen in chondrogenem Differenzierungsmedium kultiviert. Nach Ablauf
dieser Zeit wurden die differenzierten und undifferenzierten MSCs, wie unter

3.1.5 beschrieben, zur spateren RNA-Isolation in RLT-Puffer eingefroren.

3.1.7 Kardiomyogene Differenzierungsprotokolle

In dieser Arbeit wurden verschiedene, in der Literatur fir die Induktion
kardiomyogener Differenzierung von adulten oder embryonalen Stammzellen
beschriebene, Protokolle auf humane Knochenmarks-MSCs angewandt. Zu
diesem Zweck wurden die Zellen nach dem Ende der Primarkultur, beim ersten
Passagieren, in einer Dichte von 1000 Zellen/cm? neu in Kulturflaschen

ausgesat und fir 24 h bis zum erneuten Erreichen ihrer Adhérenz im
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Brutschrank inkubiert. Ab diesem Zeitpunkt, dem Beginn der Passage 1 (P1),
wurde mittels verschiedener Medien versucht, eine kardiomyogene
Differenzierung der MSCs Zu induzieren. Die einzelnen
Differenzierungsprotokolle sollen in den folgenden Abschnitten erleutert

werden.

3.1.7.1 5-Azacytidin

Die Induktion von Kardiomyogenese durch 5-Azacytidin wurde erstmals von
Wakitani et al. fir adulte Ratten-MSCs gezeigt'**. Diese Wirkung beruhte auf
einer Demethylierung der genomischen DNA der adulten Zellen, was zur
Aktivierung von fur die kardiomyogene Differenzierung relevanter Gene fuhrte.
In der vorliegenden Arbeit wurden humane MSCs fir 24 Stunden mit einem
5-Azacytidin-haltigen Medium behandelt: Zunachst  wurde vom
Standardkulturmedium  zum kardiomyogenen Differenzierungsmedium
gewechselt. Dieses setzte sich zusammen aus Standardkulturmedium,
welchem 5-Azacytidin in einer Konzentration von 10 uM zugesetzt wurden.
Nach 24 h wurde das Differenzierungsmedium entfernt und die Kultur wieder

mit Standardkulturmedium fortgefihrt.

3.1.7.2 Noggin

Yuasa et al. demonstrierten, dass die Behandlung mit dem Transkriptionsfaktor
Noggin eine kardiomyogene Differenzierung von murinen embryonalen
Stammzellen induzieren kann**®,

Zum Standardkulturmedium wurde Noggin in einer Konzentration von 150 ng/ml
gegeben und die humanen MSCs fur 72 h darin kultiviert. Nach Ablauf dieser
Differenzierungszeit wurde wieder Standardkulturmedium ohne Noggin auf die

Zellen gegeben und die Kultur darunter fortgefthrt.

3.1.7.3 Fibroblast Growth Factor 2 (FGF2) und Bone Morphogenetic
Protein 2 (BMP2)

Kawai et al. demonstrierten die Induktion von Kardiomyogenese in murinen
embryonalen Stammzellen durch Behandlung mit den dem Kulturmedium

zugesetzten Wachstumsfaktoren FGF2 und BMP2*7.
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In Standardkulturmedium wurde FGF2 in einer Konzentration von 1 ng/ml und
BMP2 in einer Konzentration von 0,2 ng/ml gelést. Das resultierende
Differenzierungsmedium wurde fir 72 h auf humane MSCs angewandt. Nach
Ablauf von 72 h Differenzierungszeit wurde wieder Standardkulturmedium ohne
zusatzliche Wachstumsfaktoren auf die Zellen gegeben und die Kultur darunter

fortgefuhrt.

3.1.7.4 Dimethylsulfoxid (DMSO)

Fur die Chemikalie DMSO konnte die Induktion der Kardiomyogenese in einer
murinen Teratokarzinom-Zelllinie gezeigt werden*®* 12,

Dem Standardkulturmedium wurde DMSO in einer Konzentration von 1%
zugesetzt. Humane MSCs wurden fir 96 Stunden in diesem
Differenzierungsmedium kultiviert. Anschlie@end wurde die Kultur unter

Standardkulturmedium ohne DMSO weitergefihrt.

3.1.7.5 Platelet-Derived Growth Factor (PDGF), Fibroblast Growth
Factor 2 (FGF2) und Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Xaymardan etal. demonstrierten die Induktion der kardiomyogenen
Differenzierung von murinen MSCs durch ein die Wachstumsfaktoren PDGF,
FGF2 und VEGF enthaltendes Kulturmedium®®,
Dieses setzte sich zusammen aus:

90% Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM)

10% FCS,

100 U/ml Penicillin G, 100 pg/ml Streptomycin-Sulfat

50 pg/ml unfraktioniertes Heparin
10 ng/ml PDGF-AB

5 ng/ml FGF2

10 ng/ml VEGF

Dieses Medium wurde bei zweimal woéchentlichem Wechsel als
Permanentmedium Uber die gesamte Dauer der Langzeitkultur auf humane

MSCs angewandt.
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3.1.7.6 Insulin, Transferrin, Ascorbat und Dexamethason (ITAD)
Shim et al. zeigten fur ein Medium auf Basis von Insulin, Transferrin, Ascorbat
und Dexamethason die Induktion von kardiomyogener Differenzierung in
humanen Knochenmarks-MSCs**°,
Zusammensetzung des Mediums:
60% DMEM-LG
30% MCDB-201
10%FCS

100 U/ml Penicillin G, 100 pg/ml Streptomycin-Sulfat

50 mg/ml Rinderserum-Albumin

1 mg/ml Insulin

0,55 mg/ml Transferrin
10* M Ascorbinsaure-2-Phosphat

10° M Dexamethason

0,5 pg/ml Natriumselenit

0,47 pug/ml Linolsaure

Dieses Medium wurde bei zweimal wochentlichem Wechsel als
Permanentmedium Uber die gesamte Kulturdauer der humanen MSCs

eingesetzt.

3.2 Molekularbiologie

3.2.1 RNA-Isolation

3.2.11 Grundlagen der RNA-Isolation

Zur spateren Analyse mittels quantitativer RT-PCR wurde zunachst die RNA
aus den dafur vorgesehenen Zellen isoliert. Die Zellproben wurden hierzu im
Verlauf der Langzeitkultur bei jeder Passage, wie oben beschrieben, bei -80°C
in RLT-Puffer eingefroren. Die RNA-Isolation selbst wurde mit dem RNeasy
Mini Kit von Qiagen nach dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Dessen

Grundprinzip beruht auf einer pH-abhangigen spezifischen Bindung von RNA
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an die Silica-Membran eines Isolationsréhrchens. Durch Waschen mit den
verschiedenen im Kit enthaltenen Puffern wurden unerwinschte
Zellbestandteile wie Proteine, Lipide, Saccharide oder DNA entfernt, noch
verbleibende DNA wurde durch Zugabe einer DNase hydrolysiert. Am Ende des
Isolationsschrittes wurde die immer noch an der Saulchenmembran gebundene
RNA im neutralen pH des zuletzt zugegebenen Wassers wieder eluiert.

Das fur die RNA-Isolation verwendete RNeasy Mini Kit enthielt die meisten
notwendigen Komponenten bereits gebrauchsfertig (RLT-Puffer, Puffer RW1,
RPE-Puffer, RNase-freies Wasser). Lediglich 70%iges Ethanol musste noch
zusatzlich eingesetzt werden. Die genaue Zusammensetzung der einzelnen
Puffer gibt der Hersteller nicht an.

Der laut Herstellerprotokoll fakultative Schritt des DNase-Verdaus wurde mittels
des RNase-free DNase Sets von Qiagen durchgefihrt, um auch kleinste
Verunreinigungen durch genomische DNA zu beseitigen.

3.2.1.2 Durchfiihrung der RNA-Isolation

Die RNA-Isolation wurde strikt nach dem im RNeasy Mini Handbook
empfohlenen Protokoll fur tierische und menschliche Zellen durchgefihrt:
Zunachst wurde das bei -80°C eingefrorene Zelllysat fur 15 Minuten in einem
Heizblock bei 37°C aufgetaut. Dabei losten sich eventuell aufgetretene
Ausféllungen des RLT-Puffers. Dann folgten die eigentlichen Isolationsschritte:

1. Das Lysat wurde auf eine QIlAshredder-Séaule pipettiert und 2 Minuten
bei 24000 x g zentrifugiert. Dies bewirkte eine Homogenisierung
eventuell vorhandener Zellaggregate, sowie die vollstandige Ruptur der
Zellwande.

2. Nach Verwerfen der Shreddersaule wurde der Unterstand 1:1 mit
70%igem Ethanol gemischt.

3. Diese Losung wurde auf die eigentliche RNeasy-mini-Saule tberfihrt
und fur 15 s bei 14000 x g zentrifugiert. Dies bewirkte eine Bindung der
in der Probe enthaltenen RNA an die Silica-Membran der Saule. Der
Unterstand wurde verworfen.

4. Es folgte ein Waschschritt mit 700 ul RWZ1-Puffer, funfminatiger

Inkubation, sowie erneuter Zentrifugation (15s, 14000 xg). Der
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Unterstand, welcher nun die unerwinschten Zellbestandteile wie
Saccharide und Proteine enthielt, wurde verworfen.

. In einem Eppendorf-GefaR wurden 10 pul DNase-Stocklésung mit 70 pl
RDD-Puffer gemischt und dann direkt auf die Membran der S&ule
pipettiert. Es folgte eine 15-mindtige Inkubation bei Raumtemperatur,
wahrend der eventuell noch vorhandene genomische DNA durch die
DNase verdaut wurde.

. Ein erneuter Waschschritt mit 700 pl RW1-Puffer und anschlie3ender
Zentrifugation (15 s, 14000 x g) diente zur Entfernung der DNase. Der
Unterstand wurde verworfen.

. Es folgte zweimaliges Waschen mit je 500 pl RPE-Puffer. Nach dem
ersten Schritt wurde fur 15s bei 14000 x g zentrifugiert, dann der
Unterstand verworfen. Nach der zweiten Zugabe von RPE-Puffer wurde
fur zwei Minuten bei 14000 x g zentrifugiert, um die Saulchenmembran
vollstandig abzutrocknen.

. Um die an die Silica-Membran gebundene reine RNA zurtickzugewinnen,
wurde das Saulchen auf ein im Kit beiliegendes Elutionsgefal3 gesetzt
und 30 pl RNase-freies Wasser direkt auf die Membran pipettiert. Nach
zweiminutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde bei 14000 x g fiur
eine Minute zentrifugiert. Das Wasser loste dabei die RNA von der
Membran und sammelte sich als Unterstand der S&ule, welche nun
verworfen werden konnte. Die gewonnene L&sung wurde unmittelbar
nach der Elution auf Eis gestellt um die empfindliche RNA vor rascher

Zersetzung zu schutzen.

Die gewonnene RNA-L6sung wurde nun photometrisch auf ihre Konzentration

untersucht. Hierzu wurde das Instrument NanoDrop 1000 benutzt, in welchem

jeweils 1,5 pl unverdiinnte RNA-LOsung eingesetzt werden konnten. Das Geréat

mal’ die Extinktion der Losung bei einer Wellenlange von 260 und 280 nm und

errechnete vollautomatisch die Konzentration der RNA. Des Weiteren wurde

das Verhaltnis (Ratio) der Extinktionen bei 260 und 280 nm berechnet, welches

die Reinheit der RNA (Absorptionsmaximum 260 nm) in Bezug auf

Kontaminationen mit Proteinen (Absorptionsmaximum 280 nm) widerspiegelt.
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Die Ratio qualitativ hochwertiger RNA-Proben sollte dabei im Bereich 1,8-2,1
liegen.
Nach Bestimmung der RNA-Konzentration wurden die Proben sofort bei -80°C

eingefroren.

3.2.2 Reverse Transkription

3.22.1 Grundlagen der reversen Transkription

Um die Expression einer spezifischen mRNA in einer Zellpopulation mittels
quantitativer RT-PCR messen zu kénnen, muss zunéchst die zuvor isolierte
einzelstrangige mMRNA enzymatisch in cDNA umgeschrieben werden. Dieses
Vorgehen bezeichnet man als reverse Transkription. Zum Einsatz kommen
dabei rekombinante virale Enzyme, sogenannte reverse Transkriptasen, welche
in der Natur von Retroviren exprimiert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde fur die reverse Transkription das Transcriptor
First Strand cDNA Synthesis Kit der Firma Roche eingesetzt, welches alle

bendtigten Komponenten bereits enthalt.

3.2.2.2 Durchfiihrung der reversen Transkription

Zunachst wurden alle benotigten im Kit enthaltenen Komponenten, sowie die
umzuschreibenden RNA-Proben langsam auf Eis aufgetaut. Von den RNA-
Proben wurde eine Menge von 0,5 ug entnommen, und mit RNase-freiem
Wasser (im Kit enthalten) in einem 200 pl-Eppendorf GefaR auf ein
Gesamtvolumen von 12 pl aufgefillt. Des Weiteren wurden zu jeder der Proben
1yl Anchored-oligo(dT);s Primer pipettiert, entsprechend einer finalen
Konzentration von 20 uM. Dieser Primer war komplementar zur Primarstruktur
des Poly-A-Schwanzes der einzelstrdngigen mMRNA und diente als
Ausgangspunkt fur die cDNA-Synthese durch die reverse Transkriptase. Der
Mix aus Probe und Primer wurde daraufhin in einem Thermocycler (GeneAmp
PCR System 9700) fur 10 Minuten auf 65°C erhitzt, was eine Offnung von

eventuell die anschlieRende reverse Transkription stérenden
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Sekundarstrukturen der mRNA bewirkte. AnschlieRend wurden die Proben
sofort wieder auf Eis gestellt.
Zwischenzeitlich wurde ein Mastermix aus den weiteren bendtigten

Kitkomponenten erstellt. Dieser enthielt fir jede Probe:

Tabelle 2: Pipettierschema der reversen Transkription

Komponente Volumen pro Ansatz Finale Konzentration
Reaction Buffer 4 ul 8 mM MgCl,
Deoxynucleotide Mix 2 ul Jeweils 1 mM
Protector RNase Inhibitor | 0,5 pl 20U

Reverse Transcriptase 0,5 ul 10U
Gesamtvolumen 7 ul

Von diesem Mastermix wurden jeweils 7 pl zu jeder der mit dem Primer
vorinkubierten Proben pipettiert, entsprechend einem Gesamtvolumen von
20 ul. Sofort anschlieend wurden alle Proben bei 50°C fir eine Stunde im
Thermocycler inkubiert, was der reversen Transkriptase die Méglichkeit gab,
ausgehend von den oligo(dT)is-Primern spezifisch die mRNA in cDNA
umzuschreiben. Das eingesetzte Enzym besitzt eine RNase-H-Aktivitat durch
welche die RNA-Matrize unmittelbar im Anschluss an die Synthese der
komplementaren cDNA hydrolysiert wurde, und somit nicht mit im Anschluss
durchgefiihrten PCR-Reaktionen interferieren konnte.

Nach Abschluss der Reaktion wurden die Proben fir 5 Minuten auf 85°C erhitzt

um die reverse Transkriptase zu inaktivieren, und dann bei -20°C eingefroren.

