Aus der Klinik und Poliklinik mit
Schwerpunkt Kardiologie und Angiologie
der Medizinischen Fakultit Charité — Universitdtsmedizin Berlin

DISSERTATION

Untersuchungen zur kardialen Plastizitiat von

multipotenten Zellen des humanen subkutanen Fettgewebes

zur Erlangung des akademischen Grades

Doktor der Medizin (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultét

Charité — Universitiatsmedizin Berlin

von

Christoph Nabzdyk

aus WeiBlenfels



Gutachter: 1.: Priv.-Doz. Dr. P. Fotuhi
2.: Prof. Dr. med. K. Stangl
3.: Prof. Dr. med. A. Staudt

Datum der Promotion: 16. 05. 2010



Meinen Eltern



INHALTSVERZEICHNIS
1. EINLEITUNG

1.1 Epidemiologie und Therapie des akuten Koronarsyndroms
1.2 Stammezellen als Ansatz zur Therapie nach Myokardinfarkt

1.2.1 Embryonale Stammzellen

1.2.2 Adulte Stammzellen

1.2.2.1 Adipose Tissue Derived Stem Cells (ADSCs)

1.3 Gentherapie

1.3.1 Lentiviren

1.3.2 Reportergentechnologie auf Basis eines lentiviralen Vektors
1.4 Kombination von Stammzell- und Reportergentechnologie

1.4.1 Homeoboxgen und Transkriptionsfaktor Nkx2.5

1.4.2 MLC-2v (Myosin-Leichtkette - ventrikuldrer Isotyp 2)

2. ZIELSETZUNG

3. MATERIALIEN UND METHODEN

3.1 Viruskonstruktion
3.1.1 DNA/RNA-Konzentrationsbestimmung
3.1.2 Plasmidspaltung
3.1.3 T4 DNA-Polymerase Reaktion
3.1.4 Agarosegelelektrophorese
3.1.5 Probenaufbereitung und Gellauf
3.1.6 DNA-Extraktion aus Agarosegelen
3.1.7 DNA-Aufreinigung
3.1.8 Herstellung von Agarplatten
3.1.9 Plasmidligation und Transformation von E.coli Bakterienstimmen
3.1.10 Expansion und Glycerolstocks der Bakterienkolonien
3.1.11 Plasmidextraktion (Miniprep)
3.1.12 Plasmidextraktion (Maxiprep)
3.1.13 Restriktionsstrategie
3.1.13 Plasmidsequenzierung
3.1.14 Transfektion von 293T Zellen und Viruskonzentrationsbestimmung

3.2 Etablierung und Validierung der lentiviralen Konstrukte

O o0 o0

10
12
12
13
14
14
15

17

18

18
19
19
20
20
21
21
22
22
23
24
24
25
26
29
31
33



3.2.1 Quantifizierung der lentiviralen Integrationseinheiten 33
3.2.2 Gewinnung von humanen ADSCs 35
3.2.3 Extraktion neonataler Rattenkardiomyozyten 36
3.2.4 Kontrollinfektionen zur Validierung der HIV-1 basierten Lentiviren 37

3.2.5 Zellkultur 39
3.3 Differenzierungsexperiment mit 5-Azacytidine 40
3.4 Molekularbiologische Analyse der ADSCs 40

3.4.1. Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion 40

3.4.2 Immunozytochemie 43
3.5 Zellzyklusanalyse 43
3.6 Elektrophysiologische Untersuchungen an isolierten Zellfraktionen 44

3.6.1 Calcium-Imaging 44

3.6.2 Patch Clamp 45
3.7 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) 45

. ERGEBNISSE 46
4.1 Plasmidklonierung und Validierung 46
4.2. ADSC Kultivierung und Infektion mit lentiviralen Konstrukten 47

4.2.1 Infektion von ADSCs mit anschliefsender FACS-Analyse 49
4.3 5-Aza-Effekt auf die Nkx2.5-gekoppelte eGF P-Expression in ADSCs 50
4.4 RT-PCR- und Immunzytochemieanalyse der isolierten ADSCs 51

4.4.1 RT-PCR 51

4.4.2 Immunfluoreszenzfirbungen von eGFP’”/DsRed2"”-Zellen 52
4.5 Zellzyklusanalyse von eGFP’”/DsRed2"*-Zellen 54
4.6 Elektrophysiologische Analyse von eGFP’”/DsRed2’*-Zellen 55

