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Einleitung und Fragestellung 1

1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Myokardinfarkt und Ansatze der Zelltherapie

Laut der Weltgesundheitsorganisation sind die kardiovaskularen Erkrankungen
die haufigsten Todesursachen. Ungefahr 17,5 Millionen Menschen starben
2005 an kardiovaskularen Erkrankungen, dies war die Ursache von 30 % aller
Todesfalle. Circa 80% dieser kardiovaskularen Todesfalle traten in Landern mit
niedrigem oder mittlerem Einkommen auf. Wenn keine adaquaten Maf3nahmen
getroffen werden, werden 2015 voraussichtlich bis zu 20 Millionen Menschen
jahrlich an kardiovaskularen Ursachen versterben, hauptsachlich an Herzinfark-
ten und Schlaganfallen. Im Jahr 2004 war die Koronare Herzkrankheit die hau-
figste Todesursache (52%) unter den Menschen, die an kardiovaskularen Ursa-
chen starben und verursachte die htchsten direkten und indirekten Kosten in
den USA (Rosamond et al. 2008). In den letzten Jahrzehnten fihrte die
interventionelle und/oder die pharmakologische Therapie weder der akuten
Phase nach dem Myokardinfarkt noch der spaten Phase oder der Sekundéar-
prophylaxe zu einem Durchbruch im Patienten-outcome (Antman et al. 2008;
Cohen et al. 2007; Fitchett et al. 2004). Alle diese konventionellen therapeuti-
schen Strategien konnten nicht die Regeneration des infarzierten, nekrotischen
und schlussendlich narbig umgebauten Myokardgewebes erreichen. Beltrami et
al. wiederlegte 2001 das Dogma, dass das Herz ein postmitotisches Organ sei,
aber die klinische Realitat zeigt, dass die Proliferations- und Regenerationska-
pazitat der Kardiomyozyten nach einem Myokardinfarkt in situ limitiert ist. Ob-
wohl einige Studien Uber einen lokalen Vorlauferzellpool berichten (,multipotent
cardiac stem cells“), der mutmalflich in den endogenen Regenerationsprozess
des infarzierten Herzens involviert ist (Urbanek et al. 2005; Urbanek et al. 2006;
Bu et al. 2009) , fuhren die auf einen Myokardinfarkt folgenden lokalen Prozes-
se typischerweise nicht zu einer kompletten Regeneration des infarzierten Ge-
webes z.B. durch Proliferation der Kardiomyozyten oder ausreichende
Neovaskularisierung. Die narbige Reorganisation des geschadigten Myokards
scheint der beste Reparaturmechanismus zu sein, den die Evolution hervorge-

bracht hat. So impliziert der Remodeling- Prozess des post Infarkt Herzens un-
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erwiinschte Anderungen in der Ultrastruktur des Myokards auf der Genebene,
der zellularen Ebene und der extrazellularen Matrixebene (Casaclang- Verzosa
et al. 2008). Man kann also annehmen, dass die Transplantation von Zellen, die
sich in die geschadigte Zone (oder in die umliegenden Areale) einfigen und zu
der Bildung eines regenerativen Gewebes beitragen, das dem narbigen Herz-
gewebe uberlegen ist, ein grofl3er Schritt in der Therapie von Herzerkrankungen
sein wirde. Tatsachlich zeigen mehrere Tierstudien und einige klinische Studi-
en, dass die Applikation aus Knochenmark gewonnener mononuklearer Zellen
(Strauer et al. 2002; Hamano et al. 2001; Assmus et al. 2002 und 2006;
Schachinger et al. 2006), Myoblasten (Menasche et al. 2001), endothelialer
Vorlauferzellen (EPCs) (Ward et al. 2007) oder mesenchymaler Stammzellen
(MSCs) (Giordano et al. 2007) die Herzfunktion nach einer Myokardischamie
verbessern kann. Dank ihres Differenzierungspotentials und ihrer mdglichen
parakrinen Aktivitat zeigen MSCs ein interessantes therapeutisches Potential
zur kardialen Applikation, besonders bei der Myokardischamie. Zum jetzigen
Zeitpunkt ist der Mechanismus ihres positiven Effektes auf das Herzgewebe
jedoch unzureichend geklart. Einerseits verstehen wir nicht komplett die Biolo-
gie der MSCs, andererseits sind ihre Interaktionen mit der komplexen in vivo

Situation schwer zu untersuchen.
1.2 Mesenchymale Stammzellen

1.2.1 Stammzellendefinition

Die Entwicklung und Differenzierung der Stammzellen kann als ein hierarchi-
sches Modell von der primitivsten totipotenten Stammzelle bis hin zur differen-
zierten gewebespezifischen monopotenten Stammzelle beschrieben werden:
Diese Entwicklung beginnt mit der Zygote als totipotente Zelle, die sowohl die
Plazenta wie auch den Embryo bilden kann, und verlauft dann Uber die Stufe
der ersten Blastomere. Dass diese Blastomere bis zum 8-Zell-Stadium
totipotente Zellen sind, wird durch die Tatsache belegt, dass bei ihrer Teilung
zwei oder mehr unabhéngige Embryos (monozygote Zwillinge) entstehen kon-
nen (Tarkowski 1959). Als nachste Entwicklungsstufe wird die Morula, sprich

der Blastomer im 32-Zell-Stadium, angesehen. Hierbei handelt es sich um
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pluripotente Stammzellen (PSCs), da sie in der Lage sind, zu allen drei Keim-
blattern Zellen beizutragen, aber nicht die Fahigkeit besitzt den Trophoblasten
(mit dem Potential der Generierung eines vollstandigen Organismus) zu bilden.
Wahrend der Gastrulation entstehen die drei Keimblatter Ekto-, Meso- und
Endoderm und somit drei Arten multipotenter Stammzellen und auf diese fol-
gen als letzte Entwicklungsstufe die monopotenten Stammzellen, die spezi-
fisch fur ein Organ oder Gewebe sind. So entstehen aus multipotenten
mesodermalen Stammzellen unter anderem hamatopoetische Stammzellen und
monopotente Zellen des Skelettmuskels und des Herzens, aus multipotenten
endodermalen Stammzellen monopotente Zellen der Leber und des Pankreas
und aus multipotenten ektodermalen Stammzellen entstehen monopotente Ge-

hirnzellen, periphere Ganglien, Nerven und Hautgewebe.

1.2.2 Geschichte

Schon vor ca. 130 Jahren vermutete der deutsche Pathologe Conheim wohl als
Erster die Existenz einer Zellart, die heute unter anderem als mesenchymale
Stammzelle bekannt ist. Seine Arbeit brachte die Mdoglichkeit auf, dass das
Knochenmark die Quelle von Fibroblasten sein kénne, die fur die Wundheilung

Kollagenfasern bereit stellen (Prockop 1997).

Die Entdeckung der MSCs wird Alexander Friedenstein zugeschrieben. 1966
transplantierten Friedenstein et al. Knochenmarkzellen in ein geschlossenes
System, worauf sich Knochengewebe entwickelte, das nicht durch
hamatopoetische Zellen kolonisiert wurde. Drei Jahre zuvor zeigten Petrakova
et al., dass uber mehrere Wochen Knochengewebe gebildet wird, wenn man
Teile des Knochenmarks unter die Nierenkapsel von Mausen transplantiert.
Dieses Knochengewebe wurde aber von hamatopoetischen Zellen kolonisiert.
Um zu beweisen, dass sich im Knochenmark sowohl Populationen von
hamatopoetischen Vorlauferzellen wie auch osteogene Vorlauferzellen befin-
den, transplantierten Friedenstein et al. 1968 Knochenmarkzellen des elterli-
chen Mause Stammes unter die Nierenkapsel von F1 Hybriden (semi-gen-
identisch) des selben Stammes. Eine folgende Karyotyp-Analyse zeigte, dass

das gebildete Knochengewebe genetisch identisch mit dem elterlichen Stamm
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war, die hamatopoetischen Zellen, die in das Knochengewebe eingedrungen
waren, waren genetisch identisch mit Zellen des Wirtes. Als nachster Schritt
wurde das gebildete Knochengewebe zurlick in den elterlichen Stamm trans-
plantiert, wo es sich weiter vermehrte. Die hamatopoetischen Zellen dagegen
wurden abgestol3en. Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass osteogene
und hamatopoetische Zellen aus unterschiedlichen Vorlauferzellen im Kno-
chenmark abstammen. Dies wiederum postulierte die Existenz einer Zellart aus
der osteogene Zellen entstehen kdnnen, aber keine hamatopoetischen. In einer
weiteren Arbeit 1982 fanden Friedenstein et al. heraus, dass sich kultivierte
Bindegewebszellen in ihrer Grof3e, Morphologie und in ihrem Proliferationspo-
tential unterscheiden. Auch die Expression der alkalischen Phosphatase und
die Kapazitat zur osteogenen Differenzierung in vivo waren unterschiedlich. Da-
raufhin gelang es vielen Forschungsgruppen zu zeigen, dass Knochenmark-
Bindegewebszellen zu multi-linedren Differenzierung in vitro fahig sind
(Beresford et al. 1992; Umezawa et al. 1992; Dorheim et al. 1993; Dennis et al.

1999), was auch heute noch ein Kriterium zur Charakterisierung der MSCs ist.

1.2.3 Definition und Charakterisierung von mesenchymalen Stammzellen
Das zunehmende Interesse und die vielen verschiedenen Forschungsgruppen
die sich in den letzten zwei Jahrzehnten mit dem Thema MSCs beschéftigt ha-
ben, fuhrten zu Zweideutigkeiten und Widersprichen auf diesem Gebiet. Diese
rihren unter anderem daher, dass es keine standardisierte Isolationsmethode
der MSCs gibt und es so schwer fallt, die experimentellen Resultate zu verglei-
chen (Phinney und Prockop 2007). Das sieht man auch an den verschiedenen
Bezeichnungen, die es fur diese nicht- hamatopoetischen Zellen des adulten
Knochenmarkes gibt: Mesenchymale Stammzelle (MSC) (Peister et al. 2004;
Prockop et al. 1997), Multipotente adulte Progenitorzelle (MAPC) (Jiang et al.
2002) und Mark- isolierte adulte multiliniar- induzierbare Zelle (MIAMI)
(D’Ippolito et al. 2004). Die Abkirzung MSCs steht auler fir ,mesenchymale
Stammzelle(n)“ auch noch fur den Begriff ,Marrow Stromal Cells“. MSCs sind
definiert als multipotente Zellen die sich in mesenchymale und in nicht-
mesenchymale Linien differenzieren kénnen. Sie sind im Knochenmark lokali-

siert und interagieren dort mit h&matopoetischen Stammzellen (HSCs) (Cham-
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berlain et al. 2007; Baksh et al. 2005; Dorshkind et al. 1986; Johnson und
Dorshkind 1986). In der letztgenannten Arbeit steht die Abklrzung MSCs fur
den Begriff ,Mesenchymale Stammzelle(n)“, da diese nicht ausschlieRlich aus
Knochenmark isoliert werden kénnen sondern auch aus Gehirn, Milz, Leber,
Niere, Lunge, Thymus, Muskeln, Pankreas, Fettgewebe, Aorta, Vena cava,
kleinen GefaRen der Nierenglomeruli und Nabelschnurgeféal3en (da Silva et al.
2006; Kern et al. 2006) verschiedenster Spezies (Menschen, Ratten, Mause,

Katzen, Hunde, Hasen, Schweine, Paviane) (Javazon et al. 2004).

2005 wurde von Horwitz et al. die Bezeichnung ,multipotent mesenchymal
stromal cells* empfohlen. WeiterfuUhrend wurden 2006 von Dominici et al. Krite-

rien zur Charakterisierung und Definition dieser Zellen vorgestellt:
e MSCs mussen plastik- adharent sein

Die Plastik- Adharenz ist in der Literatur gut beschrieben und auch einzelne
Subpopulationen der MSCs die beschrieben wurden, weisen diese Eigenschaft
auf (Colter et al. 2000; Jiang et al. 2002).

e =95 9% der MSCs mussen CD 105, CD 73 und CD 90 exprimieren

CD 105 ist auch bekannt unter dem Namen Endoglin und ist ein Typ 1 Memb-
ran-Glykoprotein, das Teil des TGFB Rezeptorkomplex ist. CD 73 ist eine
5'Nukleotidase und CD 90 (Thy-1) kommt als membrangebundenes
Glykoprotein unter anderem auf der Oberflache von Fibroblasten und Nerven-

zellen vor.

e <2 % der MSCs sollen CD 45, CD 34, CD 14 oder CD 11b, CD 79a oder
CD 19 und HLA- DR Oberflachenmolekiile exprimieren

Hier wird die Nicht-Expression hdmatopoetischer Antigene als weiteres Kriteri-
um der MSC-Charakterisierung gesehen. CD 45 ist ein Pan-Leukozyten-
Marker, CD 34 markiert primitive hamatopoetische Progenitorzellen und
Endothelzellen, CD 14 und CD 11b werden auf Monozyten und Makrophagen
exprimiert und CD 79a und CD 19 sind Marker von B- Zellen.
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e MSCs miussen in vitro in Osteoblasten, Adipozten und Chondroblasten

zu differenzieren sein

Diese Fahigkeit zur drei-liniaren mesenchymalen Differenzierung als biologi-
sche Eigenschaft stellt die beste funktionelle Identifikationsmoglichkeit der
MSCs dar.