3.2.3 Quantitative Real-time-PCR

3.2.3.1 Grundlagen der PCR

Die Polymerase Chain Reaction (PCR), zu Deutsch ,Polymerase-
Kettenreaktion®, ist eine molekularbiologische Methode um spezifische DNA-
Sequenzen unter Einsatz einer DNA-Polymerase =zu vervielfaltigen.
Entscheidend ist dabei der Einsatz von hitzestabilen rekombinanten Enzymen,

welche urspriinglich aus thermophilen, in Thermalquellen lebenden Bakterien
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stammen. Das erste derart eingesetzte Enzym ist die Tag-Polymerase, isoliert
aus dem Bakterium Thermus aquaticus. Kary Mullis, der die PCR als Technik
entwickelte und 1985 publizierte®®, wurde dafiir 1993 mit dem Nobelpreis fiir
Chemie ausgezeichnet.

Die Spezifitdt einer PCR-Reaktion wird durch die Sequenz der eingesetzten
Primer bestimmt. Dies sind Oligonukleotide, welche eine komplementéare
Basensequenz zu Beginn und Ende des zu vervielfaltigenden DNA-Anschnitts
aufweisen. Sie dienen dort als Startpunkt fir die DNA-Polymerase, welche nur
von einem doppelstrangigen DNA-Abschnitt ausgehend in 5°-3‘-Richtung
arbeiten kann.

Die PCR-Reaktion selbst wird in einem Thermocycler durchgefuhrt, in welchem
durch Wechsel der Probentemperatur die gewinschten Reaktionen stattfinden
konnen. Jeder PCR-Prozess besteht dabei aus unterschiedlichen Phasen:
Pra-Inkubation: Durch zehnminitiges Erhitzen auf 95°C wird das aktive
Zentrum der DNA-Polymerase demethyliert und diese somit aktiviert.
Amplifikation: Durch zyklische Temperaturdnderung findet die eigentliche PCR-
Reaktion statt. Diese umfasst 40-45 Zyklen mit je drei Schritten:

Denaturierung (Denaturation, Schmelzen): Durch Erhitzen der Probe auf
95°C trennen sich die komplementaren, in einer Probe enthaltenen DNA-
Strange durch Aufbrechen der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
einzelnen Basenpaaren.

Primerhybridisierung (Primer annealing): Die Probentemperatur wird auf
einige Grad Celsius unter die Schmelztemperatur der eingesetzten Primer
abgesenkt. Dies ermdglicht eine spezifische Bindung der Primer an die
Zielsequenz der cDNA. Die optimale Annealing-Temperatur liegt dabei meist
5-7°C unter der Schmelztemperatur der jeweiligen Primer.

Im Rahmen einer  sogenannten »ouchdown-PCR" wird die
Hybridisierungstemperatur zu Beginn der PCR hdher gewéhlt und im Verlauf
von Zyklus zu Zyklus auf den optimalen Wert erniedrigt. Dies erméglicht bereits
zu Beginn der PCR eine hohe Spezifitat, zunachst zulasten der Effizienz. Die
Letztere néhert sich aber bei im Verlauf zunehmend sinkenden Temperaturen

ebenfalls rasch dem Optimum an.
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Elongation (Extending): Durch Erhitzen der Probe auf 72°C, das
Temperaturoptimum der eingesetzten DNA-Polymerase, wird eine Amplifikation
der von den Primern umspannten DNA-Sequenz erméglicht. Die DNA-Synthese
startet dabei immer an einem an die cDNA gebundenen Primer und
synthetisiert in 5°-3-Richtung die komplementaren Basen an den
einzelstrangigen Matrizenstrang. Nach Beendigung der Amplifikation startet ein
neuer PCR-Zyklus mit dem Denaturierungsschritt.

Durch Wiederholung der genannten Schritte findet in jedem PCR-Zyklus eine
Verdoppelung der Anzahl der eingesetzten DNA-Kopien statt, die DNA-Menge
der Proben wachst also exponentiell (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Schematischer Ablauf einer PCR-Reaktion*®
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3.2.3.2 Quantitative RT-PCR und Detektionsformate

Wird eine PCR anhand von durch reverse Transkription aus RNA erstellter
cDNA durchgefuhrt, so spricht man von einer RT-PCR. Dieses Vorgehen hat
meist eine Quantifizierung der eingesetzten cDNA und damit der
komplementaren RNA zum Ziel, und setzt wiederum den Einsatz der Real-
Time-PCR-Technik voraus. Mit dieser lasst sich fluorimetrisch der DNA-Gehalt
einer Probe in Echtzeit im Verlauf einer PCR erfassen. Ist dieser bekannt, so ist
eine Ruckrechnung auf die Ausgangsmenge einer spezifischen, in der Probe
enthaltenen cDNA mdglich.

Es existieren unterschiedliche Techniken und Formate, um die fluorimetrische
Detektion von DNA zu ermdglichen, von denen in dieser Arbeit zwei angewandt
wurden:

SYBR Green I: Diese Substanz gehotrt zur Gruppe der interkalierenden
Farbstoffe und besitzt die Eigenschaft, sich in die ,minor groove*
doppelstrangiger DNA einzulagern. Wird SYBR Green | mit blauem Licht einer
Wellenlange von 494 nm angeregt, so emittiert es dieses wieder im grinen
Bereich des Spektrums bei 521 nm. Im an doppelstrangige DNA gebundenen
Zustand verstarkt sich die Intensitat der emittierten Fluoreszenz bei gleicher
Anregungsintensitat um ein Vielfaches. Die Intensitat des Fluoreszenzsignals ist
dabei direkt proportional zur Menge des gebundenen SYBR Greens, welches
wiederum proportional zur Menge der in der Probe vorhandenen
doppelstrangigen DNA ist. Die Fluoreszenz wird im Verlauf der Amplifikation
jeweils am Ende der Elongationsphase eines jeden Zyklus gemessen, da zu
diesem Zeitpunkt die maximale Menge doppelstrangiger DNA vorliegt.
Derjenige Zyklus, in welchem sich die Probenfluoreszenz erstmalig signifikant
von der Hintergrundfluoreszenz abhebt wird als Cp (Crossing Point) definiert
und zeichnet sich durch eine in jeder Probe konstante DNA-Menge aus.
Nachteilig beim Einsatz von SYBR Green| ist, dass es mit jeglicher
doppelstrangiger DNA interkaliert. So konnen auch unerwinschte
Nebenprodukte, wie beispielsweise Primerdimere ein Fluoreszenzsignal

emittieren, welches das Ergebnis der PCR verfélscht. Teilweise kompensieren
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lasst sich dieser Nachteil durch die Mdglichkeit der Erstellung einer
Schmelzkurve der Proben im Anschluss an die PCR.

TagMan Sonden: Die Funktionsweise von TagMan-Sonden beruht darauf,
dass an eine Oligonukleotid-Sonde am einen Ende eine Reporter- und am
anderen eine Quencher-Substanz gekoppelt sind. Der Reporter, ein
Fluoreszein-Derivat, fluoresziert bei Anregung in einer spezifischen
Wellenlange, welche gemessen werden kann. Jedoch werden die
Fluoreszenzeigenschaften des Reporters bei raumlicher N&ahe eines
Quenchers, eines Rhodamin-Derivats, durch sogenannten Fluoreszenz-
Resonanz-Energie-Transfer (FRET), eine Form der strahlungsfreien
Energielbertragung, unterdrickt. Diese raumliche Nahe ist durch die Bindung
beider Moleklle an dasselbe Oligonukleotid gegeben.

Die Nukleotidsequenz der Sonde wird so gewdahlt, dass sie im Bereich der
Zielsequenz zwischen den Primern an die Matrizen-DNA bindet. Synthetisiert
nun die DNA-Polymerase wahrend der Elongationsphase eines PCR-Zyklus
von einem Primer ausgehend einen komplementaren Strang und sto3t dabei
auf eine gebundene Sonde, so wird die 5‘-Exonuklease-Aktivitdt der
Polymerase aktiviert, was zur Hydrolyse der Sonde fuhrt. Dadurch wird die
raumliche Nahe zwischen Reporter und Quencher aufgehoben und der FRET
unterbrochen, was unmittelbar zum Anstieg der Fluoreszenz fihrt. Die
Probenfluoreszenz wird am Ende jeder Elongationsphase der Amplifikation
gemessen und ist proportional zur Menge neu synthetisierten Amplifikats.
Wiederum definiert der erste Anstieg der Fluoreszenz Uiber den Hintergrund den

Cp-Wert, welcher zur spateren Quantifizierung herangezogen werdeen kann.

3.2.3.3 Theorie der PCR-Quantifizierung

Im Verlauf einer Real-Time-PCR wird am Ende der Elongationsphase eines
jeden Zyklus, wenn ein Maximum an doppelstrangiger DNA vorliegt, die
Fluoreszenz jeder Probe gemessen. Die Werte werden gespeichert und lassen
sich graphisch in einem Diagramm gegen die zugehérigen Zykluszahlen
auftragen (Abbildung 11). Die dabei entstehende Kurve reprasentiert die
unterschiedlichen Phasen einer PCR mit zunachst exponentieller Zunahme der

Fluoreszenz, dann jedoch Ubergang in ein Plateau (durch kompetitive
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Hemmung der Amplifikation, Degradation der Polymerase, Verschiebung des
pH-Werts und verminderte Edukt-Konzentrationen). Um verschiedene Proben
quantitativ vergleichen zu kénnen, muss in jeder PCR ein Zeitpunkt bekannt
sein, zu welchem jede Probe dieselbe Menge Amplifikat enthalt. Dieser
Zeitpunkt muss in der exponentiellen Phase der PCR liegen, da nur hier die
optimalen Reaktionsbedingungen vorliegen. Zu diesem Zweck wird der
sogenannte Cp-Wert (Crossing Point) definiert (s.0.), welcher denjenigen Zyklus
beschreibt, in welchem die emittierte Fluoreszenz einer Probe erstmalig Uber
die Hintergrundfluoreszenz ansteigt. Je friher der Cp in einer Probe eintritt,
desto hoher war die Konzentration der Ziel-DNA im Ausgangsmaterial.

Fur die Quantifizierung der einzelnen Zielgene wird fir jede Probe auch die
Expression eines sogenannten Referenz- oder Housekeeping-Gens bestimmt,
gegen welche die Expressionen der Zielgene normalisiert werden konnen. Ein
ideales Housekeeping-Gen sollte in allen Zellproben konstant exprimiert werden
und selbst keiner Regulation unterliegen. In der vorliegenden Arbeit wurde als
Housekeeping-Gen GAPDH verwendet, welches als Regulator der Glykolyse

von allen Zellen konstitutiv exprimiert wird.

3.2.34 Auswahl der Primer

Fur die Zielgene Tropl, cAct, MLC, sowie fur GAPDH wurden PCR-Protokolle
auf Basis von TagMan-Sonden etabliert. Zunachst wurden die mMRNA-Referenz-
Sequenzen der Zielgene Uber die Suchfunktion der NCBI-Homepage
,Nucleotide® recherchiert. Die entsprechenden, den Zielgenen eindeutig
zugeordneten NM-Nummern wurden zur Auswahl von Primern und PCR-Sonde
auf der Internetseite ,Universal ProbeLibrary“ der Firma Roche eingesetzt.
Deren Suchfunktion erkennt anhand der NM-Nummer das gewtinschte Zielgen
der PCR und schlagt fur dieses mehrere mogliche Kombinationen aus
Primerpaaren und zugehérigen PCR-Sonden vor. Fir jedes der Zielgene wurde
ein Primerpaar ausgewahlt, welches die Spleil3stelle eines Introns in der
jeweiligen DNA-Sequenz Uberspannte, was spater eine sichere Differenzierung
von cDNA und eventuell noch vorhandener genomischer DNA erlaubte. Die
Primer wurden jeweils Uber die Firma Metabion in HPLC-gereinigter Qualitat

bezogen, die entsprechenden Sequenzen sind in Tabelle 3 aufgelistet.
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Tabelle 3: Primersequenzen, Sonden und Amplifikatlangen der TagMan-
PCRs

Zielgen Primersequenz (5° - 3Y) Sonde Amplifikatlange
Nr. [bp]

GAPDH AGCCACATCGCTCAGACAC

NM_002046.2 | GCCCAATACGACCAAATCC o0 o0

Trop | AGGAGGACACCGAGAAGGA 10 62

NM_000363.3 | CAGTGCATCGATGTTCTTCC

cAct GCTTCCGCTGTCCTGAGA

NM_005159.3 | ATGCCAGCAGATTCCATACC t o1

MLC GGCAGAAGTGCTCCGTGT

NM_000258 AGTCCATCATCTTGGTATTGAGC o0 05

3.2.35 Der LightCycler

Das in dieser Arbeit zur Durchfihrung der quantitativen RT-PCR eingesetzte
LightCycler Instrument ist aus einem Thermocycler und einer optischen Einheit
aufgebaut. Der Thermocycler hat die Aufgabe, wahrend der PCR die optimale
Temperatur der Proben sicherzustellen, wahrend Uber die optische Einheit die
Fluoreszenzmessungen durchgefiihrt werden.

Die Regulation der Probentemperatur erfolgt im LightCycler im Gegensatz zu
konventionellen Block-Cyclern Uber das Einblasen von entsprechend
temperierter Luft. Dies wird durch einen Propeller erreicht, welcher Raumluft
von auf3en ansaugt und Uber eine Heizspirale in das Innere des Gerats leitet.
Dieses Verfahren erméglicht eine sehr schnelle und prazise Anderung der
Probentemperatur von bis zu 20°C/s bei einer Genauigkeit von +0,3°C. Die
schnelle Temperaturanpassung wird weiterhin begunstigt durch das grol3e
Verhaltnis von Oberflache zu Volumen der die Proben beinhaltenden
Glaskapillaren. Die Detektion des Fluoreszenzsignals der Proben erfolgt Uber
die optische Einheit des LightCyclers. Dabei wird das Probenkarussell durch
einen Schrittmotor so eingestellt, dass sich die gewiinschte Kapillare tber der
Linse der optischen Einheit befindet, wo der Fluoreszenzfarbstoff der Probe

durch eine Photodiode angeregt wird. Die durch die Anregung hervorgerufene
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Fluoreszenz wird wiederum an der Spitze der Kapillare durch einen Detektor

gemessen. Die Messzeit liegt fir jede Kapillare bei etwa 20 Millisekunden.

3.2.3.6 Protokoll der SYBR Green I-basierten PCRs

Die PCR-Experimente fur Oct-4, Sox2, Nanog und DPPA4, sowie fur LPL,
PPAR-y, ALP, Coll2 und GAPDH wurden mit kommerziell erhéltlichen Kits der
Firma Search-LC durchgefuhrt, welche einen stabilen und reproduzierbaren
Ansatz garantiert. Die Protokolle fir die entsprechenden PCR-Experimente
wurden dabei vom Hersteller vorgegeben. Die Kits enthielten die bendtigten
Primer als Fertigmischung zusammen mit der optimalen
Magnesiumchloridkonzentration. Des Weiteren wurden Positivkontrollen und
Standards, sowie PCR-geeignetes Wasser (Nuklease-, DNA-, sowie RNA-frei)

mitgeliefert.