4.6.1 Calcium Imaging 55

4.6.2 Patch Clamp 57
4.7 TEM - Untersuchung von eGFP’*”/DsRed2"”-Zellen 57

. DISKUSSION 59
5.1 Virusvalidierung 59
5.2 FACS-Analysen von infizierten Zellpopulationen 59
5.3 5-Aza-Effekt auf die Nkx2.5-gekoppelte eGFP-Expression in ADSCs 61

5.4 RT-PCR-/Immunzytochemieanalyse von eGFP’”/DsRed2"”*-Zellen 62



5.5 Zellzyklusanalyse von eGFP’”/DsRed2"*-Zellen

5.6 Calcium Imaging und Patch Clamp Analyse

5.7 TEM-Untersuchungen von eGFP’*/DsRed2"*-ADSCs

5.8 Erkenntnisse aus der experimentellen Stammzelltherapie
5.8.1 Stand der klinischen Erkenntnisse

5.9 Ausblick

6. ZUSAMMENFASSUNG
7. SUMMARY

8. DANKSAGUNG

9. LITERATURVERZEICHNIS

10. ABBILDUNGSVERZEICHNIS
11. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

12. ERKLARUNG UBER DIE SELBSTSTANDIGKEIT

64
64
65
65
68
68

71

73

74

75

85

87

88



1. Einleitung

1.1 Epidemiologie und Therapie des akuten Koronarsyndroms

Die koronare Herzerkrankung ist eine der hdufigsten Todesursachen in der westlichen
Welt.! Das akute Koronarsyndrom umfasst die Krankheitsbilder der instabilen Angina
pectoris, des nicht-ST-Elevationsmyokardinfarkts und des ST-Elevationsmyokard-
infarkts. In Deutschland werden jéhrlich mehr als 400.000 Félle des akuten
Koronarsyndroms registriert.” Es iiberleben nur etwa 65% der Patienten mit akutem
Myokardinfarkt den ersten Tag nach Beginn der akuten Symptomatik.’ Trotz eines
gut ausgebildeten medizinischen Netzwerks mit kurzen Prahospitalzeiten beginnt die
Behandlung des Myokardinfarktpatienten im Durchschnitt erst drei Stunden nach
Einsatz der Symptomatik.” Bei einem Myokardinfarkt geht kontraktiles Parenchym zu
Grunde und wird durch fibroses Narbengewebe ersetzt.” Aufgrund dessen kann es bei
Myokardinfarktpatienten akut sowie mittel- und langfristig zu Komplikationen wie
Herzrhythmusstorungen und Herzinsuffizienz kommen. Bei der sich akut
entwickelnden Herzinsuffizienz besteht 30 Tage nach Infarkt ein vierfach hoheres
Mortalititsrisiko als bei Patienten ohne Herzinsuffizienz. Obwohl die Mortalitétsraten
innerhalb des Krankenhauses durch stetig verbesserte Behandlungskonzepte des
akuten Myokardinfarkts gesenkt werden konnten, bleiben langfristige Mortalitédtsraten
in solchen Patienten hoch.®’

Klinische Studien haben positive, adjuvante Effekte von pharmakologischen
Substanzen auf die Regeneration des Myokards, die Myokardperfusion und die

%16 Diese Therapieformen bilden

Progredienz der koronaren Herzerkrankung belegt.
jedoch keinen Ersatz von untergegangenem Myokard.

Neue Therapienverfahren wie die Stammzelltherapie werden daher erforscht, mit dem
Ziel das Areal des infarzierten Myokards und die Narbenformation zu verringern. Es
konnten bereits erfolgreich autologe Knochenmarkstammzellen in Patienten mit

17-19 . .
"1 Bs werden verschiedene Mechanismen

Myokardinfarkt transplantiert werden.
angefiihrt, durch welche die applizierten Stammzellen zu einer Verbesserung der
Ventrikelfunktion  gefiihrt haben konnten. Unter anderem wird eine
Transdifferenzierung von Stammzellen in kardiomyozytire Zellen diskutiert.>*?

Dieser Frage soll auch in der vorliegenden Dissertation nachgegangen werden.