Die vorgeschlagene Palette an Antigenen schliel3t nicht aus, dass auch andere
Zellen als die MSCs in dieses Raster passen (Sabatini et al. 2005), aber diese
Einteilung nach dem Oberflachenphenotyp und den funktionellen Kriterien ist
die Beste nach heutigem Wissensstand. Diese Kriterien gelten fur humane
MSCs. Bei MSCs der Ratte ist die Antigen- Expression nicht gut charakterisiert
und die Vorgaben fir die humanen MSCs kann man nicht komplett auf die der
Ratte Ubertragen (Tropel et al. 2004). Bei MSCs der Ratte kann es z. B. zur Ex-
pression von CD 34 kommen, die bei humanen MSCs als Ausschlusskriterium
benutzt wird (Peister et al. 2004).

1.3 Das kardiomyogene Differenzierungpotential von MSCs

Verschiedene Forschungsgruppen konnten Ergebnisse beziglich der
kardiomyogenen Differenzierung mesenchymaler Stammzellen publizieren. Hier
zeigten sich viele unterschiedliche Ansatze. Im Folgenden werden exemplarisch

einige Arbeiten aufgezeigt.

1995 gelang Wakitani et al. die in vitro Differenzierung von adulten Ratten-
MSCs in myogene Zellen durch die Behandlung mit 5- Azazytidin und 5- Aza- 2-
Deoxyzytidin. 5- Azazytidin verursacht eine Hypomethylierung von Cytosin in
der DNA, die bei der Aktivierung phenotyp-spezifischer Gene eine Rolle spielen
konnte. Die Kulturen der Zellen, die 24 Stunden mit 5-Azazytidin oder mit 5-
Aza-2-Deoxyzytidin behandelt wurden, zeigten die multinukleare Morphologie
von Myotubuli, eine positive Farbung auf a-Myosin- Antikérper und die Fahigkeit

sich zu kontrahieren.

2004 beobachteten Xaymardan et al. eine induzierte Expression von PDGF in
in vitro Kulturen von Knochenmarkszellen der Ratte, in denen sich spontan

funktionale Kardiomyozyten gebildet hatten. In weiteren Versuchen zeigte sich,
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dass die zusatzliche Gabe von PDGF zu einem Medium mit FGF2 und VEGF
die Kinetik der myozytaren Entwicklung beschleunigt. FGF2 und VEGF alleine
bewirkten Aggregate von spontan schlagenden Zellen in Kulturen von Kno-
chenmarkzellen. Diese Zellen konnten aul3erdem positiv beztglich Troponin T
gefarbt werden und zeigten auf molekularer Ebene eine Expression von a- und
B-MHC sowie Connexin 43.

Ein weiterer Faktor der in der frihen Herzentwicklung der Maus eine Rolle spielt
und der eine kardiomyogene Differenzierung bewirken kann (Yuasa et al. 2005)
ist der BMP-Antagonist Noggin. Belegt wurde die kardiomyogene Differenzie-
rung in dieser Studie durch die Expression kardialer Transkriptionsfaktoren, wie
z.B. GATA 4 und MEF2c:

GATAA4 wird im adulten Vertebratenherz, im Dottersackendoderm und in Zellen,

die in der Herzformung involviert sind, exprimiert (Molkentin et al. 1997).

MEF2c wird bei Mausen in Herzvorlauferzellen vor der Bildung des linedren

Herzschlauches exprimiert.

Ein weiterer Transkriptionsfaktor ist das Sarkomerprotein MHC (Morkin 2000).
MHC mRNA wurde mit der mRNA der anderen oben genannten Transkriptions-
faktoren als Marker der kardiomyogenen Differenzierung in der Studie von
Kawai et al. 2004 herangezogen. In dieser Studie steigerten die Wachstumsfak-
toren FGF2 und BMP2 in vitro die kardiomyogene Differenzierung embryonaler
Stammzellen, wenn sie in den ersten drei Tagen der Kultur appliziert wurden.
Diese Zeit kbnnte mit den Embryo-Tagen (E) 4-6 korrespondieren, in denen
sich die drei Keimblatter formen. Embryonen die ein Defizit an BMP2 aufwie-
sen, starben zwischen E 7 und 10,5 (Zhang und Bradley 1996).

Ein weiteres Signalmolekil das in der Kardiomyogenese eine Rolle spielt, ist
BMP4, das, wie das oben erwahnte BMP2, aus der Familie der pB-
Wachstumsfaktoren stammt. Einer dieser beiden Faktoren ist nétig und auch
ausreichend, um die Transkription von Nkx2.5 und GATA4 zu induzieren
(Schultheiss et al. 1997, Monzen et al. 1999). In ihrer Studie an P19 Zellen

(murine embryonale Karzinomzellen, die die Féhigkeit besitzen, sich in Kultur in
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Zelltypen aller drei Keimblatter zu differenzieren (Skerjanc 1999)) fanden Jamali
et al. 2001 heraus, dass Nkx2.5 alleine die Kardiomyogenese in aggregierten
P19 Zellen induzieren konnte, nicht aber bei Zellen, die auf Monolayern gezlich-
tet wurden. Erst wenn man auf die Monolayer-Zellkulturen zusatzlich zu Nkx2.5
noch BMP4 dazu gab, zeigten sich Kardiomyozyten-Formationen. BMP4

scheint also in der Lage zu sein, die Funktion von Nkx2.5 zu aktivieren.

1.4 Kardiale Applikationen von MSCs

Der Myokardinfarkt fuhrt zum Verlust an Kardiomyozyten, gefolgt von einem
pathologischen linksventrikularen Remodeling und einer voranschreitenden
Herzinsuffizienz. Die Ziele der zellularen Kardiomyoplastie mussen also sein,
Kardiomyozyten zu ersetzen, eine Revaskularisierung zu induzieren und das
Remodeling zu verhindern. Dies wurde in verschiedenen Studien mit unter-

schiedlichen Ansatzen untersucht:

2005 transplantierten Dai et al. allogene MSCs in infarziertes Myokardgewebe.
Diese Zellen Gberlebten 6 Monate. Nach drei Monaten konnte in einer Untersu-
chung mit dem Konfokalmikroskop gezeigt werden, dass muskelspezifische
Marker exprimiert wurden. Schon ab der vierten Woche nach der Transplantati-
on verbesserte sich die linksventrikulare Funktion, nahm aber ab dem dritten
Monat wieder ab. Fur die Funktionsverbesserung konnten die muskelspezifi-
schen Marker also nicht ausschlaggebend sein, da sie zu dieser Zeit noch nicht
exprimiert wurden. Auch zeigte sich in dieser Studie keine Zunahme der Dicke
der Infarktnarbe. Die Ursache fir die Verbesserung der linksventrikularen Funk-
tion konnte in dieser Studie, wie auch in Studien mit transplantierten Knochen-
markzellen (Tomita et al. 1999) oder hamatopoetischen Stammzellen (Orlic et
al. 2001; Agbulut et al. 2004; Balsam et al. 2004) nicht abschlieRend geklart
werden. Insgesamt konnte aber gezeigt werden, dass man allogene MSCs in
Infarktgewebe transplantieren kann und sie nicht abgestoRen werden. Auch
intravends applizierte MSCs aus Knochenmark von Ratten kolonisieren im Ziel-
organ, dem infarzierten Myokard, wenn auch nur zur einem kleinen Anteil
(Strauer und Komowski 2003). Jiang et al. fanden 2005 heraus, dass nach die-

ser Applikationsform keine MSCs im gesunden Rattenherz zu finden sind. Dies
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fuhrte zu der Vermutung, dass die MSCs gezielt vom verwundeten Gewebe
,=angelockt” werden konnten. Dies wiederum konnte darauf beruhen, dass die
inflammatorische Reaktion nach einem Myokardinfarkt eine lokale Akkumulation
von Mastzellen hervorruft und so die Migration von MSCs initiiert
(Frangogiannis et al. 2002). Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass
nach einem Myokardinfarkt Zytokine wie FGF oder Hepatozyten growth factor
freigesetzt werden (Vandervelde et al. 2005), die auch zur Stammzell-
vermittelten Reparatur des Myokards beitragen kénnten. In einer Studie von
Tang et al. 2006, in der MSCs intramyokardial in Ratten nach einem Myokardin-
farkt appliziert wurden, erhohte sich bei den so behandelten Tieren das VEGF-
Expressionslevel und die Kapillardichte im Vergleich zur Kontrollgruppe, in der
keine MSCs appliziert wurden. AuRerdem zeigten sich eine kleinere Infarktaus-
dehnung und eine dickere linksventrikulare Wand. Die mit MSCs behandelte
Gruppe konnte also das Remodeling inhibieren, die Elastizitat bewahren, die
Herzfunktion verbessern und die Expression extrazellularer Matrix-Gene wie
Kollagen reduzieren (Xu et al. 2005). In einer Studie von Hou et al. 2007 dage-
gen zeigte sich nach der intramyokardialen Applikation von humanen, aus Ster-
num-Knochenmark von Patienten mit koronarer Herzkrankheit gewonnenen
MSCs in Ratten mit Myokardinfarkt eine Wandverdickung durch eine gesteiger-
te Synthese von Kollagen | und Il, aber auch eine Verbesserung der linksventri-

kularen Funktion.

Auch wenn die direkte Transplantation von Stammzellen in das Myokard die
therapeutische Periode zu verkiirzen scheint, bleibt dennoch unklar, ob die
transplantierten Zellen sich in die gewiinschten Kardiomyozyten/ endothelialen
Zellen differenzieren oder in andere Zelltypen wie Osteoblasten,
Chondroblasten oder Adipozyten. Ein Ansatz, eine ungewollte, nicht-
kardiomyogene Differenzierung der MSCs zu verhindern, ware die MSCs zu-
nachst in vitro zu differenzieren und dann eine ausreichende Menge dieser Zel-
len in das Myokard zu transplantieren. Hattan et al. behandelten 2005 MSCs
mit 5- Azazytidin bis einige dieser Zellen nach drei Wochen ein spindelférmiges
Aussehen zeigten und sich spontan kontrahierten. Diese Zellen wurden dann in

ein gesundes Mauseherz transplantiert und tberlebten dort mehr als drei Mona-
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te. In der gesamten Zeit traten keine Arrhythmien bei den Mausen auf. Tomita
et al. konnten schon 1999 zeigen, dass sich die Funktion des infarzierten Myo-
kards nach Applikation von mit 5-Azazytidin behandelten Knochenmarkzellen

verbesserte.

1.5 Die Gene kardiales a Actin und kardiales Troponin |

Troponin | bildet zusammen mit den weiteren Untereinheiten Troponin C und T
den regulatorischen Troponin-Komplex der quergestreiften Muskulatur fir die
kalzium-abhangige Interaktion zwischen den Aktin- und Myosinfilamenten. Im
Gegensatz zum Troponin C unterscheiden sich die kardialen Isoformen der
Troponine | und T in ihrer Aminosaurensequenz von denen der Skelettmuskel-
formen und lassen sich daher selektiv detektieren. Dies macht man sich auch in
der Diagnostik des Myokardinfarktes zu Nutze, indem man das Troponin | im
Blut bestimmt. Ist dieses erhoht, geht man von einem Untergang von

Kardiomyozyten aus, was z. B. durch einen Infarkt bedingt sein kann.

In der Muskelzelle bildet Myosin in Abwesenheit von ATP eine Bindung mit
Actin aus. ATP fuhrt nun zur L6sung dieser Bindung und die Spaltung von ATP
zu ADP und anorganischem Phosphat durch die ATPase-Aktivitat des
Myosinkopfes fuhrt daraufhin zu einer Konformationsanderung mit erneuter
Bindung des Myosinkopfes an eine benachbarte Actinuntereinheit. Die Freiset-
zung des anorganischen Phosphats verursacht eine Bewegung im Myosinkopf,
diese wird auf das Actinfilament tbertragen und fihrt so zu einer Verschiebung
des Actin gegentiber dem Myosin. Am Ende wird ADP freigesetzt, Myosin ist an
Actin gebunden und zu erneuter ATP-Aufnahme bereit (Loffler, Basiswissen
Biochemie). Auch hier existiert eine kardiomyogenspezifische Form des Aktins,
das kardiale a-Aktin. Mutationen in diesem Gen kdnnen z. B. die autosomal-
dominant vererbte Form der dilatativen Kardiomyopathie verursachen (Seidman
et al. 2001).

1.6 Ziele und Fragestellung dieser Arbeit
Das Ziel dieser Arbeit ist, den Effekt der unterschiedlichen in der Literatur be-
schriebenen Differenzierungsmedien auf das kardiomyogene Differenzierungs-

potential an den gleichen MSC Populationen zu testen, um diesen unter den
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gleichen Bedingungen vergleichen zu kdénnen. Aufgrund der zu erwartenden
Varianz der Differenzierungspotenz wird immer Bezug auf die gleiche Populati-
on und die gleiche Passage der undifferenzierten MSCs genommen. Als Ver-
gleichsparameter dient in dieser Arbeit die Expression der mRNA der

kardiomyogenspezifischen Gene Troponin | und kardiales Aktin.