Tabelle 4: Zielgene und Amplifikatlangen der SYBR Green I-basierten
PCRs

Zielgen Amplifikatlange
[bp]
GAPDH 304
PPAR-y 286
LPL 283
ALP 151
Coll2 163
Oct-4 289
Sox2 143
Nanog 204
DPPA4 162

Zur Durchfihrung der PCR wurden zunéchst alle Komponenten, sowie die zu
untersuchenden Proben aufgetaut und auf Eis kihl gehalten. Zusatzlich wurden
die Komponenten des LightCycler FastStart DNA Master SybrGreen I-Kits
aufgetaut, welches die erforderliche DNA-Polymerase, sowie das SYBR Green |
als Enzymmix enthielt. Dann wurde gemaRl dem von Search-LC vorgegebenen
Protokoll ein Mastermix erstellt. Dieser bestand pro Einzelansatz aus:
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Tabelle 5: Pipettierschema der SYBR Green I-basierten PCRs

Komponente Volumen pro Ansatz
H,O 6 pl
Primer Set 2 ul
Enzymmix 2 ul
Gesamtvolumen Mastermix 10 pl
cDNA-Probe 10 pl
Gesamtvolumen pro Kapillare | 20 pl

Vom Mastermix wurden jeweils 10 pl in eine LightCycler-Kapillare vorgelegt,
und anschlieBend mit demselben Volumen der 1:10 mit RNase-freiem Wasser
verdinnten cDNA-Probe erganzt.

Zur Vermeidung von Luftblasen im Reaktionsgemisch wurden die Kapillaren vor
dem Einsetzen in das LightCycler-Karussell bei 650 x g fur 30 s zentrifugiert.
Fir jede Probe wurden Doppelbestimmungen in zwei separaten Kapillaren
durchgeftihrt. Des Weiteren wurden in jedem PCR-Experiment zwei
Negativkontrollen mit Wasser anstelle von cDNA-LOsung, sowie zwei
Positivkontrollen mit der im Kit mitgelieferten Kontroll-cDNA mitgefihrt.
AulRRerdem wurde in jedem Lauf, wie in der Kitanleitung beschrieben, eine
Standardverdiinnungsreihe mit den mitgelieferten Standards mitgefthrt.

Das jeweilige PCR-Experiment selbst wurde nach einem von Search-LC

vorgegebenen Temperaturprotokoll durchgefthrt:

Tabelle 6: Temperaturprotokoll der SYBR Green I-basierten PCRs

Phase Temperatur [°C] | Zeitdauer [s]
Pra-Inkubation 95 600
Denaturierung 95 10

Amplifikation | I 858 |
(42 ZyKlen) Primerhybridisierung (touchdown) 10

'Elongaton | 72l
Schmelzkurve 58-95 0,1°C/s
Kihlen 40 30

-52-



3 Methoden

Im Anschluss an eine Realtime-PCR auf Basis von SYBR Green | konnte eine
sogenannte Schmelzkurve des PCR-Produkts erstellt werden. Dazu wurden die
Proben zunachst auf 58°C gekuhlt, was zum vollstdndigen Vorliegen der PCR-
Produkte in doppelstrangiger Form fiihrte. Dann wurde die Temperatur mit einer
Geschwindigkeit von 0,1°C/s auf 95°C angehoben und dabei permanent die
Fluoreszenzen aller Proben aufgezeichnet. Im Verlauf des Temperaturanstiegs
kam es im Moment des Erreichens der Schmelztemperatur des spezifischen
Produktes durch Freisetzung des SYBR Greens zu einem rapiden Abfall der
Fluoreszenz der betreffenden Probe. Wurde nun ein Diagramm aus
Temperaturwerten und Fluoreszenzintensitaten erstellt, so konnte daraus durch
Vergleich mit einer mitgefihrten Positivkontrolle die Spezifitait des PCR-
Produkts, beziehungsweise das Vorliegen oder die Abwesenheit von
Nebenprodukten nachgewiesen werden. Spezifische Produkte zeigten dabei
meist einen schmalen und spitzen Peak, da sie eine einheitliche L&nge und
Basenzusammensetzung besitzen. Dagegen bildeten unspezifische Produkte,
wie beispielsweise Primerdimere, aufgrund ihrer Heterogenitat eher breite,
flache Peaks.

Zum Abschluss jedes PCR-Experiments wurden die Proben auf 40°C gekihlt,

um sie gefahrlos aus dem Gerat entnehmen zu kénnen.

3.2.3.7 Protokoll der TagMan-basierten PCRs

Zunachst wurden die Primer, die TagMan-Sonden und die Komponenten des
LightCycler® TagMan® Master-Kits langsam auf Eis aufgetaut. Dann wurde in
einem Eppendorf-Gefal3 ein Mastermix aus Wasser, Primern, Sonde und

Enzymldsung hergestellt. Dieser enthielt pro Einzelansatz:
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Tabelle 7: Pipettierschema der TagMan-basierten PCRs

Komponente Volumen  pro | Finale Konzentration
Ansatz

H.O 10,4 pl

Primer upstream 0,2 pl 500 nM

Primer downstream 0,2 ul 500 nM

TagMan-Sonde 0,2 ul 100 nM

Enzymmix 4,0 ul

Gesamtvolumen Mastermix 15,0 ul

cDNA-Probe 5,0 ul

Gesamtvolumen pro Kapillare | 20,0 pl

Vom Mastermix wurden jeweils 15 pl in eine LightCycler-Kapillare vorgelegt.

Dann wurden

weitere 5 pl

der jeweils 1:10 verdunnten cDNA-Proben

zugegeben und die Kapillare vor dem Einsetzen in das LightCycler-Karussell

bei 650 x g fur 30 s zentrifugiert.

Fur alle durchgefuhrten TagMan-PCRs erwies sich nach ausfihrlicher Testung

unterschiedlicher Einstellungen folgendes Temperaturprotokoll als optimal:

Tabelle 8: Temperaturprotokoll der TagMan-basierten PCRs

Phase Temperatur [°C] | Zeitdauer [S]
Pra-Inkubation 95 600
Denaturierung 95 10
Amplifikation
Primerhybridisierung | 60 30
(42 Zyklen)
Elongation 72 1
Kihlen 40 30

3.2.4 Gelelektrophorese

Zum Nachweis der Spezifitat wurde fur jede PCR exemplarisch ein Teil der

PCR-Produkte mittels Gelelektrophorese analysiert. Das Prinzip dieser Technik
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beruht darauf, dass die aufgrund ihrer Phosphatreste negativ geladenen DNA-
Molekile des PCR-Produkts in der netzartigen Struktur eines Agarosegels
durch Anlegen einer elektrischen Spannung nach ihrer GroRe aufgetrennt
werden. Kleinere Molekille wandern dabei schneller als grof3ere in Richtung der
Anode. Nach dem Auftrennen kénnen die Banden mittels Ethidiumbromid unter
UV-Licht sichtbar gemacht und fotografiert werden.

Fur die Elektrophorese wurden die entsprechenden Proben nach der PCR aus
dem LightCycler entnommen, der Deckel vorsichtig entfernt, und die Kapillaren
umgekehrt in 1,5 ml-Eppendorf-Gefale gesteckt. Durch Zentrifugation bei
650 x g fur 30 s wurde das PCR-Produkt in das Gefald tberfuhrt. Jeweils 10 pl
des PCR-Produkts wurden mit 1 pl Ladepuffer gemischt und vorsichtig in die
Taschen eines vorgefertigten 2%igen, in TAE-Puffer (40mM Tris-Acetat, pH 7,5,
2mM Na-EDTA) liegenden Agarosegels pipettiert. Die Auftrennung der PCR-
Produkte erfolgte durch Anlegen einer Gleichspannung (150V) an die
Elektrophoresekammer.

Nach einer Stunde wurde das Gel nach Abschalten der Spannung aus dem
Puffer genommen, fur 10 Minuten in Ethidiumbromidlésung (2 pug/ml) geféarbt
und anschlielend unter UV-Licht beurteilt. Die durch das Ethidiumbromid
angefarbten DNA-Banden wurden dabei visuell sichtbar und konnten
fotografiert und dokumentiert werden.

Bei jeder Elektrophorese wurde ein Marker mit Banden einer bekannten Gréi3e
mitgefuhrt, hierfur wurden entweder die DNA Molecular Weight Marker V oder
XIV von Roche eingesetzt. Diese ermdglichten durch Vergleich mit den Banden

der PCR-Produkte eine Abschatzung der Amplifikatlange.

3.2.5 Herstellung der externen Standards fur die TagMan-PCRs

Fur die mittels TagMan-Sonden durchgefihrten PCR-Experimente auf die
Zielgene Tropl, cAct, MLC, sowie GAPDH wurden jeweils zur Uberpriifung von
Sensitivitat und PCR-Effizienz mittels Regressionsverdiinnung externe
Standards hergestellt. Diese wurden aus zuvor erstellten PCR-Produkten

aufgearbeitet.
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Zunachst wurde fur jedes der Zielgene ein PCR-Lauf mit lediglich einer
Positivkontrolle  (revers transkribierte humane Herz-RNA, Stratagene)
durchgefiihrt. Die dabei gewonnenen PCR-Produkte wurden, wie unter 3.2.4
beschrieben, mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Die in der spezifischen
Bande jedes PCR-Produkts enthaltene DNA wurde anschlielRend unter Einsatz
des QIAEX Il Gel Extraction Kits rickgewonnen, die Konzentration bestimmt,

und in einer zweiten PCR filr die Erstellung der Regressionsgeraden eingesetzt.

3.25.1 Herstellung der Standards mittels QIAEX Il Gel Extraction Kits
Nach Durchfihrung einer Gelelektrophorese wurden zunéchst die spezifischen
Banden der PCR-Produkte mittels eines sterilen Skalpells aus dem Agarosegel
herausgetrennt und gewogen. Dann wurden in einem 2 ml-Eppendorf-Gefald zu
je 100 mg Agarosegel 600 ul des im Kit enthaltenen Puffers QX1, sowie
insgesamt 10 yl QIAEX II-Suspension hinzugefiigt. Diese Mischung wurde fur
10 Minuten bei 50°C inkubiert, wobei sich das Agarosegel im Puffer I6ste, was
wiederum eine Bindung der darin enthaltenen DNA-Molekile an die QIAEX II-
Partikel ermdglichte. Nach vollstandiger Losung der Agarose wurden die
Proben abzentrifugiert und die QIAEX II-Partikel zunachst mit QX1-Puffer, dann
zweimal mit PE-Puffer (im Kit enthalten) gewaschen. Durch diese
Waschschritte wurden Agarosereste, Ethidiumbromid, sowie eventuell
enthaltene Bestandteile des Elektrophoresepuffers entfernt und somit die PCR-
Produkte aufgereinigt. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand
vollstandig abpipettiert, das QIAEX ll-Pellet fur 15 Minuten bei Raumtemperatur
getrocknet, dann 20 pl nukleasefreies Wasser hinzugefugt. Dies fihrte
pH-abhéngig zur erneuten Lésung der DNA im Wasser, welches nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt vom Pellet abgenommen werden konnte.

Die DNA-Konzentration dieser Lésung wurde nun, nach demselben Verfahren

wie fir RNA beschrieben (3.2.1.2), photometrisch bestimmt.
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3.2.6 Erstellung der Regressionsgeraden fur die TagMan-PCRs

Zunachst wurde aus der bekannten DNA-Konzentration der aufgereinigten
PCR-Produkte und der bekannten Amplifikatlange die Anzahl der enthaltenen
Kopien nach folgender Formel berechnet*®>:

1000bp dsDNA = 9,1 * 10**Kopien/ug

Von den errechneten Kopienzahlen ausgehend, wurden fir jedes Zielgen
logarithmische Verdiinnungsreihen von 108-10* Kopien/pl erstellt. Mit diesen
wurden unter Mitfuhrung von Negativkontrollen PCR-Experimente nach dem
Protokoll des jeweiligen Zielgens durchgefiihrt. Zur Uberprifung der
Reproduzierbarkeit wurde dabei die Standardverdinnungsreihe fur jedes
Zielgen mehrfach in mindestens Triplikaten erstellt.

Uber die LightCycler-Software wurden die Daten ausgewertet. Dabei war die
Linearitat der PCR-Assays uUber den gesamten Konzentrationsbereich anhand
des ,Error“-Werts ersichtlich. Des Weiteren konnte die Sensitivitdt anhand der
bekannten absoluten Kopienkonzentrationen abgeschatzt werden. Die PCR-
Effizienz E jedes PCR-Laufs wurde aus der Steigung ¢ der Regressionsgeraden
nach der Formel E=10"° errechnet.

Eine Effizienz von 2,0 entsprach dem optimalen Fall einer Verdoppelung der
Zielsequenz in jedem Amplifikationszyklus. Voraussetzung fur die Errechnung
aussagekraftiger Expressionswerte sind moglichst ahnliche PCR-Effizienzen

von Zielgenen und Housekeeping-Gen.

3.2.7 PCR-Quantifizierung, Auswertung und Statistik

Die graphische Darstellung der PCR-Kinetik, der Schmelzkurven, sowie die
Erstellung der Regressionsgeraden zur Effizienzbestimmung erfolgten mit Hilfe
der LightCycler-Software (Version 3.5). Die CP-Werte der RT-PCRs konnten
aus der LightCycler-Software in die Programme Microsoft Office Excel 2007

und REST exportiert und mit diesen ausgewertet werden.
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3.2.7.1 Berechnung von Genexpressionen
Die Expressionen der Zielgene einer Probe wurde nach der ACP-Methode

durchgefiihrt'®. Die entsprechende Formel lautet:

Expression: 2—(CP Zielgen-CP Referenzgen)

Der Expressionswert gibt dabei die Expression des Zielgens in Vielfachen,
respektive  Bruchteilen der Expression des Referenzgens an. Zur
Quantifizierung der PCRs mittels Expressionswerten wurden die Rohdaten in
Form von CP-Werten in ein Microsoft Office Excel Arbeitsblatt ibernommen
(Microsoft Excel 2007). Dies ermoglichte die Berechnung der Werte mit der

oben genannten Formel.

3.2.7.2 Berechnung der Geninduktionen
Die Induktionen der Zielgene wurden nach einer von Pfaffl et al. publizierten
Formel berechnet. Diese beinhaltet eine rechnerische Korrektur von

Unterschieden in den PCR-Effizienzen (E) von Zielg- und Referenzgen'®®:

(E Zielgen)"CP Zielgen (Kontrolle- Behandlung)
(E Referenzgen)” CP Referenzgen (Kontrolle- Behandlung)

Induktion =

Der Induktionswert gibt die Regulation des Zielgens einer behandelten Probe
(im vorliegenden Fall differenzierte Zellen) relativ zu einer unbehandelten
Kontrollprobe (undifferenzierte MSCs) der gleichen Passage an.

Die Berechnungen der Geninduktion wurde mit Hilfe des von Pfaffl et al. fur die
relative Quantifizierung von PCR-Daten entwickelten Programms REST 2008
durchgefuhrt, welchem die oben fir die Berechnung von effizienzkorrigierten
Geninduktionen genannte Formel zugrunde liegt. Der Einsatz von REST
ermdglicht bei Mehrfachbestimmungen gleichzeitig die Uberprifung der
statistischen Signifikanz von Genregultionen®®’.  Als statistisch signifikant

wurden in der vorliegenden Arbeit p-Werte von <0,05 angenommen.
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4 Ergebnisse
4.1 Charakterisierung der MSCs

4.1.1 Zellmorphologie der der untersuchten MSC-Populationen im Verlauf

der Langzeitkultur

Zum Vergleich der Zellmorphologie der einzelnen MSC-Populationen im Verlauf
der Kultur wurden in jeder Passage lichtmikroskopische Bilder aufgenommen.

In den frihen Passagen PO und P2 zeigten die adharent wachsenden MSCs
eine schmale, spindelférmige Struktur, wobei insbesondere die Primarkultur in
PO eine zum Teil heterogene Zellmorphologie aufwies. Ab P4 begannen sich
die Zellen bei gleichzeitiger Zunahme ihrer Gro3e zu verbreitern. Diese

Tendenz verstarkte sich bis in P6, wobei die Proliferationsgeschwindigkeit stetig

abnahm und auch nach langer Passagedauer keine Konfluenz mehr erreicht
wurde (Abbildung 2).

Abbildung 2: Undifferenzierte MSCs im Verlauf der Langzeitkultur

Native Aufnahmen ungefarbter MSCs in den Passagen PO (a), P2 (b), P4 (c) und
P6 (d), jeweils in 100-facher VergrofRerung.
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4.1.2 Adipogene, osteogene und chondrogene Differenzierung: Nachweis

mittels Farbung

In den adipogen differenzierten Zellen wurden die intrazellularen lipidhaltigen
Vakuolen mit Oil-Red-O rot angefarbt. Die adipogene Differenzierbarkeit nahm
bei allen getesteten Zellpopulationen im Verlauf der Langzeitkultur kontinuierlich
ab (Abbildung 3).

adipogen differenziert undifferenziert

—
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Abbildung 3: Adipogene Differenzierung im Verlauf der Langzeitkultur

Adipogene Differenzierung von MSCs (linke Spalte) und undifferenzierte MSCs (rechte
Spalte) in den Passagen 0, 2, 4 und 6. Die Zellen wurden mit Oil-Red-O und
Hamatoxylin angeférbt, und bei jeweils 100-facher Vergrof3erung fotografiert.
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In osteogen differenzierten Zellen wurde die exprimierte alkalische
Phosphatase durch einen Farbumschlag nach pink nachgewiesen. Wie die
adipogene Differenzierberkeit, nahm auch die osteogene Differenzierbarkeit der
untersuchten MSCs im Verlauf der Kultur ab (Abbildung 4).

osteogen differenziert undifferenziert
T 0 B RPN ,' C # =

Abbildung 4: Osteogene Differenzierung im Verlauf der Langzeitkultur

Osteogene Differenzierung von MSCs (linke Spalte) und undifferenzierte MSCs (rechte
Spalte) in den Passagen 0, 2, 4 und 6. Alkalische Phosphatase-positive Zellen stellen
sich pink dar, Gegenfarbung mit Hamatoxylin. Jeweils in 100-facher VergrofRerung
fotografiert.
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Im chondrogen differenzierten  Micromass-Pellet stellten sich die
charakteristischen sauren Glykosaminoglykane unter Alcianblau-Farbung
lichtmikroskopisch turkisblau dar (Abbildung 5).

Abbildung 5: Chondrogen differenziertes Micromass-Pellet.
Die fur die chondrogene Differenzierung charakteristischen Glykosaminoglykane
stellen sich durch Alcianblau geféarbt turkisblau dar. (25-fach vergrof3ert)

4.1.3 Adipogene, osteogene und chondrogene Differenzierung: Nachweis

mittels quantitativer RT-PCR

Zur Quantifizierung der adipogenen, osteogenen und chondrogenen
Differenzierung wurde in den Passagen2, 4 und 6 die Expression der
jeweiligen charakteristischen Markergene in differenzierten, sowie in
undifferenzierten MSCs bestimmt. Diese Untersuchungen wurden mittels
quantitativer RT-PCR auf mRNA-Ebene durchgefuhrt.

Unter adipogener Differenzierung konnte fur die beiden Zielgene PPAR-y und
LPL eine gegenlber den undifferenzierten Zellen signifikante Induktion gezeigt
werden, welche jedoch mit zunehmender Passagenzahl eine abnehmende
Tendenz aufwies (Abbildung 6, Abbildung 7). Fir PPAR-y nahm die konstitutive
Expression in undifferenzierten Zellen von P2 auf P4 ab, undifferenzierte MSCs
in P6 zeigten keine nachweisbare PPAR-y-Genexpression mehr. Unter
adipogener Differenzierung lagen die Werte signifikant héher, zeigten jedoch
ebenfalls eine mit der Kulturdauer abnehmende Tendenz (Abbildung 6).
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Expression PPAR-y
*
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I
o
%
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Abbildung 6: Expression von PPAR-y

Expression durch undifferenzierte und adipogen differenzierte MSCs relativ zum
Housekeeping-Gen GAPDH im Verlauf der Langzeitkultur. Mit * markierte Daten
unterscheiden sich statistisch signifikant von der jeweiligen unbehandelten Kontrolle
gleicher Passage

LPL-spezifische mRNA war in Kkeiner der untersuchten Passagen in
undifferenzierten Zellen nachweisbar. Jedoch konnte dieses Gen unter
adipogener Differenzierung in P2 und P4 signifikant induziert werden
(Abbildung 7).

Expression LPL

8,00E-02 *

7,00E-02

6,00E-02

5,00E-02

m MSCundifferenziert
4,00E-02

m MSCadipogen
3,00E-02

2,00E-02

Expressionrelativzu GAPDH

1,00E-02

0,00E+00 ;
P2 P4 PG

Abbildung 7: Expression von LPL

Expression durch undifferenzierte und adipogen differenzierte MSCs relativ zum
Housekeeping-Gen GAPDH im Verlauf der Langzeitkultur. Mit * markierte Daten
unterscheiden sich statistisch signifikant von der jeweiligen unbehandelten Kontrolle
gleicher Passage
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Zur Quantifizierung der Osteogenese wurde die Expression des in der
zugehorigen Farbung auf Proteinebene nachgewiesenen Gens ALP mittels
quantitativer PCR in undifferenzierten, sowie in osteogen differenzierten MSCs
bestimmt.

Dabei zeigten auch die undifferenzierten MSCs eine deutliche konstitutive
Expression von ALP auf mRNA-Ebene, welche in P2 diejenige der
differenzierten Zellen bertraf. In P4 wurde ALP unter osteogener
Differenzierung gegeniber der unbehandelten Kontrolle signifikant induziert.
Sowohl in osteogen differenzierten, als auch in undifferenzierten MSCs nahm

die Expression von ALP mit zunehmender Kulturdauer ab (Abbildung 8).

Expression ALP
2,00E-02
1,80E-02
1,60E-02
1,40E-02
1,20€-02
1,00E-02

8,00E-03 B MSCosteogen
6,00E-03 *
4,00E-03 ~
2,00E-03 -
0,00E+00 - z :
P2 P4 p

6

B MSCundifferenziert

Expressionrelativzu GAPDH

Abbildung 8: Expression von ALP

Expression durch undifferenzierte und osteogen differenzierte MSCs relativ zum
Housekeeping-Gen GAPDH im Verlauf der Langzeitkultur. Mit * markierte Daten
unterscheiden sich statistisch signifikant von der jeweiligen unbehandelten Kontrolle
gleicher Passage

Zur Quantifizierung der chondrogenen Differenzierung wurde die Expression
des Gens Coll2 in chondrogen differenzierten Monolayer-Kulturen, sowie in den
zugehorigen undifferenzierten MSCs bestimmt.

Dabei zeigten die undifferenzierten MSCs eine von P2 auf P4 abnehmende
Expression von Coll2, in P6 war diese nicht mehr nachweisbar. Im Gegensatz

dazu zeigten die chondrogen differenzierten Zellen eine im Kulturverlauf nahezu
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konstante Expression. Im Vergleich zwischen undifferenzierten und chondrogen
differenzierten MSCs konnte lediglich in P6 eine signifikante Induktion von Coll2

unter Differenzierung gezeigt werden (Abbildung 9).

Expression Coll2
7,00E-05

6,00E-05

5,00E-05

4,00E-05 B MSCundifferenziert

3,00E-05 * B MSCchondrogen

2,00E-05 ~

Expressionrelativzu GAPDH

1,00E-05 +

0,00E400
P2 P4 P6

Abbildung 9: Expression von Coll2

Expression durch undifferenzierte und chondrogen differenzierte MSCs relativ zum
Housekeeping-Gen GAPDH im Verlauf der Langzeitkultur. Mit * markierte Daten
unterscheiden sich statistisch signifikant von der jeweiligen unbehandelten Kontrolle
gleicher Passage

4.1.4 Flusszytometrische Antigenexpressionsanalyse

Die flusszytometrische Analyse der Oberflachenmarker der in den Versuchen
verwendeten MSC-Populationen erfolgte im Rahmen einer separaten Arbeit.
Dabei zeigte sich fur alle verwendeten Populationen eine einheitlich hohe
Expression von CD73, CD90 und CD105, sowie ein Fehlen der
hamatopoetischen Marker CD11b, CD19, CD34, CD45 und HLA Klasse II.

4.2  Etablierung der TagMan-basierten PCRs fiur kardiale Marker
4.2.1 Gelelektrophorese zum Nachweis der PCR-Spezifitat

Fur die neu etablierten PCR-Assays auf Basis von TagMan-Sonden wurde die
Spezifitatt durch  Darstellung der  spezifischen  Produkte  mittels

Gelelektrophorese nachgewiesen. Dabei wurde fir jedes Zielgen das
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PCR-Produkt einer Negativkontrolle (Wasser), einer aus undifferenzierten
MSCs gewonnene Probe, sowie einer Positivkontrolle (humane Herz-cDNA) auf
das Gel aufgetragen. In der fotografischen Auswertung zeigte sich jeweils eine
einzelne Bande an der in Relation zum mitgefuhrten DNA-L&ngenmarker
erwarteten Position (Tabelle 3). Semiquantitativ fielen die Banden der aus
MSCs gewonnenen Proben schwécher aus als die der Positivkontrollen
(Abbildung 10).

.-1 84

o124

- 104

-89

neg MSC pos  neg MSC pos  neg MSC pos  neg MSC pos ine
GAPDH cAct Trop| MLC (bp]

Abbildung 10: Gelelektrophorese der Produkte der TagMan-basierten PCRs
Aufgetragen wurde fir jedes Zielgen das PCR-Produkt einer Negativkontrolle (neg),
einer aus undifferenzierten MSCs gewonnene Probe (MSC), sowie einer
Positivkontrolle (pos). Das Originalfoto wurde zwecks deutlicherer Sichtbarkeit der
Banden in Negativdarstellung abgebildet.

4.2.2 Sensitivitat und Linearitat der TagMan-basierten PCRs

Aus den erstellten Regressionsgeraden konnte die absolute Sensitivitat der
PCR-Ansatze abgeschétzt werden. Im Rahmen aller TagMan-basierten PCR-
Experimente konnte eine Konzentration von 10 Genkopien/ul Ausgangsmaterial
sicher detektiert werden (Abbildung 11).

Die einzelnen Regressionsgeraden zeigten einen Uber den gesamten
Konzentrationsbereich linearen Verlauf mit nur geringer Streuung. Der von der

LightCycler-Software errechnete Error-Wert war dabei wie gefordert stets <0,1.
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Abbildung 11: Regressionsgerade eines TagMan PCR-Experiments
Eine reprasentative, mittels der LightCycler-Software erstellte und ausgewertete
Regressionsgerade.

4.2.3 Effizienz der TagMan-PCR-Assays

Die Effizienz der PCR-Assays konnte, wie oben beschrieben, aus den
Steigungen der Regressionsgeraden berechnet werden. Zur Sicherstellung der
Reproduzierbarkeit wurden fir jedes Zielgen mehrere Regressionsgeraden

erstellt und die Effizienzen gemittelt (Tabelle 9).

Tabelle 9: Effizienzen der TagMan-basierten PCRs

GAPDH Tropl cAct MLC
(n=4) (n=4) (n=5) (n=4)

Mittelwert Effizienz 1,908 1,959 1,841 1,787
Standardabweichung 0,033 0,057 0,039 0,043
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4.3 Etablierung der SYBR Green I-basierten PCRs
4.3.1 Spezifitat der SYBR Green I-basierten Anséatze

Die PCR-Assays fir Oct-4, Sox2, Nanog und DPPA4, sowie fir LPL, PPAR-y,
ALP, Coll2 und GAPDH wurden mit kommerziell erhéltlichen Kits der Firma
Search-LC durchgefuhrt. Zur Sicherstellung der Spezifitat wurden Produkte
jeder PCR exemplarisch mittels Gelelektrophorese analysiert

Fur alle Ansatze zeigte sich dabei eine hohe Spezifitit mit jeweils einer
einzelnen spezifischen Bande entsprechend der erwarteten Produktldnge
(Abbildung 12, Tabelle 4).

400
200

50 - pos adipo MSC neg pos adipo MSC neg pos chondMSC neg pos osteo MSC neg

LPL PPAR-g Coll2 ALP
a
200 - . . - . — ot . .
50 .
[bp] pos MSCneg pos MSCneg pos MSC neg pos MSC neg pos MSC neg
GAPDH DPPA4 Sox2 Hanog Oct-4 b

Abbildung 12: Gelelektrophorese der Produkte der SYBR Green |-basierten PCR-
Assays

a) Fur jedes der Differenzierungs-Markergene wurde das PCR-Produkt einer
Positivkontrolle (pos), einer aus der jeweiligen Differenzierung gewonnenen Probe
(adipo, osteo, chond), einer aus undifferenzierten MSCs gewonnenen Probe (MSC),
sowie eine Negativkontrolle (neg) aufgetragen.

b) Fir jedes der untersuchten Multipotenz-assoziierten Gene, sowie fir GAPDH wurde
das PCR-Produkt einer Positivkontrolle (pos), einer aus undifferenzierten MSCs
gewonnene Probe (MSC), sowie einer Negativkontrolle (neg) aufgetragen.
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4.3.2 Effizienz der SYBR Green I-basierten Anséatze

Wie fir die selbst etablierten TagMan-basierten PCR-Assays, wurde auch fir
die kommerziell erworbenen PCR-Kits die jeweilige PCR-Effizienz bestimmt.
Aus den mittels der in den Kits mitgelieferten Standards erstellten
Regressionsgeraden errechneten sich folgende Effizienzen (Tabelle 10):

Tabelle 10: Effizienzen der SYBR Green I-basierten PCRs
PPAR-y (n=7) | LPL (n=7) | ALP (n=7) | Coll2 (n=7)

Mittelwert Effizienz 1,98 1,89 2,00 2,00
Standardabweichung 0,07 0,06 0,09 0,06

GAPDH Oct-4 Nanog Sox2 DPPA4
(n=16) (n=3) (n=3) (n=5) (n=3)
Mittelwert Effizienz 1,93 1,89 1,98 1,88 2,00

Standardabweichung 0,08 0,06 0,14 0,07 0,07

4.4  Zellmorphologie und Proliferation unter kardiomyogener
Differenzierung

4.4.1 Zellmorphologie unter kardiomyogener Differenzierung

Die in P1 mit den oben aufgefuhrten kardiomyogenen
Differenzierungsprotokollen behandelten MSCs wurden wie auch die
unbehandelten Kontrollen vor der zweiten Passage lichtmikroskopisch beurteilt
und fotografisch dokumentiert. Eindeutige Veranderungen der Zellmorphologie
zeigten dabei lediglich die mittels PDGF+FGF2+VEGF behandelten Zellen.
Diese zeigten eine subkonfluente, netzfémige Wachstumsstruktur und
intrazellular gelegene Vakuolen. Des Weiteren zeigte diese Population an
einzelnen Stellen knotenartig verdichtetes Wachstum (Abbildung 13),
wohingegen die unbehandelten, beziehungsweise mit  anderen
Differenzierungsmedien behandelten MSCs einen unveranderten

fibroblastoiden Phéanotyp aufwiesen.
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Abbildung 13: PDGF+FGF2+VEGF behandelte MSCs
Mikroskopische Ansicht nativer, mittels PDGF+FGF2+VEGF behandelter Zellen in P2,
100-fach vergroRRert

4.4.2 Zellproliferation unter kardiomyogener Differenzierung

Die untersuchten MSCs zeigten im Verlauf der Langzeitkultur unter Behandlung
mit den kardiomyogenen Differenzierungsmedien ein im Vergleich zu den
unbehandelten MSCs deutlich verandertes Proliferationsverhalten. Am
auffalligsten war dabei ein friiheres Eintreten replikativer Seneszenz. Wahrend
dieser Zustand bei undifferenzierten MSCs erst in (je hach Population) P6 oder
P7 erreicht wurde, war dies unter Behandlung mit ITAD in P5 und unter
PDGF+FGF2+VEGF bereits in P2/P3 der Fall. Die anderen Behandlungen
zeigten dagegen ein den undifferenzierten MSCs vergleichbares
Proliferationsvermégen.