Des Weiteren wird in dieser Arbeit auf die Frage eingegangen, wie weit das en-
dogene kardiale Differenzierungspotential der mesenchymalen Stammzellen
ausgepragt ist, das heil3t: exprimieren die MSCs auch ohne Behandlung mit
Induktoren kardiomyogene mRNA? Dieses Potential wird mit dem Differenzie-
rungspotential unter den verschiedenen Differenzierungsmedien verglichen, um
zu evaluieren, ob die aufwéndige und kostenspielige Methode der Differenzie-
rungsmedien einen Vorteil in Hinsicht auf die kardiomyogene Differenzierung

bewirken konnte.

Am Beispiel von zwei Differenzierungsmedien soll zudem noch untersucht wer-
den, ob sich das kardiomyogene Differenzierungspotential unklonierter MSCs

von dem klonierter MSCs unterscheidet.

Die Methodik, die in dieser Arbeit verwendet werden soll um die Expressionsun-
terschiede darzustellen, ist die Real time PCR mittels LightCycler-Technologie.
Hier ist das Ziel dieser Arbeit die Konzeption und Etablierung einer RT-PCR, die
exakt die Gene kardiales Aktin und Troponin | der Ratte amplifiziert. Dazu mus-
sen die Primer fur diese Gene gesucht und hergestellt werden und der genaue
PCR-Ablauf, u.a. bezuglich des Temperatur-Zeit-Profils auf diese Primer abge-

stimmt werden.
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2 Material und Methodik

2.1 Material

2.1.1 Gerate
Adapter UVette®

Brutschranke HERACcell
Gefrierschrank -20°C

Gefrierschrank -80°C UF85-300s

Gelkammer Power Pac 300
Inkubations- Wasserbad
Kuhlschrank +4°C

Light Cycler®
Mikroskop Axiovert 200
Pipetus akku

REAX Top Vortexer
Thermomixer compact
Ultrospect® 2000
Waage HF-4000
Zentrifuge Mikro 22R
Ziegra Eis Machine

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Cell Scraper

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Heraeus, Osterode, Deutschland
Liebherr, Biberach, Deutschland

Colora Messtechnik, Lorch, Deutsch-

land

Biorad, Hemel Hempstead, UK

GFL, Burgwedel, Deutschland

Kirsch, Bosch, Gerlingen, Deutschland
Roche, Basel, Schweiz

Zeiss, Jena, Deutschland

Hirschmann, Eberstadt, Deutschland
Heidolph, Schwabach, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Amersham pharmacia biotech

A&D, Ahrensburg, Deutschland
Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Ziegra, Isernhagen, Deutschland

Corning Inc., Schiphol- Rijk, Nieder-

lande
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Cryo.s. Einfrierrdhrchen

Cryo Freezing Container

Einweg Pinzetten

Falcon® BlueMax Lonical Tube

Multiwell-Platten

LightCycler® Capillaries
PCR-Tubes

Research Pipetten

Safe- Lock Tubes 1,5/2 ml

Safeseals Tips Premium

Stripette 5 /10/ 25/ 50ml

UVette®

Zellkulturflasche

2.1.3 Chemikalien

AccuMax
AccutaseTM

Alcianblau 8GX

Greiner bio-one, Kremsmiinster, Oster-

reich

Thermo Fisher Scientific, Roskilde,

Danemark

Megro GmbH+Co.KG, Wesel, Deutsch-

land

BD Biosciences, Heidelberg, Deutsch-

land

BD Biosciences, Heidelberg, Deutsch-

land

Roche, Basel, Schweiz

Roche, Basel, Schweiz

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutsch-

land

Corning Inc., Schiphol- Rijk, Nieder-

lande
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Corning Inc., Schiphol- Rijk, Niederlan-
de

PAA Laboratories, Colbe, Deutschland
PAA Laboratories, Colbe, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland
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Alkalische Phosphatase Kit

Alpha- MEM

Ascorbinséaure
5-Azacytidin
5-Aza-2-Deoxycytidin
Beta-Glycerolphosphat

BMP2

BMP4

Dexamethason

DMEM

DNA Molekular Weight Marker XIV

DTT

FCS

FGF2

Hematoxylin
Hydrocortison
Indomethacine

Insulin

Cambrex Bio Science, Verviers, Bel-
gien

Cambrex Bio Science, Verviers, Bel-

gien

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
ICN Biomedicals,

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

R&D Systems, Wiesbaden, Deutsch-
land

R&D Systems, Wiesbaden, Deutsch-
land

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Roche, Basel, Schweiz

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Cambrex Bio Science, Verviers, Belgi-

en

R&D Systems, Wiesbaden, Deutsch-
land

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
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Isobutylmethylxanthine
Isopropanol 60%

Isopropanol 99%

Light Cycler® Fast Start DNA
Master SYBR Green |

Mesench. Funkt. Diff. Kit

Noggin

Oligo-dT Primer
Olrotpulver
Omniscript® RT Kit

PBS

PDGF

Penicillin

Primer
QIAquick® PCR Purification Kit
RNeasy® Mini Kit

Streptomycin

TRIS Puffer

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Bio Whittaker, Verviers, Belgien

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Roche, Basel, Schweiz

R&D Systems, Wiesbaden, Deutsch-

land

R&D Systems, Wiesbaden, Deutsch-
land

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Cambrex Bio Science, Verviers, Bel-

gien

R&D Systems, Wiesbaden, Deutsch-
land

Cambrex Bio Science, Verviers, Bel-

gien

Metabion, Martinsried, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Cambrex Bio Science, Verviers, Bel-

gien

Universitatsapotheke Tubingen
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VEGF R&D Systems, Wiesbaden, Deutsch-
land

2.2 Methodik

2.2.1 Tiere

Vier gesunde, mannliche Sprague-Dawley-Ratten (Alter: 12 — 20 Wochen; Kor-
pergewicht : 420 — 530 g) wurden von der Arbeitsgruppe PD Dr. B. Brehm (Uni-
versitatsklinikum Tubingen, Klinik fir Kardiologie) im Rahmen eines Tierver-
suchsvorhabens (Genehmigungs-Nr. M1/03) in tiefer Narkose nach intraperito-
nealer Injektion mit Ketamin (100 mg/ kg Koérpergewicht) und Xylazin (5 mg/ kg
Kdrpergewicht) getttet und anschlielend freundlicherweise zur Knochenex-

plantation zur Verfigung gestellt.

2.2.2 lIsolation des Knochenmarks

Jeweils die Ober- und Unterschenkelknochen der Tiere wurden ohne Eréffnung
des Markraums explantiert sowie von Binde- und Muskelgewebe gereinigt. Un-
ter sterilen Bedingungen wurden nun die Epiphysen der gereinigten Ober- und
Unterschenkelknochen entfernt und das komplette Knochenmark mit PBS her-

aus gewaschen und in PBS gesammelt.

2.2.3 MSC Isolation, Kultivierung und Klonierung

Zunachst wurden die mononuklearen Zellen aus dem Knochenmark mittels der
Dichte-Gradienten Technik isoliert: 10 ml Knochenmark wurde in 10 ml PBS
resuspendiert, auf 20 ml Lymphoflot® gegeben und 20 Minuten bei 1000 g ohne
Bremse zentrifugiert. Die mononukleare Zellfraktion wurde optisch identifiziert
(milchig—weilRer Ring) und abpipettiert. Nach 2 Waschschritten mit PBS wurden
die mononuklearen Zellen in eine 75 cm? Zellkulturflasche berfiihrt und bei
37°C in wasserdampfgesattigter Atmosphare (5% CO,) in normalem Nahrmedi-
um inkubiert. Das normale Nahrmedium enthielt Desoxyribonukleotide,
Ribonukleotide, Ultra Glutamin 1 (a-MEM), 100 I. U./ ml Penicillin, 100 pg/ ml
Streptomycin und 10% FCS. Nach 24 Stunden wurden die nicht adharenten
Zellen verworfen und die adharenten Zellen weiter kultiviert (Passage 0). Das

Nahrmedium wurde alle drei Tage gewechselt. Wenn sich die Zellen
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subkonfluent (70% des Zellkulturflaschenbodens bewachsen) darstellten, wur-
den sie mit Accutase™ abgelOst, in einer Neubauer Zahlkammer gezahlt und
auf zwei neue Zellkulturflaschen in gleicher Zahl verteilt (Passage 1 und hdher).
Um die Zellen zu zahlen wurden 100 pl der Zellsuspension mit 100 pl
Accumax™ gemischt. Davon wurden wieder 100 pl abgezogen und in
Trypanblau in einer Neubauer Zahlkammer gezahlt und nach folgender Formel

die Zellzahl pro ml berechnet:
Zellzahl pro ml = Zellzahl/10 x 10°

Um die Zellen zu ernten, wurden sie ebenfalls mit 10 ml Accutase™ abgeldst,
abzentrifugiert, mit PBS gewaschen und standen dann fir weitere Untersu-
chungen bereit. Um eine mdglichst homogene MSC-Population zu gewinnen,
wurden die Zellen aus dem Knochenmark der Ratte kloniert (Einzel-Zell-
Klonierung). Hierzu wurden sie in so viel Nahrmedium suspendiert, dass eine
Losung mit 1 Zelle/ 200 ul entstand. Daraufhin wurden jeweils 200 pl dieser L6-
sung in jedes Well einer 96-Well-Platte pipettiert und kultiviert (Passage 1).
Nach vier Wochen konnten die einzelnen Klone in 6-Well-Platten (Passage 2)
und spater in 75 cm2 Zellkulturflaschen (Passage 3 und héher) Gberfiihrt wer-
den. Die Zellen, die aus dem Knochenmark der GFP- Ratte gewonnen wurden,
wurden nicht kloniert, das weitere Vorgehen der Zellkultur gestaltete sich iden-

tisch.

2.2.4 Adipogene und osteogene in vitro Differenzierung

Mit der adipogenen und osteogenen in vitro Differenzierung wurde das Diffe-
renzierungspotential der isolierten Zellen in zwei mesenchymale Linien tber-
pruft. Die Zellen wurden Uber 21 Tage mit bestimmten Differenzierungsmedien
behandelt und danach spezifisch angefarbt. Bei adipogen differenzierten Zellen
wurden mittels Olrot Lipide angefarbt, bei osteogen differenzierten Zellen wurde
die alkalische Phosphatase nachgewiesen. Als Kontrollproben wurden jeweils

nicht differenzierte MSCs angefarbt.

Das adipogene Medium (nach Ji et al. 2004) setzte sich zusammen aus DMEM
+ 20% FCS mit 1,0 uM Dexamethason, 0,5 mM Isobutylmethylxanthin, 0,2 mM
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Indomethacin und 0,01 mg/ ml Insulin. Fir die Farbung wurde das Medium ent-
fernt und die Zellen zwei Mal mit PBS gewaschen. Dann wurden 2 ml 10%-iges
Formalin hinzu gegeben, 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und danach
mit sterilem Wasser abgewaschen. Darauf folgte eine Inkubationszeit von zwei
Minuten mit 2 ml 60%-igem Isopropanol. Nach dieser Zeit wurde das
Isopropanol entfernt und 2 ml Olrot Gebrauchslésung (3 Teile Olrot Stammlo-
sung [300 mg Olrotpulver + 100 ml 99% Isopropanol] + 2 Teile destilliertes
Wasser) fur funf Minuten auf den Zellen belassen. Anschlieend konnten die
Zellen unter flieBendem Wasser gespult und mit Hematoxylin gegengeféarbt

werden.

Das osteogene Medium (nach Ji et al. 2004) enthielt normales Nahrmedium mit
10-8M Dexamethason, 0,2 mM Ascorbinsaure und 10 mM (- Glycerolphosphat.
Fur die Farbung der alkalischen Phosphatase wurde ein Kit der Firma Cambrex
Bio Science benitzt: Nachdem das Nahrmedium entfernt und die Zellen zwei
Mal mit PBS gewaschen wurden, wurde eine Minute 2 ml Citrat- Fixierungslo-
sung (12,5 ml Citratlosung + 32,5 ml Aceton + 4 ml 37% Formaldehyd) auf die
Zellen gegeben und diese danach fur 30 Minuten mit 2 ml Alkalifarbstoffge-
misch (0,5 ml Natriumnitrit + 0,5 ml FRV- Alkalilosung + 22,5 ml destilliertes
Wasser + 0,5 ml Naphtol AS-BI Alkalildsung) gefarbt. Anschlie3end konnten die
Zellen unter flieBendem Wasser gespult und mit Hematoxylin gegengeféarbt

werden.

MSCs sind, neben der in vitro Differenzierungspotenz, durch diverse Oberfla-
chenmarker definiert (Dominici et al. 2006). Die Evaluation des Oberflachenpro-

fils mittels Durchflusszytometrie erfolgte in einer gesonderten Arbeit.