Detaillierte Analysen der Proliferationsgeschwindigkeit differenzierter und
undifferenzierter MSCs wurden im Rahmen einer separaten Arbeit
durchgefuhrt.
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4.5 Expression kardialer Marker durch undifferenzierte und
differenzierte MSCs

4.5.1 Konstitutive Expression kardialer Marker durch undifferenzierte
MSCs

Die Analyse undifferenzierter MSCs mittels quantitativer RT-PCR bezuglich
ihrer Expression der kardiomyogenen Markergene zeigte eine konstitutive
Expression der fur Tropl, cAct und MLC kodierenden spezifischen mRNAs. Des
Weiteren zeigte sich eine deutliche Variabilitdt dieser konstitutiven Expression

im Verlauf der Langzeitkultur.

45.1.1 Konstitutive Expression von Troponin |

Die konstitutive Expression von Tropl lag in den frihen und mittleren Passagen
PO bis P2 im Bereich von 3,9x10™ bis 5,81x10™ relativ zur Expression des
Housekeeping-Gens GAPDH. In P3 erfolgte eine signifikante Downregulierung
der Expression von Tropl auf 1,66x10* gefolgt von einem ebenfalls
signifikanten Wiederanstieg in den spéten Passagen P5 bis P7 in den Bereich
1,31-2,57x10° (Abbildung 14).

Expression Troponin |

4,50E-03

* * * *
4,00E-03

3,50E-03
3,00E-03 —
2,50E-03 /—
2,00E-03 T

1,50E-03 /N /
1,00E-03 T T

5,00E-04 HM
0,00E+00

Abbildung 14: Konstitutive Expression von Tropl durch MSCs
Die relative Expression mit Standardabweichung der fir Tropl kodierenden mRNA
durch unbehandelte MSCs im Zeitverlauf. Auf der X-Achse wurden die einzelnen
Passagen der Langzeitkultur, auf der Y-Achse die Genexpression relativ zum
Housekeeping-Gen GAPDH aufgetragen. Zum Ausgangswert in PO signifikante
Veranderungen der Genexpression sind durch * markiert (p<0,05).

Expression relativ zu GAPDH
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45.1.2 Konstitutive Expression von kardialem Aktin

Die konstitutive Expression von kardialem Aktin durch undifferenzierte MSCs
zeigte wahrend der Langzeitkultur einen zweigipfligen Verlauf. Der
Ausgangswert der Expression lag dabei in PO bei 5,35x107 relativ zu GAPDH,
stieg in P2 auf 3,26x107%, und fiel in den Passagen 3 und 4 zuriick auf den
Bereich des Ausgangswerts. In den Passagen 5 und 6 zeigte sich ein erneuter,
wenn auch schwacherer, Anstieg der Aktin-Expression bis auf 1,63x107
(Abbildung 15).
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Abbildung 15: Konstitutive Expression von cAct durch MSCs
Die relative Expression mit Standardabweichung der fir cAct kodierenden mRNA
durch unbehandelte MSCs im Zeitverlauf. Auf der X-Achse wurden die einzelnen
Passagen der Langzeitkultur, auf der Y-Achse die Genexpression relativ zum
Housekeeping-Gen GAPDH aufgetragen. Zum Ausgangswert in PO signifikante
Veranderungen der Genexpression sind durch * markiert (p<0,05).

45.1.3 Konstitutive Expression von Myosinleichtketten

Unbehandelte MSCs zeigten im Verlauf der Langzeitkultur in den Passagen PO
bis P6 eine konstant niedrige Expression der fir MLC kodierenden mRNA.
Diese lag in PO bei 3,07x10™ relativ zur Expression von GAPDH. Ein
signifikanter Anstieg zeigte sich erst mit dem Ende der Kultur in Passage 7
durch einen Anstieg dieser Expression auf einen Wert von 2,51x10° (Abbildung
16).
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Expression Myosin Light Chain
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Abbildung 16: Konstitutive Expression von MLC durch MSCs
Die relative Expression mit Standardabweichung der fur MLC kodierenden mRNA
durch unbehandelte MSCs im Zeitverlauf. Auf der X-Achse wurden die einzelnen
Passagen der Langzeitkultur, auf der Y-Achse die Genexpression relativ zum
Housekeeping-Gen GAPDH aufgetragen. Zum Ausgangswert in PO signifikante
Veranderungen der Genexpression sind durch * markiert (p<0,05).

4.5.2 Regulation der kardiomyogenen Marker unter Differenzierung

Der kardiomyogene Differenzierungsstatus der MSCs wurde in der
Langzeitkultur ab Passage 1 (Behandlung mit Differenzierungsmedien) in jeder
weiteren Passage bis zum Erreichen der replikativen Seneszenz mittels
quantitativer RT-PCR analysiert. Als Surrogatmarker einer kardiomyogenen
Differenzierung dienten hierbei die Expressionen der spezifisch fur Tropl, cAct
und MLC kodierenden mRNAs. Mittels der REST-Software wurden
effizienzkorrigierte  Induktionen der einzelnen Zielgene relativ zum
Housekeeping-Gen GAPDH und zu undifferenzierten MSCs errechnet.

Induktionen >2,5 beziehungsweise <0,4 wurden dabei als relevant betrachtet.

45.2.1 5-Azacytidin

Fur die Expression der kardialen Markergene zeigten sich nach der Behandlung
mit 5-Azacytidin folgende Geninduktionen (Tabelle 11):
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Tabelle 11: Behandlung mit 5-Azacytidin

Passage | Induktion Tropl| o |InduktioncAct| o |Induktion MLC | o©
P1 1,51 1,19 0,94 0,30 0,82 0,45
P2 1,90 2,18 1,06 1,17 0,81 0,63
P3 2,60 1,05 1,95 1,93 0,73 0,31
P4 2,35 3,41 1,83 1,68 0,86 0,55
P5 0,49 0,41 0,64 0,20 1,36 0,75
P6 0,47 0,13 0,73 0,36 0,74 0,48
P7 3,06 4,57 0,51 0,27 0,42 0,16

Die Induktion der Gene Tropl, cAct und MLC unter Behandlung mit 5-Azacytidin relativ
zu unbehandelten MSCs der gleichen Passage im Verlauf der Langzeitkultur.
Signifikante Geninduktionen (p<0,05) sind hervorgehoben. n=3,
o = Standardabweichung

Wahrend die Gene cAct und MLC nur geringe Induktionen nach der
Behandlung mit dem kardiomyogenen Differenzierungsmedium aufwiesen,
zeigte sich fur Tropl in P3 und P7 eine Induktion auf das 2,6-, beziehungsweise
das 3,06-fache der unbehandelten Kontrollen. Dabei erwies sich die Induktion in

P3 als statistisch signifikant (p<0,05).

45.2.2 Noggin
Auch unter Behandlung mit Noggin zeigte sich im Verlauf der Kultur eine
Regulation der kardiomyogenen Markergene (Tabelle 12):

Tabelle 12: Behandlung mit Noggin

Passage | Induktion Tropl| o | Induktion cAct o Induktion MLC o
P1 3,12 2,77 0,68 0,32 1,28 1,13
P2 1,30 0,56 0,76 0,47 1,83 1,76
P3 0,86 1,07 1,15 0,63 0,57 0,44
P4 0,71 0,56 1,24 0,45 1,55 1,18
P5 5,44 5,21 2,72 1,54 4,95 6,00
P6 3,67 2,72 1,46 1,54 n.d.

P7 6,63 2,08 0,36 0,08 n.d.

Die Induktion der Gene Tropl, cAct und MLC unter Behandlung mit Noggin relativ zu
unbehandelten MSCs der gleichen Passage im Verlauf der Langzeitkultur. Signifikante
Geninduktionen (p<0,05) sind hervorgehoben. n = 3, ¢ = Standardabweichung

So erwiesen sich cAct und MLC in P5 als signifikant induziert, ebenso wie Tropl

in P6 und P7. In P7 zeigte sich dagegen eine signifikante Downregulation von
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cAct. Die vergleichsweise hohen Induktionen von Tropl in P1 und P5 erwiesen
sich aufgrund starker Streuung zwischen den einzelnen untersuchten
Zellpopulationen als statistisch nicht signifikant im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe. MLC war in P6 und P7 in den mit Noggin behandelten MSC-
Populationen nicht mehr detektierbar.

45.2.3 FGF2 + BMP2
Unter Behandlung mit FGF2 und BMP2 zeigten sich insbesondere fir MLC

starke passageabhéngige Schwankungen der Geninduktion (Tabelle 13):

Tabelle 13: Behandlung mit FGF2 + BMP2

Passage | Induktion Tropl| o |InduktioncAct| o |Induktion MLC | o©
P1 1,49 1,47 0,82 0,38 1,53 0,82
P2 1,44 2,07 1,10 1,12 0,74 0,22
P3 2,65 3,47 2,00 0,84 4,12 1,21
P4 0,20 0,22 2,37 2,77 3,67 5,16
P5 1,87 1,31 1,40 0,45 1,40 0,66
P6 0,43 0,36 1,63 1,78 0,22 0,21
P7 0,59 0,42 0,77 0,42 0,10 0,06

Die Induktion der Gene Tropl, cAct und MLC unter Behandlung mit FGF2 + BMP2
relativ zu unbehandelten MSCs der gleichen Passage im Verlauf der Langzeitkultur.
Signifikante Geninduktionen (p<0,05) sind hervorgehoben. n=3,
o = Standardabweichung

Wahrend in P3 und P4 MLC unter Differenzierung eine Induktion auf 4,1
beziehungsweise auf 3,7 aufwies, zeigte sich in P6 und P7 eine negative
Regulation desselben Gens auf 0,22 und 0,1 im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Dabei erwies sich die Downregulation von MLC in P7 als statistisch signifikant.
Die anderen beiden Markergene zeigten im Verlauf der Kultur nur geringe
Schwankungen, die erhéhten und verminderten Induktionen von Tropl in P3

und P4 erwiesen sich als nicht signifikant.

4524 DMSO
Nach Behandlung mit DMSO zeigten die untersuchten MSCs nur geringe

Regulationen ihrer Expressionen der kardialen Markergene (Tabelle 14):
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Tabelle 14: Behandlung mit DMSO

Passage | Induktion Tropl| o |InduktioncAct| o |Induktion MLC| o©
P1 1,06 0,76 0,99 0,49 1,48 0,89
P2 1,66 1,16 0,73 0,52 0,79 0,97
P3 1,06 0,63 2,39 1,71 0,82 0,72
P4 2,01 2,33 1,57 0,86 0,20 0,18
P5 0,82 0,63 1,01 0,52 0,95 0,82
P6 1,43 0,65 1,05 0,82 1,35 0,97
P7 1,64 1,20 0,96 0,32 0,37 0,24

Die Induktion der Gene Tropl, cAct und MLC unter Behandlung mit DMSO relativ zu
unbehandelten MSCs der gleichen Passage im Verlauf der Langzeitkultur. Signifikante
Geninduktionen (p<0,05) sind hervorgehoben. n = 3, ¢ = Standardabweichung

Lediglich in P4 und P7 zeigte sich unter DMSO eine maliige, jedoch signifikante
Downregulation von MLC auf 0,2, respektive 0,37 im Vergleich zur
Kontrollgruppe.

45.25 PDGF+ FGF2 + VEGF

Unter Behandlung mit PDGF, FGF2 und VEGF stellten die untersuchten MSCs
bereits in P3 die Proliferation ein. Dabei erwiesen sich die untersuchten
kardiomyogenen Markergene als folgendermalRen reguliert (Tabelle 15):

Tabelle 15: Behandlung mit PDGF + FGF2 + VEGF

Passage | Induktion Tropl| o |InduktioncAct| & |InduktionMLC| o
P1 2,30 2,86 0,07 0,03 0,95 0,36
P2 3,55 2,70 0,07 0,05 2,93 2,31
P3 22,94 28,51 0,26 0,10 n.d.

Die Induktion der Gene Tropl, cAct und MLC unter Behandlung mit
PDGF+ FGF2+VEGF relativ zu unbehandelten MSCs der gleichen Passage im Verlauf
der Langzeitkultur. Signifikante Geninduktionen (p<0,05) sind hervorgehoben. n =3,
o = Standardabweichung, n.d. = nicht detektierbar

Wahrend unter Behandlung das Zielgen cAct in allen Passagen im Verhaltnis
zur unbehandelten Kontrollgruppe eine Downregulation im Bereich 0,07 bis
0,26 aufwies (signifikant in P1 und P2), zeigte das Zielgen Tropl insbesondere
in P3 eine starke, signifikante Geninduktion um den Faktor 23. MLC war in den
ersten beiden Passagen nicht signifikant reguliert und in der dritten Passage
nicht mehr detektierbar.
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45.2.6 Insulin, Transferrin, Ascorbat und Dexamethason (ITAD)

Auch unter Behandlung mit einer Formulierung aus Insulin, Transferrin,
Ascorbat und Dexamethason (ITAD) zeigten die untersuchten MSC-
Populationen eine Regulation in ihrer Expression der kardiomyogenen Marker

(Tabelle 16):

Tabelle 16: Behandlung mit ITAD

Passage | Induktion Tropl| o | Induktion cAct o Induktion MLC o)
P1 0,75 0,71 0,62 0,40 0,54 0,05
P2 1,30 0,94 0,44 0,45 2,28 0,50
P3 0,49 0,41 1,71 0,49 0,67 0,38
P4 n.d. 20,00 25,41 6,90 9,91
P5 n.d. 25,90 3,66 17,65 11,04

Die Induktion der Gene Tropl, cAct und MLC unter Behandlung mit Insulin, Transferrin,
Ascorbat und Dexamethason (ITAD) relativ zu unbehandelten MSCs der gleichen
Passage im Verlauf der Langzeitkultur. Signifikante Geninduktionen (p<0,05) sind
hervorgehoben. n = 3, o = Standardabweichung

Wahrend Tropl in P1-P3 keine

signifikanten Regulationen der Genexpression aufwies, jedoch ab P4 nicht

in der mit ITAD behandelten Gruppe

mehr detektierbar war, zeigte sich fur cAct und MLC in P4 und P5 eine
deutliche Geninduktion. In P4 war bezlglich der Geninduktion von cAct und
MLC aufgrund grofRer Schwankungen zwischen den untersuchten MSC-
Populationen keine statistische Signifikanz gegeben, dagegen zeigten sich in
P5 eine statistisch signifikante Induktionen von cAct um den Faktor 25,9 und

von MLC um den Faktor 17,65 im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe.
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4.6 Expression Multipotenz-assoziierter Transkriptionsfaktoren durch
MSCs

4.6.1 Konstitutive Expression Stammzell-assoziierter

Transkriptionsfaktoren durch undifferenzierten MSCs

Zur Untersuchung ihrer Bedeutung fir den Erhalt und die Regulation der
Multipotenz von MSCs wurde die Expression der Stammzell-assoziierten
Transkriptionsfaktoren Oct-4, Nanog, Sox2 und DPPA4 auf mRNA-Ebene
analysiert. Die entsprechenden Ansatze wurden in den Passagen PO, P2, P4
und P6 mittels quantitativer RT-PCRs an undifferenzierten MSCs durchgefuhrt.
In keiner der untersuchten MSC-Populationen und Passagen konnte mit dieser
Technik eine Expression von Sox2 und DPPA4 detektiert werden (Abbildung
12b).

Dagegen zeigten undifferenzierte MSCs Uber die gesamte Kulturdauer hinweg
eine Expression von fur Oct-4 und Nanog kodierender mRNA. Diese war fur
beide Zielgene uber die verschiedenen Passagen hinweg einer Regulation
unterworfen:

Die Expression von Oct-4 zeigte von PO ausgehend einen Anstieg, dabei war
in P2 und P6 eine signifikante Geninduktion gegentber PO gegeben (P<0,05).
Auch die Expression von Nanog erhéhte sich im Verlauf der Passagen, wobei
lediglich in P6 eine signifikante Zunahme der Expression gegeniber PO zu
verzeichnen war. Beiden Zielgenen gemeinsam war dabei eine, vor allem in
den hoheren Passagen, gro3e Streuung zwischen den untersuchten
Populationen (Abbildung 17a und b).
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Abbildung 17: Konstitutive Expression von Oct-4 und Nanog durch unbehandelte
MSCs

Die relative Expression mit Standardabweichung der fiir Oct-4 (a) und Nanog (b)
kodierenden mRNA durch unbehandelte MSCs. Auf der X-Achse wurden die einzelnen
Passagen der Langzeitkultur, auf der Y-Achse die Genexpression relativ zum
Housekeeping-Gen GAPDH aufgetragen. Zum Ausgangswert in PO signifikante
Verédnderungen der Genexpression sind durch * markiert (p<0,05).

4.6.2 Oct-4 und Nanog unter adipogener und osteogener Differenzierung

Um den Einfluss der adipogenen und osteogenen Differenzierung auf die
Expression der Multipotenz-assoziierten Faktoren Oct-4 und Nanog zu
analysieren, wurden entsprechend differenzierte MSCs in P2 mittels

guantitativer RT-PCR untersucht.
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Dabei zeigte sich eine signifikante Downregulation der Expression von sowohl
Oct-4 als auch Nanog unter adipogener Differenzierung. Unter osteogener
Differenzierung blieben die Expressionen beider Gene dagegen nahezu
unverandert (Abbildung 18).

Auch in diesen Experimenten war eine starke Streuung der Werte zwischen den

einzelnen MSC-Populationen zu beobachten.

Oct-4 und Nanog unter nicht-kardiomyogener Differenzierung
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Abbildung 18: Oct-4 und Nanog unter nicht-kardiomyogener Differenzierung

Die relative Expression mit Standardabweichung der fur Oct-4 und Nanog kodierenden
MRNA durch undifferenzierte, sowie adipogen oder osteogen differenzierte MSCs. Die
Genexpression wurde relativ zum Housekeeping-Gen GAPDH aufgetragen. Die relativ
zu den undifferenzierten MSC-Populationen signifikanten Veranderungen der
Genexpression sind durch * markiert (p<0,05).

4.6.3 Regulation der Expression von Oct-4 und Nanog in Abhangigkeit

eines moglichen kardiomyogenen Differenzierungsstatus

Zur Klarung des Einflusses einer durch die oben beschriebenen Protokolle
induzierten kardiomyogenen Differenzierung auf die Expressionen der
Multipotenz-assoziierten Gene Oct-4 und Nanog, wurden diese in den daftr
relevanten Passagen mittels quantitativer RT-PCR auf mRNA-Ebene
gemessen. Diese Expressionsanalysen wurden exemplarisch an MSC-

Einzelpopulationen in denjenigen Passagen durchgefihrt, in welchen unter
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kardiomyogenen Differenzierungsbedingungen eine besonders ausgepragte
Induktion kardialer Markergene nachweisbar war. Als relevant wurden dabei
wiederum Geninduktionen von >2,5 beziehungsweise <0,4 relativ zur
unbehandelten Kontrolle erachtet.

Die in den MSC-Einzelpopulationen h20 wund h21 untersuchten
Differenzierungen PDGF+FGF2+VEGF in P2, 5-Azacytidin in P3, ITAD in P5,
FGF2+BMP2 in P3, sowie Noggin in P5 und P6 zeigten dabei vergleichsweise
starke Induktionen der kardiomyogenen Marker. Ungeachtet dessen unterlagen
jedoch die Expressionen der Multipotenz-assoziierten Transkriptionsfaktoren
Oct-4 und Nanog in denselben Proben keiner systematischen Regulation.
Lediglich in zwei der untersuchten Proben zeigte sich eine Downregulation der
Multipotenz-assoziierten Gene: In der Probe h21 P3 FGF2+BMP2 zeigte sich
eine Downregulation von Oct-4 auf 0,23 relativ zur unbehandelten Kontrolle, in
der Probe h21 P5 Noggin war keine Expression von Nanog detektierbar.
(Tabelle 17).

Tabelle 17: Interaktion zwischen kardiomyogener Differenzierung und
Expression Multipotenz-assoziierter Gene

] h20 P2 PDFG+ h20 P3 h20 P5 h21 P3 h21 P5 h21 P6
Zielgen FGF2+VEGF | 5-Azacytidin ITAD FGF2+BMP2 Noggin Noggin
Tropl 2,84 3,70 n.d. 5,20 8,11 4,20
cAct 0,09 0,92 27,84 2,21 1,25 0,34
MLC 5,66 n.d. 15,54 2,28 12,40 n.d.
Oct-4 1,01 0,80 1,50 0,23 1,73 1,82
Nanog 2,38 0,74 0,80 0,58 n.d. 0,56

Die Geninduktionen der kardialen Marker, sowie der Multipotenz-assoziierten
Transkriptionsfaktoren Oct-4 und Nanog in ausgewahlten Populationen und Passagen
unter kardiomyogener Differenzierung relativ zu den jeweiligen unbehandelten
Kontrollen gleicher Passage. Hervorgehoben wurden Induktionswerte >2,5 bzw. <0,4.
n.d. = nicht detektierbar
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5 Disskusion

In der Regenerativen Medizin, welche sich mit der Erneuerung geschadigter
Zellpopulationen oder ganzer Organe beschaftigt, erhalt die Therapie mittels
Stammzellen eine zunehmende Bedeutung. Insbesondere MSCs stehen dabei
aufgrund ihrer verhaltnismaRig leichten Verfugbarkeit und Inkulturnahme, ihrer
ethischen Unbedenklichkeit, sowie ihrer, nach bisheriger Studienlage,
nebenwirkungsarmen klinischen Anwendung im Mittelpunkt des Interesses.
Obwohl bislang aus zahlreichen Geweben des menschlichen Korpers

erfolgreich MSCs isoliert werden konnten*">*

, ist die Anzucht der Zellen aus
Knochenmark immer noch eines der gangigsten Verfahren. Der Vorteil dieses
Ursprungsgewebes liegt darin, dass im Rahmen einer individualisierten
Therapie und somit einer angestrebten autologen Zelltransplantation
Knochenmark leicht und in ausreichender Menge durch in der klinischen
Routine etablierte Punktionstechniken gewonnen werden kann. Alternativen
hierzu stellen Isolationsverfahren von MSCs aus anderen leicht zuganglichen
Geweben wie Haut oder subkutanem Fettgewebe dar.

Die bisher publizierten Studien, in welchen MSCs zur klinischen Anwendung am
Menschen kamen, konzentrieren sich hauptsachlich auf zwei Bereiche:
Einerseits wird versucht, den immunmodulatorischen beziehungseise
parakrinen Einfluss von MSCs auf andere Gewebe zu nutzen. So werden MSCs
eingesetzt, um unerwiinschte immunologische Prozesse wie die akute GvHD zu
therapieren und um das Engraftment co-transplantierter hamatopoietischer

1121123, 125 andererseits wird versucht, die

Stammzellen zu verbessern®
eigentlichen Stammzelleigenschaften der MSCs, namlich die Fahigkeit zur
Differenzierung in andere Zelltypen zu nutzen. In diesem Bereich scheinen
insbesondere Ansatze zur Knochen- und Knorpelregeneration durch
Transplantation von MSCs vielversprechend?® 112-114. 168

Ebenfalls konnte in einigen klinischen Studien durch Gabe von Knochenmark
oder in vitro expandierten MSCs eine Verbesserung der kardialen Funktion

151154 Dje dafur verantwortlichen

nach Herzinfarkt erzielt werden®
Mechanismen stehen aktuell unter Diskussion. So kénnten einerseits parakrine

Effekte, wie durch MSCs vermittelte antiapoptotische Mechanismen, eine durch
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MSCs induzierte Neovaskularisation, oder eine Verminderung des
Remodellings nach Infarkt fur die klinische Wirksamkeit von transplantierten
MSCs verantwortlich sein. Fur die Vermittlung dieser Effekte wird insbesondere
den zahlreichen durch MSCs sezernierten Wachstumsfaktoren wie VEGF,
HGF, Adrenomedullin, Placental growth factor und TGF-B grof3e Bedeutung

8  Andererseits berichten zahlreiche Studien tber die

134-136, 169

beigemessen®”
kardiomyogene Differenzierung von MSCs in vitro , sowie im Rahmen
von Tiermodellen in vivo™®. Das AusmaR dieser Differenzierung bleibt dabei
jedoch umstritten: Wahrend in einigen in vitro-Studien eine weitreichende
kardiomyogene Differenzierung von MSCs bis hin zu spontan schlagenden

13  konnten Rose et al. in einem Tiermodell, in

Zellen beobachtet wurde
welchem adulte murine MSCs in zuvor infarzierte Herzen von Mausen appliziert
wuden, eine lediglich partielle Differenzierung der transplantierten MSCs
beobachten™°.

Ob humane MSCs in der Lage sind, eine funktionelle kardiomyogene
Differenzierung zu erlangen, wird derzeit kontrovers diskutiert. In den bislang
publizierten Studien zur kardiomyogenen in vitro-Differenzierung von MSCs
mittels Kulturmedien wurde zumeist jeweils nur der Effekt einer einzelnen

Substanz(kombination) evaluiert'>**°.

Aufgrund von nicht standardisierten
Isolations- und Kulturbedingungen wird die Vergleichbarkeit dieser
Veroffentlichungen jedoch deutlich erschwert. Im Rahmen der vorliegenden
Studie wurden deshalb erstmals systematisch aus humanem Knochenmark
gewonnene MSCs mit diversen kardiomyogenen Differenzierungsmedien
behandelt und bezuglich ihrer kardiomyogenen Differenzierungspotenz im
direkten Vergleich zu unbehandelten MSCs der gleichen Passage evaluiert.

Ein weiteres in diesem Zusammenhang relevantes Forschungsgebiet betrifft die
Regulation der Stammzellpotenz, also die F&higkeit, in andere Zellen zu
differenzieren. Humane embryonale Stammzellen exprimieren Pluripotenz-
erhaltenden und —regulierenden Transkriptionsfaktoren wie Oct-4'°, Sox2'"*,
Nanog*"?, KIf4*"® und c-Myc'™. In den letzten Jahren konnten groRRe Fortschritte
im Bereich der Reprogrammierung adulter Zellen zu pluripotenten Vorlaufern

erzielt werden. Die etablierten Reprogrammierungsprotokolle beinhalten dabei
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die Induktion einer Re-Expression der endogenen Pluripotenz-assoziierten
Transkriptionsfaktoren’>’*,  Da differenzierte  adulte  Zellen  diese
Transkriptionsfaktoren nicht exprimieren, kann von einer negativen Korrelation
der Expression dieser Transkriptionsfaktoren mit dem Differenzierungsgrad der
Zellen ausgegangen werden. Fur Oct-4, Sox2 und Nanog konnte inzwischen
eine intrinsische Expression auch in adulten Stammzellen wie MSCs
nachgewiesen werden, deren biologische Relevanz bisher jedoch weitgehend

im Dunkeln liegt*® ™

. Da MSCs keine pluripotenten, sondern multipotente
Eigenschaften aufweisen, ist es wahrscheinlich, dal3 die Expression dieser
Transkriptionsfaktoren in MSCs allenfalls deren Multipotenz reflektiert. Neben
der Induktion kardiomyogener, sowie nicht-kardiomyogener Differenzierung in
MSCs soll daher die Beeinflussung der Expression von Multipotenz-assoziierten
Transkriptionsfaktoren durch den Differenzierungsstatus der MSCs im

Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stehen.

5.1 Grundcharakterisierung der verwendeten MSCs
Um Ergebnisse unterschiedlicher an MSCs forschenden Arbeitsgruppen

miteinander vergleichen zu kodnnen, ist eine einheitliche Definition und
Charakterisierung der verwendeten Zellen unabdingbar. Entsprechende
Kriterien wurden 2006 von der ISCT definiert und implizieren die
Plastikadharenz, ein charakteristisches Oberflachenantigenprofil, sowie die
in vitro-Differenzierbarkeit von MSCs*°.

Diese Kriterien wurden auch auf die in der vorliegenden Studie verwendeten
Zellpopulationen angewandt. Dabei zeigten alle verwendeten Populationen in
den KulturgefaRen adharentes Wachstum und in der flusszytometrischen
Analyse ein typisches Antigenprofil. Betreffs des Hauptmerkmals von
Stammzellen, der Differenzierbarkeit, ist fur aus Knochenmark gewonnene
MSCs der Nachweis der adipogenen, osteogenen und chondrogenen
in vitro-Differenzierung Grundvoraussetzung und Definitionskriterium®. Die
Differenzierung in diese drei mesodermalen Zelltypen erfolgt dabei in
hierarchischer Reihenfolge, so zeigten Klonierungsexperimente die Existenz

von betreffs adipogener, osteogener und chondrogener Differenzierbarkeit
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mono-, di- und tripotenter MSCs. Dabei ist nicht jeder Zellklon zu jedem
Zeitpunkt seiner Entwicklung befahigt, in jede Richtung zu differenzieren®® ©'.
Somit kann davon ausgegangen werden, dass innerhalb der Gesamtheit der
MSC-Population kleinere, jedoch betreffs Differenzierungspotential besonders
potente Subpopulationen existieren.