2.2.5 Kardiomyogene Differenzierungsmedien

Als kardiomyogene Differenzierungsmedien wurden verschiedene in der Litera-
tur beschriebene Medien eingesetzt, die jeweils einen oder mehrere entschei-
dende Faktoren fir die Kardiogenese/ kardiomyogene Differenzierung
mesenchymaler Stammzellen beinhalten, die in der Einleitung dieser Arbeit

aufgezeigt wurden.
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Bei den unklonierten Zellen wurden neben dem normalen Nahrmedium alle im
folgenden aufgezéhlten Differenzierungsmedien benutzt, bei den klonierten Zel-
len wurden neben dem normalen Nahrmedium nur die Medien 5-Aza-2-

Deoxyzytidin und VEGF verwendet.

2.2.5.1 5- Azazytidin (Wakitani et al. 1995)
Die besten Ergebnisse der Differenzierung von adulten Ratten—MSCs in
myogene Zellen erzielten Wakitani et al., wenn die Zellen 24 Stunden mit einer
Konzentration von 10 pmol/ L 5- Azazytidin und 10 % FCS behandelt wurden.
Nach sieben Tagen zeigten sich lange multinukleare Zellen, deren Morphologie
derer von Ratten-Muskelzellen in Kultur glich. Die Zellen wiesen aul3erdem

spontane Kontraktionen und Kontraktionen nach Acetylcholin-Gabe auf.

Protokoll:

- Zu 490 ml Nahrmedium (475 ml a-MEM + 10 ml FCS + 5 ml Penicillin/ Strep-

tomycin) werden 10 ml 5- Azazytidin hinzugegeben

- das Differenzierungsmedium verbleibt 24 Stunden auf den Zellen (kein Medi-

enwechsel)

-Danach wird das Differenzierungsmedium abgewaschen und die Zellen wer-

den mit normalem Nahrmedium weiter kultiviert

2.2.5.2 5-Aza-2-Deoxyzytidin (Wakitani et al. 1995)
Mit 5-Aza-2-Deoxyzytidin erzielten Wakitani et al. die gleichen oder sogar bes-
sere Ergebnisse wie mit 5-Azazytidin, aber bei einer geringeren Konzentration
(nur 0,3 umol/ L).
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Protokoll:

- Zu 500 ml Nahrmedium (411 ml a-MEM + 50 ml FCS + 25 ml Pferdeserum +
5 ml Penicillin/ Streptomycin + 9,1 ml Hydrocortison) werden 342, 3 ul 5- Aza-
2 Deoxycytidin gegeben

- das Differenzierungsmedium verbleibt 24 Stunden auf den Zellen (kein Medi-

enwechsel)

-Danach wird das Differenzierungsmedium abgewaschen und die Zellen wer-

den mit normalem Nahrmedium weiter kultiviert

2.2.5.3 VEGF + FGF2 + PDGF (Xaymardan et al. 2004)

In den Studien von Xaymardan et al. mit BMCs von der Maus zeigten sich nach
zwei Wochen Aggregate von spontan schlagenden Zellen in den Kulturen, de-
ren Medium mit VEGF und FGF 2 angereichert war. Diese Zellen konnten posi-
tiv beztglich Troponin T gefarbt werden und wiesen in der RT-PCR eine Ex-
pression von a und B Myosin-heavy-chain und Connexin 43 auf. Die Zugaben
von PDGF-AB zu dem Medium verkurzte die Zeit bis zur a MHC Expression um
die Halfte. Als optimale Konzentrationen stellten sich 5 ng/ ml FGF 2, 10 ng/ mi
VEGF und 10 ng/ml PDGF- AB heraus.

Protokoll:

- Zu 500 ml Nahrmedium (IMDM + 10% FCS + 5 ml Penicillin/ Streptomycin)
werden 5 ug VEGF, 2,5 ug FGF2 und 5 pg PDGF gegeben

- Das Differenzierungsmedium verbleibt permanent auf den Zellen (Medien-

wechsel 2 x / Woche)

2.2.5.4 BMP4 (Jamali et al. 2001)
Der Transkriptionsfaktor Nkx2.5 reguliert die Transkription muskelspezifischer
Gene wahrend der Kardiomyogenese. In der Studie von Jamali et al. wurde ge-

zeigt, dass BMP4 in einer Kultur von P19 Zellen nicht nur die Transkription von
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Nkx2.5 und GATAA4 induzieren kann, sondern auch die Nkx2.5 Funktion aktivie-

ren kann.

Protokoll:

- Zu 100 ml normalem Nahrmedium (a-MEM + 10% FCS + 5 ml Penicillin/
Streptomycin) werden 10 ug BMP4 gegeben

- Das Differenzierungsmedium verbleibt fir 6 Tage auf den Zellen

-Danach wird das Differenzierungsmedium abgewaschen und die Zellen wer-

den mit normalem Nahrmedium weiter kultiviert

2.2.5.5 Noggin (Yuasa et al. 2005)
Yuasa et al. zeigten in ihrer Studie an ES der Maus, dass eine voriubergehende
Expression des BMP-Antagonisten Noggin in der frihen Phase der Herzent-
wicklung eines Mauseembryos eine kardiomyogene Differenzierung bewirkt. Als
optimale Konzentration fur eine kardiomyogene Differenzierung wurden 150 ng/
ml Noggin angegeben.

Protokoll:

- Zu 500 ml normalem Nahrmedium (a-MEM + 10% FCS + 5 ml Penicillin/
Streptomycin) werden 75 pug Noggin gegeben

- Das Differenzierungsmedium verbleibt fir 3 Tage auf den Zellen (kein Medi-

enwechsel)

- Danach wird das Differenzierungsmedium abgewaschen und die Zellen wer-

den mit normalem Nahrmedium weiter kultiviert

2.2.5.6 FGF2+BMP2 (Kawai et al. 2004)
Die Wachstumsfaktoren FGF2 und BMP2 steigerten in vitro die kardiomyogene
Differenzierung von ES der Maus, wenn sie in der optimalen Konzentration von

1 ng/ml FGF2 und 0,2 ng/ml BMP2 fir drei Tage eingesetzt wurden.
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Protokoll:

- Zu 500 ml normalem Nahrmedium (a-MEM + 10% FCS + 5 ml Penicillin/
Streptomycin) werden 0,5 pg FGF2 und 0,1 pg BMP2 gegeben

- Das Differenzierungsmedium verbleibt fur 3 Tage auf den Zellen (kein Medi-

enwechsel)

- Danach wird das Differenzierungsmedium abgewaschen und die Zellen wer-

den mit normalem Nahrmedium weiter kultiviert

2.2.6 RNA Isolierung und Quantifizierung der RNA

Bei der RNA-Isolierung wurden die Zellen zuerst durch eine Shredder-Saule
zerstort, so dass die RNA frei wurde. Diese wurde anschlieRend mittels Wasch-
schritten auf einer Mini Saule isoliert. Dabei bewirkt die Zugabe von Ethanol,
dass die RNA an die Mini Saule bindet. Die Zugabe von RNAse-freiem Wasser
fuhrt dazu, dass sich die RNA am Ende der Isolationsprozedur wieder von der
Saule abwaschen lasst. Zusatzlich wurde noch ein Verdau mittels DNAse
durchgefiihrt, um eventuelle minimale DNA-Kontaminationen zu entfernen. Des
Weiteren muss beim Arbeiten mit RNA bedacht werden, dass diese nicht so
stabil ist wie DNA. So muss genau darauf geachtet werden, dass ein RNAse-
freier Arbeitsplatz vorliegt und dass auch alle verwendeten Materialien RNAse-

frei sind, da dieses Enzym sonst die zu isolierende RNA zerstort.

Fur die RNA-Isolierung wurde das RNeasy® Mini Kit von Qiagen benutzt. Die-
ses enthélt: RLT- Puffer, Puffer RW1, RPE- Puffer und RNAse-freies Wasser.
Die genaue Zusammensetzung der einzelnen Puffer wird vom Hersteller
(Qiagen) nicht angegeben. RLT Puffer ist aber ein stark denaturierender Puffer,
der Guanidinisothiocyanat enthalt und RNAsen sofort inaktiviert. Flir den DNA
Verdau werden noch DNAse Stammldsung und RDD Puffer bengtigt. Auch hier

war die genaue Zusammensetzung nicht angegeben.
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Protokoll:
- Zellen in RLT Puffer + DTT lysieren und ggf. bei -70°C einfrieren
- eingefrorenes Lysat fur 15-20 Minuten im Wasserbad bei 37°C auftauen

- Lysat in Shredder-Saule pipettieren und 2 Minuten bei 14000 rpm zentrifugie-

ren
- Saule verwerfen, Unterstand mit 1 Volumen 70% -igen Ethanol mischen
- daraus bis zu 700 pl auf Mini-Saule pipettieren, Rest aufbewahren

- Saule 15 Sekunden bei 11000 rpm zentrifugieren

- Durchfluss verwerfen, aufbewahrten Rest auf Saule geben

- erneut 15 Sekunden bei 11000 rpm zentrifugieren

- Unterstand verwerfen, neues Auffangrohrchen benutzen

- 350 pl Puffer PW1 auf Saule geben, 15 Sekunden bei 11000 rpm zentrifugie-

ren
- Unterstand verwerfen
- 10 pl DNAse Stocksolution + 70 pul RDD- Puffer in extra tube mischen

- 80 pl dieser Losung direkt auf die Sdulenmembran pipettieren, 15 Minuten bei

Raumtemperatur stehen lassen

- danach 350 ul RW1 Puffer auf die Saule geben und 15 Sekunden bei 11000

rpm zentrifugieren
- neues Auffangrohrchen benutzen

- 500 ul RPE-Puffer hinzugeben und 15 Sekunden bei 11000 rpm zentrifugie-

ren

- Unterstand verwerfen
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- erneut 500 pul RPE-Puffer hinzugeben und diesmal 2 Minuten bei 14000 rpm

zentrifugieren

- Saule auf neues Auffangréhrchen setzten und durch 2-minutiges Zentrifugie-

ren bei 14000 rpm Silicamembran trocknen

- Mini-Séaule auf Eppendorf-Rohrchen setzten und 50 pl RNAse freies Wasser

direkt auf Membran pipettieren

- 2 Minuten bei Raumtemperatur stehen lassen, dann 1 Minute bei 14000 rpm

zentrifugieren

-Unterstand erneut auf Membran geben, 2 Minuten inkubieren und 2 Minuten

bei 14000 rpm zentrifugieren

Nach der Isolierung wurde die RNA photometrisch in TRIS Puffer vermessen
und die Gesamt-RNA in der Probe bestimmt. Hierbei wurde darauf geachtet,
dass die Reinheit der Probe gewéhrleistet war. Daraus konnte wie folgt berech-
net werden, wie viel ul der Probe in der reversen Transkription eingesetzt wer-

den musste, um jeweils einen Ausgangswert von 1 pg RNA zu erhalten:

44(TRIS)x17,5(Verdiinnungsfaktor) xAbsorption
pg/ ul RNA = 1000

2.2.7 Synthese und Aufreinigung der cDNA

Um aus der isolierten RNA cDNA herzustellen, wurde das Omniscript® RT Kit
benutzt. In diesem Kit ist das Enzym Reverse Transkriptase enthalten, das
einzelstrangige RNA in die dazu komplementare doppelstrangige DNA um-
schreiben kann. Das Kit enthalt des Weiteren einen dNTP Mix, RNase-freies
Wasser und RT-Puffer. Zur Initiation musste ein Oligo dT Primer zugeben wer-
den, der komplementar zum Poly(A)-Schwanz am 3 -Ende der mRNA ist, so
dass nur diese RNA in DNA umgeschrieben wird. Nach einer Inkubationszeit
von 60 Minuten bei 37°C war die reverse Transkription beendet.
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Protokoll:

RT-Puffer 2 pl
dNTP Mix 2ul
Oligo-dT Primer 1l
Omniskript Reverse Transkriptase 1l
Rnase freies Wasser variabel
RNA variabel

Die Menge an Rnase freiem Wasser und RNA wurde so gewahlt, dass nach
obiger Berechnung 1 pg RNA eingesetzt wurde und diese beiden Bestandteile
eine Menge von 14 pul ergaben, so dass insgesamt jeder Reaktionsansatz 20 pl
entsprach. Die einstiindige Inkubation bei 37°C erfolgte in einem Thermomixer.

Um die so hergestellte cDNA aufzureinigen, wurde das PCR Purification Kit von
Qiagen benutzt. Durch dieses Kit kénnen Fragmente zwischen 100 bp und 10
kb von Primern, Nukleotiden, Salzen und Polymerasen gereinigt werden. Es
enthalt die Puffer PB und PE, deren genaue Zusammensetzung von Qiagen

nicht angegeben wird.