Die in dieser Studie verwendeten MSC-Populationen wurden im Verlauf ihrer
Langzeitkultur jeweils zu mehreren Zeitpunkten adipogenen, osteogenen und
chondrogenen Bedingungen ausgesetzt. Dabei lie3en sich die fur die jeweiligen
Differenzierungen typischen Strukturen mikroskopisch eindeutig nachweisen.
Deutlich ausgepragt war ein mit steigender Kulturdauer und Passage
abnehmender Anteil der adipogen und osteogen differenzierbaren Zellen an der
Gesamtpopulation. GleichermalR3en veranderte sich auch die Morphologie der
undifferenzierten Zellen mit steigender Passage. Beides kann, zusammen mit
einer in hohen Passagen reduzierten Proliferationsfahigkeit, als Zeichen fur
eine durch die fortgesetzte in vitro-Expansion ausgeloste Seneszenz der MSCs
gewertet werden, welche in der Literatur bereits vielfach beschrieben wurde und
eine Hauptlimitation der Kultur und Expansion von humanen MSCs darstellt*".
Um die Differenzierbarkeit der MSCs zu quantifizieren, wurde mittels
guantitativer RT-PCR die Expression der fur die jeweiligen Differenzierungen
typischen Zielgene gemessen. Dabei zeigten die fur die adipogene
Differenzierung charakteristischen Marker PPAR-y und LPL das erwartete
Ergebnis einer starken, jedoch mit der Passagenzahl abnehmenden
Geninduktion unter Differenzierungsbedingungen. Unter osteogener und
chondrogener Differenzierung konnte eine Induktion der jeweiligen Markergene
ALP und Coll2 jedoch nur mit beschranktem Erfolg erzielt werden, da auch die
undifferenzierten Kontrollzellen eine starke konstitutive Expression dieser Gene
zeigten. Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen der Farbungen fur
alkalische Phosphatase, in welchen die zu den osteogenen Differenzierungen
komplementaren Negativkontrollen ebenfalls eine hohe Expression dieses
Markers zeigten. Diese konstitutive Expression osteogener Marker oder
(partielle) osteogene Spontandifferenzierung wurde auch von Felka et al. fur
humane MSCs beschrieben'’®,
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5.2 Aspekte der RT-PCR

Die zur Analyse einer moglichen kardiomyogenen Differenzierung von MSCs
durchgefuihrten quantitativen RT-PCR-Assays auf Basis von TagMan-Sonden
wurden wahrend der Etablierung einer ausfihrlichen Qualitatskontrolle
unterzogen. Diese umfasste zur Sicherstellung der Spezifitdt auf das
gewinschte cDNA-Segment, sowie des Ausschlusses einer Amplifikation
unerwunschter Nebenprodukte, die Durchfihrung von Gelelektrophoresen.
Durch den Nachweis von jeweils nur einer spezifischen Bande an der zu
erwartenden Langenposition konnte diese Spezifitat sichergestellt werden.
AulBerdem wurde fur den Fall einer geringen Expression kardiomyogener
Marker durch MSCs die Sensitivitat der einzelnen Ansatze anhand einer
Standardverdunnungsreihe bestimmt. Dabei zeigte sich eine Detektionsgrenze
von etwa 10 cDNA-Kopien/ul Ausgangsmaterial. Dies belegt eine Sensitivitat,
welche nahe am theoretischen Optimum dieser Technik liegt und somit
optimale Voraussetzungen fiir die durchgefithrten Analysen bietet'®® /. Des
Weiteren konnten anhand der erstellten Regressionsgeraden die PCR-
Effizienzen berechnet, sowie die Linearitat der PCR-Kinetik Gber den gesamten
Konzentrationsbereich nachgewiesen werden, was besonders bei stark
unterschiedlichen Expressionenen zwischen Zielgen und Housekeeping-Gen
von Bedeutung ist'’®. Neben einer hohen Sensitivitat zeichneten sich alle in
dieser Arbeit verwendeten PCR-Assays durch Effizienzen nahe dem
theoretischen Optimum von 2,0, sowie durch eine hohe Reproduzierbarkeit aus.
Kleinere Unterschiede zwischen den Effizienzen der einzelnen PCR-Assays
wurden mittels der von Pfaffl et al. entwickelten PCR-Quantifizierungssoftware
REST mathematisch nivelliert'®”.

Auch beim Einsatz der kommerziell erwerblichen PCR-Kits wurden
exemplarisch Gelelektrophoresen der PCR-Produkte, sowie
Effizienzbestimmungen durchgefiihrt, welche ebenfalls eine optimale
Sensitivitat sowie Spezifitdt belegten.

Die Analyse der Expression bestimmter Linien-spezifischer Gene mittels
guantitativer RT-PCR kann eine Aussage Uber den Differenzierungszustand der

untersuchten Stammzellpopulation ermdglichen. Diesem Prinzip liegt zugrunde,
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dass die fur diesen Zweck ausgewahlten Gene charakteristisch fur denjenigen
Zelltyp sind, in welchen eine Differenzierung induziert werden soll. Die
entsprechenden Gene, beziehungsweise die aus ihnen transkribierten mRNAs,
vermitteln eine charakteristische physiologische Funktion der Zellen in der
LZieldifferenzierung®, beispielsweise in Form von Enzymen oder
Strukturproteinen, oder steuern als Transkriptionsfaktoren Entwicklungs-,
Reifungs- und Differenzierungprozesse. Durch Mitfihrung einer unbehandelten
Kontrollpopulation erhalten die Genexpressionen der behandelten Zellen einen
Bezugswert. Jedoch stellt die mittels quantitativer RT-PCR bestimmte
Expression eines Gens immer einen Mittelwert fur alle zur RNA-Isolation
eingesetzte Zellen da. So kann anhand der gewonnenen Daten keine Aussage
getroffen werden, ob eine kleine Subpopulation der untersuchten Zellen eine
starke, oder der GrofRteil der Zellen eine schwachere Anderung der
Genexpression unter Behandlung erfahrt. Sehr kleine Subpopulationen mit von
der Mehrheit der Zellen abweichender Genexpression und somit anderem
Differenzierungsstatus entgehen unter Umstéanden der Detektion vollstandig.
Dartber hinaus muss bedacht werden, dass die Ergebnisse einer RT-PCR
lediglich eine Aussage auf Ebene des Transkriptoms, also der Gesamtheit der
MRNA der eingesetzten Zellen erlauben. Posttranskriptionale und translationale
Regulationen der Genexpression bleiben dabei unberiicksichtigt.

Aus diesen Griunden konnen die Analysen von Zellpopulationen durch RT-PCR
mit ergdnzenden Untersuchungen auf Proteinebene erganzt werden.
Methodisch bieten sich daflir Antikorper-basierte Verfahren wie Flusszytometrie
oder Immunfluoreszenz an. Letztere Technik erlaubt zusatzlich die Evaluation
der Proteinexpression auf Einzelzellebene. Entsprechende vergleichende
Analysen zu den Experimenten dieser Arbeit wurden in gesonderten Arbeiten

mittels Immunfluoreszenz sowie Flusszytometrie durchgefthrt.

5.3 Kardiomyogene Differenzierung von MSCs
Zur qualitativen und quantitativen Analyse der exogen induzierten

Kardiomyogenese durch MSCs wurden in dieser Arbeit die Expressionen der

fur Troponin |, kardiales Aktin, sowie MLC kodierenden Gene mittels
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quantitativer RT-PCR gemessen. Diese Gene kodieren fir Strukturproteine,
welche in Kardiomyozyten einen Teil des kontraktilen Apparats bilden und somit
fur die Funktion dieses Zelltyps unabdingbar sind. Die analysierten Isoformen
von kardialem Aktin und von Troponin | sind dabei spezifisch flr
Kardiomyozyten, diejenige von MLC wird sowohl in Kardiomyozyten, als auch in
Skelettmuskelfasern exprimiert'’®. Diese Auswahl der analysierten Gene erlaubt
somit die Detektion einer Differenzierung sowohl in kardiomyogene Richtung,
wobei eine Induktion aller analysierter Gene zu erwarten wére, als auch in
Richtung Skelettmuskel, bei welcher lediglich MLC hochreguliert wéare.

Die Untersuchung unbehandelter MSCs Uber den Verlauf der Langzeitkultur
zeigte eine intrinsische Expression der getesteten kardiomyogenen Markergene
durch MSCs, welche im Verlauf der untersuchten Passagen einer deutlichen
Regulation unterlag. Wahrend fur Tropl und MLC ein Anstieg der Expression in
den hohen Passagen der Kultur erfolgte, war dies fur cAct zu einem friiheren
Zeitpunkt in P1 und P2 zu beobachten. Eine derartige in vitro-Expression
kardialer Marker durch unbehandelte humane MSCs wurde bereits von
Bayes-Genis et al. 2005 beschrieben®®. Jedoch konnte in der vorliegenden
Arbeit erstmals eine Kinetik der Expression kardialer Marker im Verlauf der
Langzeitkultur unbehandelter humaner MSCs beschrieben werden. Diese kann
durch zwei Mechanismen bedingt sein: Einerseits konnte die relativ
unphysiologische Langzeit-in vitro-Kultur Gber zahlreiche Passagen eine
(partielle) kardiomyogene Spontandifferenzierung eines Teils der MSCs
induzieren, ein Phanomen, welches bereits in osteogener Richtung beobachtet

wurde®®!,

Andererseits konnten die spezifischen Bedingungen der
Langzeitkultur zur Selektion einzelner MSC-Subpopulationen mit per se hoher
konstitutiver Expression kardialer Marker gefuhrt haben. Die Untersuchung der
jeweiligen Relevanz dieser Mechanismen ist mit der von uns verwendeten
Technik der quantitativen RT-PCR schwierig und wird daher zuktinftig Analysen
auf Einzelzellniveau, beispielsweise flusszytometrisch oder
immunhistochemisch erfordern. Die endogene Expression von Troponin |,

kardialem Actin und MLC durch unbehandelten MSCs aus dem Knochenmark
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belegt jedoch, dass diese Gene nicht exklusiv in Kardiomyozyten transkribiert
werden.

Unabhangig von den oben genannten Mechanismen konnte die Kenntnis des
Zeitpunkts der maximalen Expression kardiomyogener Marker durch kultivierte
MSCs zukunftig eine Optimierung klinisch zur kardialen Regeneration
eingesetzter Zelltransplantate erlauben.

Einige der in dieser Arbeit vergleichend auf adulte MSCs angewandten
kardiomyogenen Differenzierungsprotokolle wurden urspringlich ebenfalls fur
adulte MSCs, andere jedoch fur embryonale Stammzellen beschrieben (Tabelle
18).

Tabelle 18: kardiomyogene Differenzierungsprotokolle

Protokoll Erstbeschreiber | Zelltyp
o o 134 | Adulte Knochenmarks-MSCs der
5-Azacytidin Wakitani et al.
Ratte
Noggin Yuasa et al.'*® Murine embryonale Stammzellen
FGF2+BMP2 Kawai et al.™*’ Murine embryonale Stammzellen
o 161 | Murine Teratokarzinomazelllinie
DMSO Rudnicki et al .
(P19)
Xaymardan Adulte murine Knochenmarks-
PDGF+FGF2+VEGF 136
et al. MSCs
_ 135 Adulte humane Knochenmarks-
ITAD Shim et al.
MSCs

Die von Wakitani et al. erstbeschriebene kardiomyogene Differenzierung von
aus Ratten gewonnenen Knochenmarks-MSCs mittels 5-Azacytidin beruht auf
einem Eingriff dieser Substanz in den Methylierungsstatus der genomischen
DNA von Zellen. Durch eine Veranderung der Methylierung kénnen dabei Gene
einer Zelle an- oder abgeschalten werden, was im Fall von MSCs zur Induktion
einer kardiomyogenen Differenzierung filhren soll***. Die in der vorliegenden
Arbeit nach dem von Wakitani etal. publizierten Originalprotokoll mit
5-Azacytidin behandelten humanen MSC-Populationen zeigten jedoch nur an

einem Datenpunkt in Passage 3 eine signifikante Induktion des Markers Tropl.
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Diese Beobachtung deckt sich mit den von Mastitskaya et al.'®? beschriebenen
Ergebnissen, welche im Gegensatz zur Studie von Xu etal'® keine
kardiomyogene Differenzierung humaner MSCs durch eine Behandlung mit
ausschlief3lich 5-Azacytidin nachweisen konnten. Eine Wirksamkeit von
5-Azacytidin zur Induktion kardiomyogener Differenzierung von MSCs bleibt
somit angesichts sich widersprechender Studienergebnisse fraglich.
Moglicherweise werden diese scheinbar widersprichlichen Ergebnisse durch
Unterschiede in der Technik der Isolation und Expansion der MSCs bedingt,
welche zur Selektion bestimmter Subpopulationen fihren kdonnten.

Die kardiomyogene Differenzierung von murinen embryonalen Stammzellen
durch Behandlung mit Noggin wurde erstmals von Yuasa et al. beschrieben*®,
Noggin wirkt als Transkriptionsfaktor auf zahlreiche Signalwege der
embryonalen Entwicklung und Zelldifferenzierung. So ist es unter anderem in
die Entwicklung des Neuralrohrs, in die Skelettentwicklung, sowie die

183, 184 \on besonderer

osteogenen Differenzierung von MSCs involviert
Bedeutung fur die kardiomyogene Induktion von Stammzellen ist eine transiente
antagonistische Wirkung auf die Wachstumsfaktoren BMP2 und BMP4, welche
in der fruhen kardiomyogenen Differenzierung eine inhibitorische Wirkung
entfalten® *®°. In der vorliegenden Studie konnte eine Induktion kardiomyogener
Gene in humanen MSCs durch Behandlung mit Noggin erzielt werden. Dies
erfolgte jedoch erst in hohen Passagen ab P5, was durch die indirekte
Wirkungsweise von Noggin auf multiple Signalkaskaden bedingt sein konnte.

Im Rahmen der kardiomyogenen Differenzierung von embryonalen
Stammzellen wirken die Transkriptionsfaktoren BMP2 und BMP4 verstarkend
auf die Differenzierung'®. Kawai et al. konnten durch diese Faktoren, sowie
durch Behandlung mit FGF2 eine kardiomyogene Differenzierung muriner
embryonaler Stammzellen in vitro erzielen'*’. Als am effektivsten wurde dabei
eine Kombination von FGF2 und BMP2 beschrieben, welche im Rahmen der
vorliegenden Arbeit in gleicher Weise auf adulte humane MSCs angewandt
wurde. Dabei zeigte sich jedoch nur ein geringer Einfluss des

Differenzierungsmediums auf die Expression kardiomyogener Markergene, so
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dass eine mangelnde Suszeptibilitdt humaner MSCs auf die verwendeten
Faktoren angenommen werden muss.

Die kardiomyogene Differenzierung der murinen Teratokarzinom-Zelllinie P19
durch Behandlung mit DMSO ist ein haufig als Alternative zu embryonalen

161, 162 Der Wirkmechanismus der

Stammzellen eingesetztes Modellsystem
Chemikalie DMSO auf die Zelldifferenzierung ist jedoch noch nicht bekannt. In
unserer Studie wurde ein zuvor erfolgreich auf P19-Zellen angewandtes
Protokoll an MSC-Kulturen erprobt. Dabei zeigte sich jedoch kein Einfluss auf
den kardiomyogenen Differenzierungsstatus dieser Zellen. Dieses Ergebnis ist
insofern bedeutsam, da DMSO haufig zur Kryokonservierung von Zellen, sowie
als Losungsmittel far Kulturadditiva eingesetzt wird. Eine akzidentielle
Differenzierung von MSCs durch diese Anwendungen ist nach den
vorliegenden Ergebnissen nicht zu erwarten.