Protokoll:
- Puffer PE mit Ethanol (96-100%) auffillen
- 5 Einheiten Puffer PB zu einer Einheit der Probe hinzugeben und mischen

- Dieses nun auf eine QIAquick-Saule geben und 30-60 Sekunden bei 13000

rpm zentrifugieren

- Durchfluss verwerfen und S&ule 1 Minute bei maximaler Geschwindigkeit

zentrifugieren
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- Um die DNA zu eluieren, 50 pl Wasser auf die QIAquick-Membran geben und

fur eine Minute bei 13000 rpm zentrifugieren

Die Effizienz der Eluierung hangt vom ph-Wert ab. Die beste Eluierung erhalt

man bei einem ph- Wert zwischen 7,0 und 8,5.

2.2.8 Real time PCR mittels LightCycler

Die real time PCR beruht auf dem Prinzip der herkémmlichen Polymerase-
Kettenreaktion, in der in etwa 30 bis 40 Zyklen die DNA in vitro vervielfaltigt
werden kann. Diese Zyklen sind nochmals unterteilt in drei Schritte: Der erste
Schritt ist die Denaturierung, bei der die doppelstrangige DNA auf 94-96°C er-
hitzt wird und somit in zwei Einzelstrange gespalten wird, da die Wasserstoff-
briickenbindungen zwischen den beiden Strangen solch hohen Temperaturen
nicht stand halten konnen. Der zweite Schritt besteht aus der
Primerhybridiserung, wobei hier die Temperatur, bei welcher sich die Primer an
die nun einzelstrangige DNA anlagern, von den jeweiligen Primern abhangt.
Meistens liegt sie 2-3°C unteren deren Schmelzpunkt. Ist die Temperatur zu
hoch, lagern sich die Primer nicht an, ist sie zu niedrig, kdnnen sie sich an fal-
sche Stellen anlagern. Im dritten und letzten Schritt beginnt die DNA-
Polymerase am 3 -Ende des Primers mit der Elongation. Das Temperaturopti-
mum dieses Enzymes liegt bei 72°C. So hat sich die DNA-Menge verdoppelt.
Da hierdurch mehr Ausgangsmaterial fir den nachsten Zyklus zur Verfigung
steht, findet in der PCR ein exponentieller Anstieg der Menge der Ziel-DNA

statt.

Die real time PCR bietet zusatzlich noch die Moglichkeit der DNA-
Quantifizierung, da wéhrend jedem Zyklus eine Fluoreszensmessung stattfin-
det. Hierzu wurde der interkalierende Farbstoff SYBR Green | eingesetzt, des-
sen Fluorenszenz-Emission ansteigt, indem er an doppelstrangige DNA bindet.
So korreliert die Zunahme der Ziel-DNA mit der Zunahme der Fluoreszenz. Als
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Malf3 fur die Quantifizierung der Ausgangsmenge der Ziel-DNA werden die CP
(Crossing Point) (Abb. 1) Werte benutzt.

% LightCycler, Data Analysis (Annika) - [Quantification: r¥_Tropl2_31.8.06; F1; Denaturation seg 3]
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Abb. 1: Darstellung der CPs mittels LightCycler Software

Diese geben die Anzahl der PCR-Zyklen wieder, die fur ein konstant definiertes
Fluoreszenzniveau nétig sind. An diesem Punkt befindet sich also in jeder Pro-
be die gleiche Menge neu amplifizierter DNA und wenn man davon ausgeht,
dass sich bei jedem Zyklus der PCR die Produktmenge verdoppelt, entspricht
ein um eine Einheit hoherer CP der halben Menge an urspriinglich eingesetzter
cDNA. Durch die Schmelzkurvenanalyse (Abb. 2) am Ende der real time PCR
kann die Fragmentlange der vervielfaltigten DNA bestimmt werden. Hierzu wird
in kleinen Schritten die Temperatur immer weiter erhoht, bis die DNA in ihre
Einzelstrange zerféllt. Da hierbei auch der Farbstoff (SYBR Green |) freigesetzt
wird, fallt die Fluoreszenz schlagartig ab. So kann zwischen dem spezifischen

Produkt und eventuell gebildeten Primer-Dimeren unterschieden werden, da
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diese instabiler sind und der Doppelstrang sich bei einer niedrigeren Tempera-

tur wahrend der Schmelzkurvenanalyse trennt.

% LightCycler, Data Analysis (Annika) - [Melting Curves: r¥_Tropl2_31.8.06; F1; Melting curve seg 3]
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Abb. 2: Darstellung der Schmelzkurvenanalyse mittels LightCycler Software

Nach intensiven Vorversuchen wurden fir die verschiedenen Primer (siehe un-

ten) folgende optimale Temperatur-Zeit-Profile etabliert:

Pra-Inkubation:
Bei Primer GAPDH 95°C fur 10 Minuten

Bei Primer Troponin | und a-kardiales Aktin 95°C fur 9 Minuten
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Amplifizierung in 41 Zyklen:
Denaturierung
Primerhybridisierung

Elongation

Schmelzkurvenanalyse

Abkuhlung

95°C flr 10 Sekunden

59°C fur 5 Sekunden

72°C fur 15 Sekunden

50°C-99°C bei 0,1°C/sec

40°C fir 30 Sekunden

Fur die real time PCR mittels LightCycler wurde das Fast Start DNA Master

SYBR Green | Kit von Roche eingesetzt. Durch verschiedene Vorversuche

wurde folgendes optimales Pipettierschema etabliert:

Komponente Volumen
Wasser 11,6 pl
MgClI2 2,4 ul
Primer 2,0 ul
Enzym Mastermix 2,0 ul
cDNA 2,0 ul

finale Konzentration

4 mM

jeweils 0,5 uM

Es wurden fiir jede Probe Doppelbestimmungen durchgefuhrt, um die Genauig-

keit der Ergebnisse sicherzustellen.

AulR3erdem wurde in jedem PCR-Lauf eine Positiv-Kontrolle mit geprift. Diese

Positiv-Kontrolle bestand aus kommerziell erworbener Rattenherz-RNA der
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Firma Stratagene. Die Synthese und Aufreinigung der cDNA gestaltete sich
identisch wie bei den anderen Proben.

Um die Effizienz der PCR zu bestimmen, verdinnten wir eine cDNA Probe der
Positiv-Kontrolle in 2er Potenzen von 1:2 bis 1;: 200000 mit H,O und erstellten

damit jeweils eine Regressionsgerade fir jeden Primer (Rassmussen 2001).

Hierbei wird die eingesetzte Menge an cDNA in einer logarithmischen Funktion
gegen die Zyklenzahl dem CP dargestellt (Abb. 3).

% LightCycler Data Analysis (Annika) - [Quantification: Regressionsgerade_gapdh_1; F1; Denaturation seg 3]
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Abb. 3: Darstellung der Regressionsgeraden mittels LightCycler Software

Aus der Steigung dieser Geraden kann man die Effizienz E folgendermal3en

berechnen:
E =10 (-1/Steigung)
2.29 Primer

Die mRNA-codierenden Sequenzen wurden Uber ,PubMed“(U.S. National Li-
brary of Medicine and the National Institutes of Health, U.S.A.) online recher-
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chiert (rat GAPDH: NM 17008; rat Troponin I: NM 017144; Rat Alpha-cardiac
actin: XM 215801). Die entsprechenden Primersequenzen wurden anschlie-
Bend online Gber ,Primer3“ (Whitehead Institute for Biomedical Research,
Cambridge, Massachusetts, U.S.A.) unter Verwendung einer ,mispriming libra-
ry“ ausgesucht. Anschliefend wurden die Primer bei der Firma Metabion (D-
82152 Martinsried) synthetisiert. Die Primer wurden HPLC-aufgereinigt und

lyophilisiert ausgeliefert.

Die Primer wiesen folgende Spezifikationen auf:

GAPDH:

5-GGC ATT GCT CTC AAT GAC AA-3° Tm: 55,3°C
5-TGT GAG GGA GAT GCT CAG TG-3° Tm: 59,4°C
Die Lange des Gens GAPDH betragt 223 bp.
Alpha-cardiac-actin:

5-CAC GGC ATT ATC ACC AAC TG-3 Tm: 57,3°C
5-AAC AAT GCC TGT GGT TCT CC-3° Tm: 57,3°C

Das Gen, das durch diese Primer kodiert wird, hat eine Lange von 240 bp.

Troponin I:
5-ACG TGG AAG CAA AAG TCACC-3° Tm: 59,4°C
5-CCT CCT TCT TCA CCT GCT TG-3° Tm: 57,3°C

Die Lange von Troponin | betragt 201 bp.

2.2.10 Relative Quantifizierung mittels AACP Methode

Bei der relativen Quantifizierung wird nicht die absolute Startmenge an DNA
bestimmt, sondern es wird die Expression des Zielgens auf ein house keeping
Gen bezogen. Als house keeping Gen wurde GAPDH gewahlt. Somit wurden z.
B. unterschiedliche RNA-Extraktionseffizienzen oder Fehler bei der reversen

Transkription ausgeglichen, da sie gleichermal3en beide Proben betreffen und
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sich in den weiteren Berechnungen aufheben (Normalisierung der Expressions-
ergebnisse)(Rassmussen 2001). In einem weiteren Schritt wird die relative Ex-
pression des Zielgens der behandelten Proben auf eine Kontrolle von nicht be-
handelten Proben bezogen. Hier also die MSCs, die mit kardiomyogenen Diffe-
renzierungsmedien behandelt wurden und als Kontrolle MSCs, die nur norma-
les Nahrmedium erhalten hatten. Die genaue Berechnung stellt sich wie folgt

dar:

Im ersten Schritt wird der CP-Wert des house keeping Gens, also des Refe-
renzgens, von dem CP-Wert des Zielgens subtrahiert. Das Ergebnis wird als

ACP angegeben:
ACP = CP Zielgen — CP Referenzgen

Danach wird dieser ACP Wert der Kontrollen von dem der experimentell be-
handelten Proben subtrahiert. Man erhalt den AACP Wert:

AACP = ACP Behandlung — ACP Kontrolle

Um den relativen Expressionsunterschied zwischen der experimentell behan-
delten Probe und der Kontrollprobe, normalisiert zum Referenzgen, zu erhalten,
muss die Ratio berechnet werden (Livak und Schmittgen 2001):

Ratio = 2"24CP

Bei dieser Art der Berechnung geht man von einer Verdopplung der DNA Men-
ge in jedem Zyklus aus, also von einer optimalen Effizienz. Dies entspricht aber
nicht der Praxis. Deswegen berechneten wir wie oben beschrieben die Effizienz
der jeweiligen PCR und verwendeten das effizienz-korrigierte relative Quantifi-

zierungsmodell (Pfaffl 2001) um die Induktion (Ratio) zu berechnen:

(E zielgen) "ACPZielgen (Kontrolle—Behandlung)

Ratio = — — - — - - -
LE Refrenzgen) "ACPReferenzgen (Kontrolle—Behandlung)

Das Ergebnis dieser Berechnung sagt aus, ob das Zielgen unter der Behand-
lung um einen Faktor x hoch (Ratio >1) oder runter (Ratio <1) reguliert wird,

immer im Verhaltnis zur Kontrollgruppe, die nicht behandelt wurde.
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Das endogene Differenzierungspotential der nicht behandelten MSCs kann man
berechnen, indem man die relative Expression berechnet. Diese gibt an, wie
viel von einem bestimmten Zielgen im Verhéltnis zum Referenzgen

(Houskeeping-Gen) innerhalb der Selben Probe vorliegt:

Expression =2 —(CP Zielgen-CP Referenzgen)

Das Ergebnis gibt die Expression des Zielgenes in Vielfachen, bzw. Bruchteilen

der Referenzgen-Expression an.

2.2.11 DNA-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mit der DNA-Gelelektrophorese kann man Nukleinsédurestrange nach ihrer Gro-
3e auftrennen. Diese Methode funktioniert wie ein Sieb, indem ein elektrisches
Feld verwendet wird, das die negativ geladenen Nukleinsdurestrange durch das
Gel wandern lasst. Dabei kénnen kleinere Molekile schneller durch die Poren
des Gels wandern und befinden sich am Schluss der Elektrophorese néher an
der Anode auf dem Gel als grof3e Molekile. Die Grol3e der Poren héngt von der
Acrylamidkonzentration und dem Vernetzungsgrad ab, im Durchschnitt betragt

sie 3-6 nm.

Nach der Nukleinsaurenamplifikation mittels PCR wurden die dadurch erhalte-
nen Produkte auf ein 8 %-iges Polyacrylamidgel aufgebracht und fir 2 Stunden
einer Spannung von 120 V ausgesetzt. AnschlieRend wurde das Gel mit
Ethidiumbromid behandelt und unter UV-Licht fotografiert. Ethidiumbromid
interkaliert in Nukleinséduren. Durch diese Interkalation nimmt die Intensitat der
Fluoreszenz-Emission zu und die einzelnen Banden werden unter UV-Licht
sichtbar. Durch eine zusatzlich aufgetragene bp-Leiter (DNA Molecular Weight
Marker XIV 100-1500 bp), konnte die Lange des PCR-Produktes in

Basenpaaren bestimmt und mit der erwarteten bp-Lange verglichen werden.