Durch eine Kombination der Wachstumsfaktoren PDGF, FGF2 und VEGF
gelang es Xaymardan et al. adulte Ratten-MSCs kardiomyogen bis hin zu
spontan schlagenden und kontraktilen Zellen zu differenzieren'®. Auch dieses
Protokoll wurde von uns auf humane MSCs angewandt. Unter dem
entsprechenden Differenzierungsmedium zeigten die so behandelten Zellen
einen gegenuber der unbehandelten Kontrollpopulation verédnderten
mikroskopischen Phéanotyp, eine Einstellung der Proliferation in P3, sowie eine
ausgepragte Induktion von Tropl. Zusammengenommen koénnten diese
Resultate fur das Ablaufen einer kardiomyogenen Differenzierung sprechen,
wobei die entsprechenden Zellen bereits frih einen postmitotischen Status
erreichten. Jedoch konnte keine Induktion der Marker cAct und MLC erzielt
werden und in keinem der durchgefihrten Experimente waren spontan
schlagende Zellen beobachtbar, so dass von einer lediglich partiellen
Differenzierung ausgegangen werden kann.

Durch das von Shim et al. beschriebene kardiomyogene
Differenzierungsprotokoll auf Basis von Insulin, Transferrin, Ascorbat und
Dexamethason lie3 sich bei Anwendung auf die im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten humanen MSCs eine verstarkte Expression von kardiomyogenen

Genen erzielen. So zeigte sich in den Passagen 4 und 5 eine Induktion der
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Gene cAct und MLC, aul3erdem stellten die Zellen in P5 ihre Proliferation ein.
Der genaue Wirkungsmechanismus dieses Protokolls ist noch unbekannt,
jedoch spielen die Wirkungen von Dexamethason und Insulin eine wichtige
Rolle in der Regulation der adipogenen, osteogenen und myogenen
Differenzierung von MSCs*®* 187 188,

Zusammenfassend ergaben die in der vorliegenden Studie evaluierten
Differenzierungsprotokolle ein heterogenes Ergebnis: Als am effektivsten
bezuglich des Endpunktes der Induktion kardialer Markergene erwiesen sich die
Behandlungen mittels Noggin, der Wachstumsfaktoren PDGF, FGF2 und
VEGF, sowie des Protokolls ITAD. Dabei ist zu bemerken, dass die beiden
letzteren Protokolle als Permanentmedien (ber die gesamte Kulturdauer
eingesetzt werden, und somit gerade fur Langzeitkulturen effektiver sein
konnten, als lediglich voribergehend auf die Zellen aufgebrachte
Induktionsmedia. Die durch Noggin induzierte verstarkte Expression von
kardiomyogenen Genen in humanen MSCs ist in so fern von Bedeutung, als
dass dieses Differenzierungsschema bisher lediglich fir embryonale

Stammzellen beschrieben wurde*,

Die vorliegenden Ergebnisse deuten
daraufhin, dass auch fur die kardiomyogene Differenzierung adulter
Stammzellen eine transiente, durch Noggin hervorgerufene Inhibition des
BMP-TGF-3-Signalwegs von Bedeutung sein kdnnte. Weitere Untersuchungen
von in diese Signalkaskade involvierten Faktoren wie NKX2.5, GATA4 und
MEF2 sollten daher zuklnftig angedacht werden.

Die nur vorribergehende Induktion kardiomyogener Marker in einzelnen
Passagen der Langzeitkultur (wie beispielsweise unter 5-Azacytidin) kénnte
darauf  zurickzufihren  sein, dass eine MSC-Subpopulation ihr
Proliferationsvermégen mit ablaufender kardiomyogener Differenzierung
einbUit, und somit in der ndchsten Passage von weniger differenzierten, jedoch
proliferationsfreudigeren Zellen verdrangt wird.

Generell unterliegt die Expression von kardiomyogenen Genen durch humane
MSCs starken interindividuellen Schwankungen. Dies wird mit bedingt durch die
grolRe Heterogenitdt der einzelnen als ,MSCs“ zusammengefassten
Zellpopulationen und Isolate, sowie durch das Fehlen einheitlich definierter und
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fur  MSCs  spezifischer  Oberflachenmarker.  Verschiedene  MSC-
Subpopulationen mit mehr oder minder spezifischen Markern wurden in den
letzten Jahren beschrieben und auf ihr adipogenes, osteogenes und
chondrogenes Differenzierungspotential getestet. So definieren die Marker
CD271, CD140, CD146, MSCA-1, CD56 %, GD2%, und SSEA-4% MSC-
Subpopulationen, deren spezifisches Differenzierungspotential die bevorzugte

Differenzierung in bestimmte Zelltypen bedingt 3% %°

Beispielsweise
differenziert eine von Battula et al. beschriebene, fir MSCA-1 und CD56
positive MSC-Population bevorzugterweise chondrogen®, wohingegen eine
Expression des embryonalen Markers SSEA-4 auf eine besonders unreife
MSC-Subpopulation hinweist®.

Schwankungen der Anteile einzelner Subpopulationen an der Gesamtheit der
verwendeten MSCs filhren je nach Versuchsaufbau zu heterogenen und
schwer interpretierbaren Ergebnissen. Ebenfalls zu bedenken ist die vor allem
in der Langzeitkultur mogliche Selektion einzelner besonders proliferativer
MSC-Subpopulationen und -Klone.  Zuklnftig ware daher die Isolation,
Charakterisierung und kardiomyogene Differenzierung einzelner hochpotenter

Subpopulationen von grof3em Interesse.

5.4 Expression Multipotenz-assoziierter Faktoren durch MSCs

Das Hauptmerkmal von Stammzellen, ihre Differenzierbarkeit in andere
Zelltypen, wird durch ein komplexes Netzwerk von Transkriptionsfaktoren
gesteuert, dessen Verstandnis in der aktuellen Forschung grof3e
Aufmerksamkeit gewidmet wird. Durch Experimente zur Reprogrammierung
adulter Zellen wie Fibroblasten in pluripotente Stammzellen wurde eine
besondere Bedeutung der Transkriptionsfaktoren Oct-4, Nanog und Sox2 fur
die Aufrechterhaltung von Pluripotenz entdeckt” ™.

Inzwischen belegen zahlreiche Publikationen, dass die Expression von Oct-4,
Nanog sowie moglicherweise von Sox2 nicht auf embryonale Stammzellen
beschrankt, sondern auch in adulten Stammzellen wie MSCs nachweisbar ist’”

79190193 Fine exogen induzierte Uberexpression von Nanog und Sox2 in MSCs
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geht dabei mit einer hoheren Expandierbarkeit und Differenzierbarkeit dieser
Zellen einher”.

Ein Ziel der vorliegenden Studie war, die Expression dieser Multipotenz-
assoziierten Gene durch adulte MSCs im Verlauf der Langzeitkultur, sowie
deren Beeinflussung durch den Differenzierungsstatus der Zellen zu
bestimmen. Die konstitutive Expression von Oct-4 und Nanog konnte von uns
dabei eindeutig nachgewiesen werden. Dagegen zeigte keine der von uns
untersuchten Zellpopulationen eine Expression von Sox2, womit die Expression
dieses Gens durch adulte MSCs fraglich bleibt. Wahrend einige Autoren eine
solche postulieren’®®, konnte dies anderen Studien nicht reproduziert werden’"
192 Eine mogliche Erklarung firr diese widerspriichlichen Ergebnisse kénnten
unterschiedliche Isolations- und Kulturprotokolle und eine daraus resultierende
Selektion unterschiedlicher MSC-Subpopulationen darstellen.

Zur Expression von DPPA4 durch humane MSCs existieren bisher keine
Publikationen. In dieser Studie wurde somit erstmals gezeigt, dass MSCs
diesen embryonalen Marker nicht konstitutiv exprimieren. DPPA4 kdnnte somit
zukilnftig zur klaren Abgrenzung von MSC-Subpopulationen von (induzierten)
pluripotenten oder embryonalen Stammzellen herangezogen werden.

Die in der vorliegenden Studie gezeigten Ergebnisse einer Induktion von Oct-4
und Nanog durch MSCs in den hohen Passagen der Langzeitkultur kénnten
ebenfalls durch die Selektion einer spezifischen pluripotenten Subpopulation
durch die Kulturbedingungen bedingt sein. Dem gegenuber steht jedoch ein mit
steigender Passagenzahl vermindertes adipogenes und osteogenes
Differenzierungspotential. Fur einen Zusammenhang zwischen dem
Differenzierungsstatus der MSCs und der Expression von Oct-4 und Nanog
spricht die beobachtete Downregulation dieser Gene unter adipogener
Differenzierung. Die nahezu unveranderte oder sogar erhohte Genexpression
von Oct-4 und Nanog unter osteogener Differenzierung wurde schon in einer
weiteren Studien belegt™®.

Ein weiteres Augenmerk der vorliegenden Arbeit galt der Regulation der
Multipotenz-assoziierten Gene Oct-4 und Nanog unter kardiomyogener

Differenzierung. Dabei konnte jedoch keine Anderung der Expression dieser
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Gene relativ zu undifferenzierten Kontrollen festgestellt werden. Dies konnte
einerseits dadurch erklart werden, dass diese Gene, aquivalent der
unveranderten Expression unter osteogener Differenzierung, auch durch
kardiomyogen differenzierte Zellen weiterhin exprimiert werden, oder
andererseits Ausdruck einer unvollstandigen kardiomyogenen Differenzierung
sind. Weiterhin kénnten unterschiedliche MSC-Subpopulationen entweder Oct-4
und Nanog exprimieren, oder aber eine kardiomyogene Differenzierung
aufweisen, so dass sich in der quantitativen RT-PCR, welche immer einen
Durchschnittswert der Genexpressionen aller Zellen der untersuchten
Population widerspiegelt, ein Bild scheinbar unveranderter Genexpression
zeigt.

Um insbesondere die Expression Multipotenz-assoziierter Marker in Bezug auf
maoglicherweise besonders hochpotente MSC-Subpopulationen zu bestimmen,
sollten zukiinftig entsprechende weiterfihrende Versuche durchgefihrt werden.

5.5 Zusammenfassung, Bewertung und Ausblick
Die Differenzierungsfahigkeit, sowie die immunologischen und parakrinen

Eigenschaften adulter humaner MSCs bieten aufgrund der verhaltnismafig
leichten Verfligbarkeit, sowie der ethischen Unbedenklichkeit dieses Zelltyps
grof3es Potential fur die Regenerative Medizin. Ziel der vorliegenden Arbeit war
es daher, systematisch, anhand unterschiedlicher Protokolle, das
kardiomyogene Differenzierungspotential aus Knochenmark gewonnener
humaner MSCs zu evaluieren. Daruber hinaus sollten Informationen Utber die
Bedeutung von durch MSCs exprimierte und mit Multipotenz assoziierte
Transkriptionsfaktoren flr den Differenzierungsstatus dieser Zellen gewonnen
werden. Methodisch wurden zum Nachweis der Regulation relevanter Zielgene
quantitative RT-PCR-Assays etabliert. Im Sinne einer guten Vergleichbarkeit
der Experimente erfolgte eine Grundcharakterisierung der verwendeten
Zellpopulationen nach den durch die ISCT empfohlenen Kriterien.

Demzufolge zeigten alle verwendeten Zellpopulationen eine gute
Differenzierbarkeit in adipogener, osteogener und chondrogener Richtung. Fur

die untersuchten kardialen Markergene konnte auch bei unbehandelten MSCs
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eine Kkonstitutive Expression nachgewiesen werden, welche im Lauf der
durchgeflihrten Langzeitkultur einer signifikanten Regulation unterlag. Unter
den kardiomyogenen Differenzierungsschemata erwiesen sich vor allem das
auf einer Kombination der Wachstumsfaktoren PDGF+FGF2+VEGF basierende
Medium, sowie das Schema ITAD als vielversprechend, wobei die Induktion
kardialer Markergene interessanterweise um einige Passagen zeitversetzt zum
Beginn der Differenzierungsbehandlung erfolgte.

Von den untersuchten Multipotenz-assoziierten Transkriptionsfaktoren Oct-4,
Nanog, Sox2 und DPPA4 konnte lediglich fur die beiden erstgenannten eine
Expression durch die untersuchten MSC-Populationen nachgewiesen werden.
Dabei erfolgte im Verlauf der Langzeitkultur eine Hochregulation dieser Marker
in den hohen Passagen.

Unter adipogener Differenzierung zeigten Oct-4 und Nanog eine signifikant
reduzierte Genexpression. Dagegen blieb diese Expressionen durch die
osteogene und die kardiomyogene Differenzierung unbeeinflusst.

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten koénnen flir zukinftige
zelltherapeutische Ansatze insbesondere im Bereich der kardialen
Regeneration von grofRer Bedeutung sein. Dariiber hinaus ist die Expression
von Multipotenz-assoziierten Transkriptionsfaktoren durch MSCs von grol3em
grundlagenwissenschaftlichem Interesse. Zukinftige Experimente werden
daher ein besseres Verstandnis der physiologischen Regulation der Multipotenz
von MSCs, sowie des Beitrags einzelner Subpopulationen zu den

Eigenschaften dieses heterogenen Zelltyps zum Ziel haben.
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7.3  Abkirzungsverzeichnis

a-MEM a-Modified Eagle’s Medium

Aza 5-Azacytidin

BMP Bone Morphogenetic Protein

bp Basenpaare

BSA Bovine Serum Albumine

cAct Actin, alpha, cardiac muscle 1

CD Cluster of Differentiation

cDNA Complementary DNA

Coll2 Kollagen Il

CP Crossing Point

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleic acid

DNase Desoxyribonuklease

DPPA4 Developmental pluripotency associated 4
DTT 1, 4-Dithio-DL-threitol Solution

EPC Endotheliale Progenitorzelle(n)

FCS Fetal Calf Serum

FGF Fibroblast growth factor

g Schwerebeschleunigung

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
G-CSF Granulocyte colony-stimulating factor
GvHD Graft versus Host Disease

HGF Hepatocyte growth factor

HLA Human Leukocyte Antigen

HPLC High performance liquid Chromatography
HSC Hamatopoetische Stammzelle(n)

IDO 2,3-Dioxygenase

iPSC Induced pluripotent stem cell

ISCT International Society for Cellular Therapy
ITAD Insulin, Transferrin, Ascorbat, Dexamethason
LIF Leukemia inhibitory factor
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LPL Lipoproteinlipase

M Molar

M-CSF Macrophage colony-stimulating factor
MLC Myosin, light chain 3

MRNA Messenger Ribonucleinacid

MSC(s) Mesenchymale Stamzelle(n)

MSCA-1 Mesenchymal stem cell antigen-1
Oct-4 Octamer binding transcription factor 4
P Passage

PBS Phosphate Buffered Saline

PCR Polymerase Chain Reaction

PDGF Platelet Derived Growth Factor
PPAR-y Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
RNA Ribonucleic acid

RNase Ribonuklease

rpm rounds per minute

RT-PCR Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction
SDF Stromal Derived Factor

Sox2 sex determining region Y-box 2
SSEA Stage-Specific Embryonic Antigen
TGF-B Transforming growth factor beta

Tm Schmelzpunkt

Tropl Troponin | Type 3

VEGF Vascular endothelial growth factor
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