2.2.12 Sequenzierung
Um die Spezifitdt der PCR-Produkte zu sichern, wurde eine Sequenzierung die-

ser Produkte bei der Firma 4base lab in Reutlingen durchgefiihrt
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Hierzu sendeten wir jeweils 10 pl der Primer fur Troponin | und kardiales Aktin
(forward und reverse) und jeweils 10 ul der unaufgereinigten PCR- Produkte
ein. Die daraufhin erhaltenen Nucleotid Sequenzen wurden in den Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) eingegeben, um diese mit der Datenbank ab-

zugleichen.
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3 Ergebnisse

3.1 Kultivierung und Klonierung der MSCs

3.1.1 Wachstum der unklonierten MSCs

Bei den unklonierten MSCs zeigte sich ein sehr heterogenes Wachstumsbild
der mit verschiedenen Differenzierungsmedien behandelten Zellen. Daraus re-
sultierten die unterschiedlichen Zellzahlen, die fir die Untersuchungen zur Ver-
figung standen und in folgender Abbildung (Abb. 4) aufgefuhrt sind. Die Zell-
zahlen wurden, wie im Kapitel Material und Methodik beschrieben, bei Subkonf-

luenz erstellt.

Zellzahl x 107
10

9

: A
7 /\ o
/ N\

== Aza
6 == Deoxy-Aza
5 / \ e \/EGF

/ \ et FGF 2 +BMIP2
) / N —e—BMPe
3 / \ y Noggin
2 =
1 %ﬁ%

P3 P4 P5

P2

Abb. 4:Gewonnene Zellzahlen der unklonierten MSCs unter den verschiedenen
Medien nach Passagen geordnet (Zellzahl x 10)

Das Wachstumsverhalten der unklonierten, undifferenzierten MSCs zeigte, im
Gegensatz zu den unklonierten MSCs, die mit Differenzierungsmedien behan-

delt wurden, eine Zunahme in den Passagen P3 und P4. Zwischen den unter-
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schiedlichen Differenzierungsmedien waren keine wesentlichen Unterscheide

Zu verzeichnen.

3.1.2 Wachstum der klonierten MSCs

Nach der Klonierung der MSCs zeigte sich nach den ersten Passagen das bes-
te Wachstum bei Klon Nr. 6, so dass wir diesen fir die weiteren Untersuchun-
gen auswahlten. Initial wurde bei diesem Klon Passage 3 und 5 untersucht, ab
Passage 8 wurden Zellen jeder Passage untersucht, ab Passage 13 fiel das
Wachstum ab und wir beendeten die Untersuchungen. Die genauen Zahlen der

jeweils gewonnen Zellen sind in der folgenden Abbildung (Abb. 5) aufgefihrt.

Zellzahl x 107

4,5
4 \

3,5
3

2,5 == MS5C

== Deoxy-Aza

2 VEGF

} AR YZ A\
L7 SN

P3 P5 P8 P9 P10 P11 P12 P13

Abb. 5: Gewonnene Zellzahlen der klonierten MSCs unter den verschiedenen

Medien nach Passagen geordnet (Zellzahl x 10)

Das Wachstumsverhalten der klonierten MSCs zeigte ein relativ homogenes
Bild. Es zeigte sich sowohl bei den undifferenzierten MSCs, als auch bei den
mit Differenzierungsmedien behandelten MSCs eine deutliche Zunahme des

Wachstums bei Passage P9 und eine geringere Zunahme bei Passage P12.
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Bei Passage P9 konnte die grof3te Zellzahl unter dem Differenzierungmedium
VEGEF festgestellt werden, bei Passage P12 bei den unbehandelten MSCs.

Unter dem Differenzierungsmedium VEGF konnten bei Passage 5 zu wenige
Zellen (0,01 x 10”) gewonnen werden, so dass eine Untersuchung nicht méglich

war.

3.2 Nicht-kardiomyogene Differenzierung der MSCs

Nach einer Behandlungsdauer von 21 Tagen mit adipogenem Medium zeigte
die Farbung mit Olrot sowohl der klonierten als auch der unklonierten MSCs
eine adipogene Differenzierung, die sich in roten Tropfen &uferte, die Lipid-

Vakuolen reprasentieren (Abb. 6).

Abb. 6: Adipogen differenzierte MSCs linkes Bild und negativ Kontrolle rechtes
Bild

Nach der Behandlung der unklonierten und der klonierten MSCs fur 21 Tage mit
osteogenem Medium konnte die von den osteogen differenzierten MSCs syn-
thetisierte Alkalische Phosphatase pink-violett angefarbt werden (Abb. 7). Auch
die Zellkerne erscheinen hell pink, allerdings ist dies ist bei stark positiven Zel-
len oft nicht direkt sichtbar, da die komplette Zelle pink-violett erscheint. Bei der
negativ Kontrolle erscheinen die Zellkerne blau aufgrund der Gegenfarbung

mittels Hematoxylin.
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Abb. 7: Osteogen differenzierte MSCs linkes Bild und negativ Kontrolle rechtes
Bild

Die Kontrollproben mit nicht differenzierten MSCs wiesen keine der oben ge-

nannten charakteristischen Farbungen auf.

Die Evaluation des Oberflachenprofils der MSCs mittels Durchflusszytometrie
erfolgte in einer gesonderten Arbeit.

3.3 RNA-Isolation

Die berechneten Gesamt- RNA- Werte pro Probe variierten sowohl bei den klo-
nierten als auch bei den unklonierten Zellen. In Passage 5 VEGF der klonierten
MSCs waren zu wenige Zellen vorhanden, um eine Messung durchzufihren.
Die genauen Werte sind in den folgenden Tabellen (Tabellen 1 und 2) aufge-
fuhrt.
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Passage 2 Passage 3 Passage 4 Passage 5

MSCs, undif-

erenziert 0,38 1,96 0,37 0,65

Aza 0,37 0,17 0,36 0,27
Deoxy-Aza 0,82 0,65 0,37 0,34
VEGF 0,69 0,14 0,36 0,24
FGF2+BMP2 | 0,28 0,82 0,71 1,04
BMP4 0,26 0,47 0,5 0,27
Noggin 0,25 0,56 0,39 0,49

Tabelle 1: Gesamt-RNA der jeweiligen Proben der unklonierten MSCs unter

den verschiedenen Medien nach Passagen geordnet (RNA-Menge in pg/ul)

MSCs,  undiffe-

enziert Deoxy-Aza VEGF
Passage 3 0,42 1,46 0,47
Passage 5 0,72 1,28 0
Passage 8 1,63 1,98 2,13
Passage 9 1,22 0,56 1,23
Passage 10 1,91 2,23 1,92
Passage 11 1,9 2,09 1,86
Passage 12 0,37 1,22 1,82
Passage 13 2,4 1,84 15

Tabelle 2: Gesamt-RNA der jeweiligen Proben der klonierten MSCs unter den

verschiedenen Medien nach Passagen geordnet (RNA-Menge in pg/ul)
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Wie in den Tabellen dargestellt, zeigte sich ein heterogenes Bild beziglich der
Gesamt-RNA der jeweiligen Proben sowohl bei den unklonierten, als auch bei
den klonierten MSCs. Die jeweils hochsten Werte konnten bei den undifferen-
zierten MSCs verzeichnet werden. Bei den unklonierten MSCs war dies der Fall

bei Passage 3 (1,96 pg/ul), bei den klonierten MSCs bei Passagel3 (2,4 pg/ul).

3.4 Kardiomyogene Differenzierung der MSCs

3.4.1 PCR Effizienz

Bei der Berechnung der PCR-Effizienz mit Hilfe der Regressionsgeraden zeigte
sich eine Effizienz von 1,9 bei der PCR mit dem Primer fir das Gen GAPDH
und jeweils eine Effizienz von 1,8 fur die Primer der Gene Troponin | und kar-
diales Aktin.

3.4.2 DNA-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

In der DNA-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aller PCR-Produkte, bei denen
GAPDH amplifiziert wurde, zeigte sich eine Bande an der erwarteten Stelle.
Das Gen GAPDH hat eine Groéf3e von 223 bp.

Sowohl die PCR Produkte bei denen Troponin | (201 bp) amplifiziert wurde, als
auch die PCR Produkte, bei denen kardiales Aktin (240 bp) amplifiziert wurde,
zeigten eine spezifische Bande an der erwarteten Stelle.

Die jeweiligen Positiv-Kontrollen zeigten ein identisches Bandenmuster wie die
Proben. Die Negativ-Kontrollen wiesen keine Banden in der Gelelektrophorese

auf.

Der DNA-Langenstandard der benutzt wurde, weist die erste Bande bei 100bp
auf, die weiteren Banden folgen in Abstdnden von jeweils 100bp. Die letzte
Bande liegt bei 1500bp.

Die Ergebnisse sind in den folgenden Abbildungen (Abb. 8 und 9,10) exempla-

risch gezeigt.
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Kardiales Aktin, klonierte MSCs

Abb. 8: Bandenmuster der PCR Produkte der klonierten MSCs, sowie der posi-
tiv und negativ Kontrolle, bei denen kardiales Aktin amplifiziert wurde

Kardiales Aktin, unklonierte MSCs

Abb. 9: Bandenmuster der PCR Produkte der unklonierten MSCs, sowie der

positiv und negativ Kontrolle, bei denen kardiales Aktin amplifiziert wurde
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Abb. 10: Bandenmuster der PCR Produkte der unklonierten MSCs, sowie der

positiv und negativ Kontrolle, bei denen Troponin I/ Gapdh amplifiziert wurde

3.4.3 Sequenzierung

Wir erhielten von der Firma 4base lab in Reutlingen die Nucleotid-Sequenzen
fur die Gene Troponin | und kardiales Aktin unserer PCR-Produkte. Diese sind
in Tabelle 5 aufgefuhrt. Diese Sequenzen wurde in den Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) eingegeben und fiihrten bei Troponin | zu einer 99%
Ubereinstimmung mit Rattus norvegicus Troponin | mRNA. Bei kardialem Aktin
fand sich eine 100% Ubereinstimmung mit Rattus norvegicus actin alpha
cardiac 1 mRNA.
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Troponin | reverse:

TCAGGATTCCTTGGCCCGGGTCCCCAGTAGTGCCTGCATCATGGCATCTGC
YGAGATTCTCACTCTTCGGAGAGTGGGCCGCTTAAACTTGCCACGCAGGTC
ATAGATCTTCTGGGTCAGATCTGCAATCTCAGTGATGTTCTTGGTGACTTT

Troponin | forward:

AGATTGCAGATCTGACCCAGAAGATCTATGACCTGCGTGGCAAGTTTAAGC
GGCCCACTCTCCGAAGAGTGAGAATCTCrGCAGATGCCATGATGCAGGCAC
TACTGGGGACCCGGGCCAAGGAATCCTTGGACCTGAGGGCCCACCTCAAG
CAG

Kardiales Aktin reverse:

GCACCGCCTGGATGGCCACATACATGGCAGGCACATTGAAGGTCTCAAAC
ATGATCTGTGTCATCTTCTCACGGTTGGCCTTGGGGTTCAGTGGGGCCTCA
GTGAGCAGGGTCGGGTGCTCCTCAGGGGCCACACGGAGCTCATTGTAGAA
GGTGTGGTGCCAGATCTTCTCCATGTCGTCCCAGTTGGTG

Kardiales Aktin forward:

TCTGGCACCACACCTTCTACAATGAGCTCCGTGTGGCCCCTGAGGAGCAC
CCGACCCTGCTCACTGAGGCCCCACTGAACCCCAAGGCCAACCGTGAGAA
GATGACACAGATCATGTTTGAGACCTTCAATGTGCCTGCCATGTATGTGGC
CATCCAGGCGGTGCTGTCCCTGTACGCTTCTGGGAGAACCA

Tabelle 3: Nucleotid-Sequenzen der PCR-Produkte mit den Primern fir kardia-

les Aktin und Troponin |

3.4.4 Ergebnisse der Berechnung der endogenen mRNA Expression

Die Expression der einzelnen Proben wurde wie oben beschrieben berechnet.
In den folgenden Diagrammen sind die Ergebnisse nach klonierten und
unklonierten Zellen, sowie nach Passagen geordnet. Als ,endogene Expressi-
on“ wurde die Expression der kardiomyogenen Gene in den MSCs, die nicht mit

Differenzierungsmedium behandelt wurden, bezeichnet.

Die genauen Werte sind aus den folgenden Tabellen (4-7) und Diagrammen
(11-14) ersichtlich.
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P2 P3 P4 P5
MSCs, undif-
) 5,0416E-05 | 3,9553E-05 |0,00017015 |1,225E-06
ferenziert

Tabelle 4: Endogene Expression der unklonierten MSCs fur kardiales Aktin rela-

tiv zu GAPDH

Expression relativ zu GAPDH

0,00018

0,00016
0,00014

0,00012

0,0001

0,00008

0,00006

0,00004
0,00002

0

P2

P3

P4

Abb. 11: Endogene Expression der unklonierten MSCs flr kardiales Aktin relativ

zu GAPDH

P2 P3 P4 P5
MSCs, undif-
ferenziert 9,1873E-05 4 8118E-05 |0,00016809 |3,9977E-05

Tabelle 5: Endogene Expression der unklonierten MSCs fur Troponin | relativ zu

GAPDH
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Expression relativ zu GAPDH

0,00018
A
0,00016
0,00014 / \
0,00012 / \
0,0001 / \

0,00008 ~ / \
0,00006 \\// \
0,00004 \
0,00002
0 : : : .
P2 P3 P4 PS5

Abb. 12: Endogene Expression der unklonierten MSCs flir Troponin | relativ zu
GAPDH

MSCs, undifferenziert
P3 0,00030422
P5 7,4125E-05
P7 3,7402E-05
P8 2,3023E-05
P9 0,00018857
P10 3,5332E-05
P11 3,7544E-05
P12 0,00041647
P13 8,3484E-05

Tabelle 6: Endogene Expression der klonierten MSCs fur kardiales Aktin relativ
zu GAPDH
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0,00045
0,0004
0,00035
0,0003
0,00025
0,0002
0,00015
0,0001
0,00005
o

Expression relativzu GAPDH

~ / \ / ¢
~—_/ —
P3 P5 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13

Abb. 13: Endogene Expression der klonierten MSCs fur kardiales Aktin relativ

zu GAPDH

MSCs, undifferenziert
P3 0,00034407
P5 0,00022818
pP7 0,00012081
P8 6,814E-05
P9 7,1916E-05
P10 5,3858E-05
P11 6,2278E-05
P12 0,00012862
P13 6,79E-05

Tabelle 7: Endogene Expression der klonierten MSCs flr Troponin | relativ zu

GAPDH
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Expression relativ zu GAPDH
40,0004

0,00035
0,0003 \
0,00025 \
0,0002 \
0,00015 \
0,0001 \\ /\\
0,00005 \'___"\-0—’4/

0

P3 P5 P7 ] P9 P10 P11 P12 P13

Abb. 14: Endogene Expression der klonierten MSCs fur Troponin | relativ zu
GAPDH.

Bei der Berechnung der endogenen Expression der mRNA des jeweiligen Ziel-
genes relativ zur Expression der mRNA des hous-keeping Genes Gapdh zeigte
sich bei den unklonierten Zellen sowohl bezuglich des Zielgenes kardiales Aktin
als auch bezuglich Troponin | die hochste endogene Expression bei Passage 4.

Bei den klonierten Zellen zeigte sich ein heterogenes Bild. Hier konnte die
hdchste endogene Expression des Genes kardiales Aktin bei Passage 12
nachgewiesen werden, gefolgt von Passage 3. Bezliglich des Genes Troponin |
wurde die héchste endogene Expression bei Passage 3, gefolgt von Passage 5

und 12 gezeigt werden.

3.4.5 Ergebnisse der Berechnung der Induktion

Im Gegensatz zur endogenen Expression beschreibt die Induktion die Expres-
sion des Zielgens (relativ zum house keeping Gen GAPDH) in den MSCs, die
mit Differenzierungsmedium behandelt wurden immer im Bezug zu den MSCs,
die mit Normalmedium behandelt wurden. Hierbei wurde im Besonderen darauf
geachtet, die Genexpression in Bezug zu den unbehandelten MSCs der glei-

chen Passage zu setzen, da, wie oben gezeigt, die endogene Expression un-
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terschiedlich sein kann. Die Induktion wurde wie oben beschrieben berechnet.
Das Ergebnis dieser Berechnung sagt aus, ob das Zielgen unter der Behand-
lung um einen Faktor x hoch (Ergebnis >1) oder runter (Ergebnis <1) reguliert
wird. Die Werte sind in den Tabellen 8-11 und den Abbildungen 15-18 darge-
stellt.

P2 P3 P4 PS5
Aza 13 1,40 0,47 15,88
D-Aza 1,04 1,18 0,65 5,94
VEGF 0,93 1,2 0,3 4
FGF2+BMP2 0,89 1,23 0,26 2,77
BMP4 1,01 1,1 0,21 45,23
Noggin 11 1,56 0,29 16,83

Tabelle 8: Ergebnisse der Induktion des Genes kardiales Aktin der unklonierten

MSCs unter den verschiedenen Differenzierungsmedien

Induktion relativ zu unbehandelten MSCs

50

45 /‘ —e—Aza

40 / ——D-Aza
22 / e VEGF
- / —<—FGF2+BMP2
20 / —f—BNP4
15 // / —&—Noggin
Y / /"

B ——

Abb. 15: Darstellung der Induktion des Genes kardiales Aktin der unklonierten

MSCs unter den verschiedenen Differenzierungsmedien
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P2 P3 P4 PS5
Aza 1,01 1,99 1,05 1,47
D-Aza 0,82 1,86 1,01 1,15
VEGF 0,80 0,88 0,26 0,76
FGF2+BMP2 1,17 1,94 0,61 1,34
BMP4 1,17 1,57 0,56 1,48
Noggin 0,91 1,60 0,62 0,88

Tabelle 9: Ergebnisse der Induktion des Genes Troponin | der unklonierten

MSCs unter den verschiedenen Differenzierungsmedien

Induktion relativ zu unbehandelten MSCs
2,50
2,00
——AZ3
150 - == D-Aza
==\ EGF
1,00 FGF2+BMP2
e B\P 4
0,50 =0 Noggin
0,00 T T | 1
P2 P3 P4 P5

Abb. 16: Darstellung der Induktion des Genes Troponin | der unklonierten

MSCs unter den verschiedenen Differenzierungsmedien
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P3 PS5 P8 P9 P10 P11 P12 P13

D-Aza 0,71 1,53 1,48 0,91 1,29 1,71 0,90 0,88

VEGF 0,51 0 0,60 0,99 1,13 2,35 0,39 1,50

Tabelle 10: Ergebnisse der Induktion des Genes Troponin | der klonierten

MSCs unter den verschiedenen Differenzierungsmedien

Induktion relativ zu unbehandelten MSCs
2,50

A
A
\
{ VA

0,50 -
Ll

——D-Aza
-l \'EGF

0,00 T T T T T T T 1
P3 P5 P& P9 P10 P11 P12 P13

Abb. 17: Darstellung der Induktion des Genes Troponin | der klonierten MSCs

unter den verschiedenen Differenzierungsmedien

P3 PS5 P8 P9 P10 P11 P12 P13

D-Aza 0,53 (154 (0,64 |0,86 [2,33 |1,80 0,47 |3,00

VEGF 0,34 (O 2,28 10,90 (2,10 18,92 0,13 0,92

Tabelle 11: Ergebnisse der Induktion des Genes kardiales Aktin der klonierten

MSCs unter den verschiedenen Differenzierungsmedien
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Induktion relativ zu unbehandelten MSCs
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Abb. 18: Darstellung der Induktion des Genes kardiales Aktin der klonierten
MSCs unter den verschiedenen Differenzierungsmedien

Bei der Berechnung der Induktion der mRNA der jeweiligen Zielgene durch die
verschiedenen Differenzierungsmedien relativ zu den undifferenzierten MSCs
zeigte sich bei den unklonierten Zellen die héchste Induktion bezlglich des Ge-
nes kardiales Aktin bei allen Differenzierungsmedien bei Passage 5. Innerhalb
der Medien fand sich die hdchste Induktion mit einem Wert von 45,23 durch das
Differenzierungsmedium BMP 4. In abnehmender Reihenfolge fanden sich
Noggin und Aza, D-Aza, VEGF und mit der niedrigsten Induktion FGF2+BMP2.

Bezlglich des Genes Troponin | zeigte sich auch eine homogene Kurve der
Induktion durch die verschiedenen Differenzierungsmedien mit den héchsten
Werten bei Passage 3, gefolgt von Passage 5. Hier stellte sich Aza als das effi-
zienteste Medium dar mit einer héchsten Induktion von 1,99 bei Passage 3. Zel-
len, die mit dem Differenzierungsmedium VEGF behandelt wurden zeigten die

niedrigsten Werte.

Die klonierten Zellen wurden nur mit den Differenzierungsmedien VEGF und
Aza behandelt wie oben beschrieben und es resultierte beziglich beider
Zielgene (kardiales Aktin und Troponin 1) die hdchste Induktion der mRNA bei
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Passage 11. In beiden Fallen ergab das Medium VEGF die héhere Induktion,
die einzelnen Werte waren aber mit 2,35 (Troponin I) und 18,92 (kardiales
Aktin) deutlich unterschiedlich.

Insgesamt zeigte sich ein heterogenes Bild der Induktion beziglich der Passa-
gen und der Medien. Einheitlich war bei den klonierten wie auch den
unklonierten Zellen, dass die mRNA des Zielgenes kardiales Aktin jeweils mehr
exprimiert wurde, als die mRNA des Genes Troponin |.
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4 Diskussion

4.1 Charakterisierung der MSCs

Die adipogene sowie die osteogene Farbung der MSCs zeigten nach der ent-
sprechenden adipogenen beziehungsweise osteogenen Differenzierung deutli-
che positive Ergebnisse. Hiermit konnten wir zeigen, dass die MSCs in zwei
unterschiedliche Zelltypen differenzierbar waren. Ein Kriterium zur Charakteri-

sierung wurde hiermit erftllt (Dominici et al. 2006).

Ein weiteres Kriterium nach Dominici et al. ist die Plastikadhdrenz. Diese war

bei den von uns verwendeten Zellen von Anfang an gegeben.

Die weiteren Kriterien bezuglich des Oberflachenprofils konnten in einer geson-
derten Arbeit erfllt werden.

Zusammenfassend kann davon ausgegangen werden, dass die von uns ver-
wendeten Zellen nach der Definition von Dominici et al. als MSCs zu klassifizie-

ren sind.

Zu beachten ist, dass diese Klassifikation fir humane MSCs aufgestellt wurde.
Harting et al. charakterisierten MSC der Ratte (Harting et al.2008). Hier waren
CD 73, CD 90 und CD 105 positiv, CD 45 und CD 11b negativ. Es zeigte sich
also ein ahnliches Profil wie bei humanen MSCs.

4.2 Kardiomyogene Differenzierung der MSCs

Das zentrale Thema dieser Arbeit war der systematische Ansatz, die MSCs in
vitro in Richtung Kardiomyozyten zu differenzieren. Die Grundlagen dazu waren
Arbeiten, die zeigten, dass MSCs in der Lage sind, Proteine wie ANP, Nkx2.5.
oder GATA4 zu exprimieren, die eigentlich der kardiomyogenen Linie vorbehal-
ten sind (Hattan et al. 2005; Fukuda 2001). Obwohl viele Studien zeigen konn-
ten, dass kardiomyogen differenzierte nicht-humane MSCs Eigenschaften von
Kardiomyozyten in vitro erlangen konnten, konnte das Ziel funktionelle
Kardiomyozyten aus MSCs in grof3er Zahl zu generieren bis jetzt nicht erreicht

werden. In dieser Arbeit bezogen wir uns beziglich der Differenzierungsmedien
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vor allem auf die Studien von Wakitani et al. 1995, Xaymardan et al. 2004,
Jamali et al. 2001, Yuasa et al. 2005 und Kawai et al. 2004 wie in der Einleitung

und dem Kapitel Material und Methodik beschrieben.

Als Marker fur die kardiomyogene Differenzierung entscheiden wir uns fir die
MRNA der fur Kardiomyozyten spezifischen Gene Troponin | und kardiales
Aktin, da diese einerseits herzmuskelspezifisch sind und andererseits funktio-
nelle Eigenschaften von Kardiomyozyten wiederspiegeln. Die Expression dieser
MRNA konnte mittels spezifischer Primer durch die PCR erfolgreich detektiert

werden.

Die PCR-Effizienz fur den jeweiligen Primer wurde aus der Steigung der Reg-
ressionsgeraden berechnet. Nach dieser Berechnung wird theoretisch in jedem
Zyklus der PCR die DNA-Menge nicht verdoppelt, sondern um den Faktor 1,8
bzw. 1,9 erhoht. Die Ergebnisse lassen auf eine anndhernd gleiche Effizienz
der PCR der verschiedenen, in dieser Studie verwendeten, Primer schlie3en.
Damit ist die Voraussetzung gegeben, die Berechnung der endogenen Expres-
sion der einzelnen Proben zu vergleichen. Bei der Berechnung der Induktion
benutzten wir das effizienzkorrigierte Model der relativen Quantifizierung (Pfaffl

2001), um auch hier moglichst genaue Ergebnisse zu erzielen.

Bei der DNA-Polyacrylamid-Gelelektrophorese zeigten sich bei allen Produkten
die Banden auf Hohe der zu erwartenden Basenpaargrof3e. So konnte gezeigt
werden, dass es sich bei unseren PCR-Produkten mit hoher Wahrscheinlichkeit
um die von den Primern vorgegebenen Produkte handelte. Dies wurde durch
das Ergebnis der Sequenzierung bestéatigt. Hier zeigte sich eine Ubereinstim-
mung von 99 % (Troponin I) bzw. 100 % (Kardiales Aktin) mit den von uns er-

warteten Genen.

Unbehandelte MSCs zeigten in dieser Arbeit eine endogene Expression

kardiomyogener mRNA.

Um weiter zu untersuchen, ob die endogene Expression der kardiomyogenen
Gene durch entsprechende Behandlung gesteigert werden kann, berechneten
wir die Induktion der Expression der mRNA der kardiomyogenen Gene durch
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die verschiedenen Differenzierungsmedien relativ zu den nicht behandelten

mesenchymalen Stammzellen, wie oben beschrieben.

Hier zeigte sich sowohl bei den klonierten, als auch bei den unklonierten mit
den jeweiligen Differenzierungsmedien behandelten MSCs eine erhdhte mRNA-
Expression der untersuchten Zielgene in Relation zu den unbehandelten MSCs.
Die deutlichsten Ergebnisse erhielten wir bei den unklonierten und mit dem Dif-
ferenzierungsmedium BMP4 behandelten MSCs bei Passage 5 mit einer erhoh-
ten Expression des Genes kardiales Aktin um den Faktor 45,23 in Bezug zu
den nichtbehandelten MSCs. Bei den Kklonierten und mit dem
Differenzierungmedium VEGF behandelten MSCs wurde die hdchste Expressi-
on des Genes kardiales Aktin bei Passage 11 um den Faktor 18,92 wieder in
Bezug zu den nichtbehandelten MSCs der gleichen Passage. Das zweite
Zielgen Troponin | wies durch die verschiedenen Differenzierungsmedien auch
eine erhéhte Expression auf, hier war der maximale Faktor 2,35 im Bezug auf
die nicht behandelten MSCs der selben Passage. Es zeigte sich vor allem eine
deutlich erhohte Expression des fur Kardiomyozyten spezifischen Genes kar-
diales Aktin durch die Behandlung mittels Differenzierungsmedium. Bei den
einzelnen Differenzierungsmedien zeigte sich keines, das deutlich in den ge-
samten Untersuchungen den anderen Uberlegen war. Diesbezuglich zeigte sich
ein unterschiedliches Expressionsmuster zwischen den klonierten und den

unklonierten MSCs, sowie zwischen den einzelnen Passagen.

4.3 Vergleich zwischen unklonierten und klonierten MSCs

In dieser Studie beobachteten wir die Eigenschaften klonierten und unklonierter
Zellen, da MSCs eine sehr heterogene Zellgruppe darstellen und die Isolation
und die Kulturbedingungen der Zellen nicht bis ins letzte standardisiert sind.
Schéfer et al. beschrieben dies 2008 in einem Kapitel ihres Meeting Reports:
Die Kriterien der Definition MSCs von Dominici et al. beinhaltet die Plastikadha-
renz der Zellen als ein Kriterium. Da nicht nur MSCs diese Adhéarenz zeigen,
kénnen andere Zellen ko-kultiviert werden (Schafer et al. 2006), die eventuell
wiederum Mediatoren ausschitten konnen, die auf das Wachstumsverhalten

und die Differenzierung der MSCs Einfluss haben kénnen.
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Russell et al. klonierten 2010 MSCs aus humanem Knochenmark und unter-
suchten die einzelnen Klone beziglich des Immunophanotypes und ihres Po-
tentials zur osteogenen, adipogenen und chondrogenen Differenzierung. Es
zeigte sich ein fir MSCs typischer Immunophenotyp. Bei der osteogenen,
adipogenen und chondrogenen Differenzierung fanden sich alle acht moglichen
Kategorien bei den einzelnen Klonen. Am haufigsten konnte die tripotente, die
osteogene und die osteo-chondrogene Differenzierung beobachtet werden. Am
wenigsten zeigte sich der adipo-chondrogene Differenzierungstyp. Es fanden
sich auch Klone, die ein osteo-adipogenes Differenzierungspotential aufwiesen.
Dies spricht gegen eine lineare Hierarchie, bei der die tripotenten Zelle tUber
den Verlust des adipogenen und dann des chondrogenen Differenzierungspo-
tentiales zur Osteoprogenitorzelle wird (Muraglia et al. 2000 und Banfi et al.
2000).

In unserer Studie zeigten sowohl die klonierten als auch die unklonierten Zellen
ein adipogenes und osteogenes Differenzierungspotential. Bezuglich der Induk-
tion und der endogenen Expression der kardiomyogenspezifischen mRNA zeig-
te sich ein heterogenes Bild. Die Berechnung der endogene Expression beider
Zielgene bei den unklonierten MSCs fihrte zu sehr @hnlichen Ergebnissen mit
einem hochsten Wert bei Passage 4. Bei den klonierten MSCs dagegen zeigten
sich bezlglich der endogenen Expression beider Zielgene unterschiedliche Er-
gebnisse. Die Berechnung der Induktion der Expression der Zielgene durch die
verschiedenen Differenzierungsmedien wies keine systematischen Unterschie-
de oder Gemeinsamkeiten zwischen den klonierten und den unklonierten MSCs
auf. Hier zeigte sich, wie oben beschrieben, eine Tendenz dahingehend, dass
das Zielgen kardiales Aktin mehr von der Induktion durch Differenzierungsme-
dien profitiert als das Zielgen Troponin I. Diese Beobachtung konnten wir bei
den Ergebnissen der Berechnung der endogenen Expression nicht machen,
hier hatte sich kein wesentlicher Unterschied zwischen den beiden Genen er-

geben.
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4.4 Schlussfolgerung

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit eine RT-PCR mittels LightCycler-
Technologie etabliert, die die kardiomyogenspezifischen Gene kardiales Aktin
und Troponin | der Ratte amplifiziert. Ausgehend von den dadurch gewonnen
Daten konnte ein endogenes Differenzierungspotential, der klonierten sowie
auch der unklonierten MSCs nachgewiesen werden, ohne dass ein systemati-
scher Unterschied zwischen den klonierten und unklonierten MSCs ausgemacht
werden konnte. Des Weiteren zeigte sich durch die Induktion mittels verschie-
dener Differenzierungsmedien eine erhdhte Expression vor allem des Zielgenes
kardiales Aktin, weniger des Zielgenes Troponin |, bezogen auf die unbehandel-
ten MSCs der gleichen Passage. Die Ursache fur die erfolgreichere Induktion
der Expression des Genes kardiales Aktin im Vergleich zu Troponin | kann

durch diese Studie nicht erklart werden.

Nach den erhobenen Daten korreliert das durch Differenzierungsmedien ausge-
|6ste kardiomyogene Differenzierungspotential der von uns untersuchten klo-
nierten und unklonierten MSCs nicht mit dem endogenen kardiomyogenen Dif-
ferenzierungspotential dieser MSCs. Es konnten keine einzelnen Passagen
ausgemacht werden, in denen sowohl das endogene, als auch das durch Diffe-

renzierungsmedien veranlasste Differenzierungspotential deutlich erhdht waren.

Abschliel3end ist zu sagen, dass sich auch in dieser Arbeit die Heterogenitat der
MSCs zeigte, die in der Literatur beschrieben wird (Phinney und Prockop 2007,
Sabatini et al. 2005, Schéfer et al. 2006 und 2008). Es scheint sinnvoll, die Cha-
rakterisierung der MSCs weiter zu verbessern und die Isolations- und Kulturbe-
dingungen zu standardisieren. Das in der Literatur beschriebene, durch ver-
schiedene Differenzierungsmedien steigerbare Differenzierungspotential der
MSCs (Wakitani et al. 1995, Xaymardan et al. 2004, Jamali et al. 2001) konnte
auch in unserer Studie gezeigt werden. Des Weiteren zeigte sich ein endoge-
nes kardiomyogenes Differenzierungspotential. Ein Mechanismus oder eine
Stimulation als Ausloser dieser Differenzierung konnte in unserer Arbeit nicht
identifiziert werden. Allerdings kdnnte die detektierte endogene Expression der

kardiomyogenen Linie darauf hinweisen, dass die Expression kardiomyogener



58 Diskussion

MRNA per se nicht alleine Zellen der kardiomyogenen Linie vorbehalten ist. Um
das endogene Differenzierungspotential zu spezifizieren, miussten weitere Stu-
dien, beispielsweise mit zusatzlichen Zell-Entitdten nicht mesodermalen Ur-

sprungs, durchgeftihrt werden.
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5 Zusammenfassung

Laut der Weltgesundheitsorganisation sind die kardiovaskularen Erkrankungen
die haufigsten Todesursachen. Im Jahr 2004 war die Koronare Herzkrankheit
die haufigste Todesursache (52%) unter den Menschen, die an kardiovaskula-
ren Ursachen starben. Alle konventionellen therapeutischen Strategien konnten
nicht die Regeneration des infarzierten, nekrotischen und schlussendlich narbig
umgebauten Myokardgewebes erreichen. Man kann also annehmen, dass die
Transplantation von Zellen, die sich in die geschéadigte Zone (oder in die umlie-
genden Areale) einfigen und zu der Bildung eines regenerativen Gewebes bei-
tragen, das dem narbigen Herzgewebe Uberlegen ist, ein grol3er Schritt in der
Therapie von Herzerkrankungen sein wirde. Tatséchlich zeigen mehrere Tier-
studien und einige klinische Studien, dass die Applikation aus Knochenmark
gewonnener mesenchymaler Stammzellen (MSCs) die Herzfunktion nach einer
Myokardischamie verbessern kann. Ein Ansatz, eine ungewollte, nicht-
kardiomyogene Differenzierung der MSCs zu verhindern, ware die MSCs zu-
nachst in vitro zu differenzieren und dann eine ausreichende Menge dieser Zel-
len in das Myokard zu transplantieren. Verschiedene Forschungsgruppen konn-
ten Ergebnisse bezlglich der kardiomyogenen Differenzierung mesenchymaler

Stammzellen mittels verschiedener Differenzierungsmedien publizieren.

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Effekt der unterschiedlichen in der Literatur
beschriebenen Differenzierungsmedien auf das kardiomyogene Differenzie-
rungspotential an den gleichen MSC Populationen der Ratte zu testen, um die-
sen unter den gleichen Bedingungen vergleichen zu kdénnen. Als Vergleichspa-
rameter diente die Expression der mRNA der kardiomyogenspezifischen Gene
Troponin | und kardiales Aktin. Des Weiteren wurde auf die Frage eingegangen,
wie weit das endogene kardiale Differenzierungspotential der mesenchymalen
Stammzellen ausgepragt ist, das heif3t: exprimieren die MSCs auch ohne Be-
handlung mit Induktoren kardiomyogene mRNA? Am Beispiel von zwei Diffe-
renzierungsmedien wurde untersucht, ob sich das kardiomyogene Differenzie-

rungspotential unklonierter MSCs von dem klonierter MSCs unterscheidet.
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Die Methodik, die in dieser Arbeit verwendet wurde um die Expressionsunter-
schiede darzustellen, ist die Real time PCR mittels LightCycler-Technologie.
Hier erfolgte die Konzeption und Etablierung einer RT-PCR, die exakt die Gene

kardiales Aktin und Troponin | der Ratte amplifiziert.

In dieser Studie konnte ein endogenes Differenzierungspotential, der klonierten
sowie auch der unklonierten MSCs nachgewiesen werden, ohne dass ein sys-
tematischer Unterschied zwischen den klonierten und unklonierten MSCs aus-
gemacht werden konnte. Des Weiteren zeigte sich durch die Induktion mittels
verschiedener Differenzierungsmedien eine erhthte Expression vor allem des
Zielgenes kardiales Aktin, weniger des Zielgenes Troponin I. Die Ursache fur
die erfolgreichere Induktion der Expression des Genes kardiales Aktin im Ver-
gleich zu Troponin | kann durch diese Studie nicht erklart werden.

Nach den erhobenen Daten korreliert das durch Differenzierungsmedien ausge-
|6ste kardiomyogene Differenzierungspotential der von uns untersuchten klo-
nierten und unklonierten MSCs nicht mit dem endogenen kardiomyogenen Dif-
ferenzierungspotential dieser MSCs. Es konnten keine einzelnen Passagen
ausgemacht werden, in denen sowohl das endogene, als auch das durch Diffe-

renzierungsmedien veranlasste Differenzierungspotential deutlich erhéht waren.

Abschlie3end ist zu sagen, dass sich auch in dieser Arbeit die Heterogenitat der
MSCs zeigte, die in der Literatur beschrieben wird. Es scheint sinnvoll, die Cha-
rakterisierung der MSCs weiter zu verbessern und die Isolations- und Kulturbe-
dingungen zu standardisieren. Das in der Literatur beschriebene, durch ver-
schiedene Differenzierungsmedien steigerbare Differenzierungspotential der
MSCs konnte auch in unserer Studie gezeigt werden. Des Weiteren zeigte sich
ein endogenes kardiomyogenes Differenzierungspotential. Ein explizierter Me-
chanismus oder eine Stimulation als Ausloser dieser Differenzierung konnte in
unserer Arbeit nicht identifiziert werden. Allerdings kénnte die detektierte endo-
gene Expression der kardiomyogenen Linie darauf hinweisen, dass die Expres-
sion kardiomyogener mRNA per se nicht alleine Zellen der kardiomyogenen

Linie vorbehalten ist. Um das endogene Differenzierungspotential zu spezifizie-
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ren, mussten weitere Studien, beispielsweise mit zusatzlichen Zell-Entitaten

nicht mesodermalen Ursprungs, durchgefiihrt werden.
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