1.2 Stammzellen als Ansatz zur Therapie nach Myokardinfarkt

Nach einer hédufigen und auch in dieser Arbeit verwendeten Definition bezeichnet
man Stammzellen als nicht ausdifferenzierte Zellen des Korpers.” ** Sie sind
befdhigt, stindig neue, organspezifische Tochterzellen zu erzeugen und sich dabei
selbst zu erhalten.” Der zugrunde liegende Mechanismus wird als asymmetrische
Zellteilung  bezeichnet. Dieser erlaubt es ihnen, Tochterzellen mit
Stammzelleigenschaften zu generieren und andererseits Tochterzellen mit groferer
Ausdifferenzierung hervorzubringen.” Das biologische Milieu der Nische in der sich
die Stammzellen befinden ist mitentscheidend, in welchem Maf3e Differenzierung und
Proliferation stattfindet.”®*’

Ein relativ neuer Ansatz zur Therapie von Myokardinfarkten ist die Transplantation
von Stammzellen.”® Dabei werden Stammzellen auf verschiedenen Wegen an den Ort
des Infarkts gebracht. Dies kann durch lokale oder systemische Applikation erfolgen.
Die Eigenschaften der Stammzellen sollen vor Ort die Regeneration des Myokards
beeinflussen. Als Mechanismen werden eine vermehrte Angiogenese oder
struktureller Myokardersatz diskutiert.'” >

Eine Moglichkeit der groben Einteilung von Stammzellen ist die Unterscheidung
zwischen embryonalen und adulten Stammzellen. Im Folgenden sollen die

Charakteristika der embryonalen Stammzellen kurz umrissen und primir auf

Ergebnisse von Studien von adulten Stammzellen eingegangen werden.

1.2.1 Embryonale Stammzellen

Embryonale Stammzellen nehmen eine Sonderstellung unter den Stammzellen ein

und sollen an dieser Stelle nur kurz dargestellt werden. Embryonale Stammzellen sind

31-33 .
Murine

pluripotent, aus ihnen kann sich jede Zelle des Korpers bilden.
embryonale Stammzellen sind die meistuntersuchten embryonalen Stammzellen. Es
konnte demonstriert werden, dass pluripotente murine embryonale Stammzellen in
der Lage sind, sich in Kardiomyozyten zu entwickeln.**>°

Embryonale Stammzellen verfiigen iiber eine hohe Telomeraseaktivitit und sind
daher in der Lage sich unbegrenzt zu teilen.”> >’ Es besteht somit potentiell die Gefahr
der Neoplasmenformation durch embryonale Stammzellen nach Transplantation.®® >

Ein weiteres mogliches klinisches Problem stellt die AbstoBungsreaktion des



Empféngerorganismus gegeniiber den allogenen embryonale Stammzellen dar.
Humane embryonale Stammzellen exprimieren in bedeutendem Malle MHC-I-
Komplexe, wohingegen MHC-II-Komplexe kaum exprimiert werden. Eine
immunsuppressive Therapie wire damit wahrscheinlich erforderlich.*’

Die Isolierung von humanen embryonalen Stammzellen zu Forschungszwecken wirft
ethische Bedenken auf.*" ** Es existieren derzeit sehr unterschiedliche Ansichten

beziiglich Gewinnung und Verwendung von humanen embryonalen Stammzellen.

1.2.2 Adulte Stammzellen

Es konnte gezeigt werden, dass adulte Stammzellen in verschiedenen Geweben und
Organen des Korpers persistieren und man in der Lage ist, diese Zellen zu isolieren.®
Das multilineare Potential von adulten Stammzellen wird seit Jahren untersucht. Das
grofte Interesse lag bisher auf den humanen Knochenmarksstammzellen.** *
Mesenchymale Stammzellen des Knochenmarks stellen eine heterogene adulte
Stammzellpopulation mit breitem Spektrum an Differenzierungspotential dar.*

Es konnte gezeigt werden, dass mesenchymale Stammzellen aus dem
Knochenmarkstroma und Fettgewebe in der Lage sind, in Gewebe wie Knochen,

47-49

Knorpel, Bindegewebe, Fett und Muskel zu transdifferenzieren. Dafiir waren

48, 50

teilweise Zusétze zum Kulturmedium notwendig. Neben dem Potential Struktur-

und Stiitzgewebe zu ersetzen, gibt es Hinweise, dass adulte Stammzellen sich auch in

Herzmuskelzellen entwickeln koénnen.’! 2

Letzteres stellt moglicherweise eine neue
Option fiir die Therapie von Myokardinfarkten dar.

Orlic et al. beschrieben die Bedeutung von Knochenmarkstammzellen in der Therapie
von Myokardinfarkten am Mausmodell.”® In mehreren Myokardinfarktstudien wurden
adulte Stammzellen entweder via Ballonkatheter intrakoronar, retrograd iiber das
vendse System, durch intramuskuldre Injektion oder durch Anbringung von einem mit
Stammzellen beladenen Pflasters auf das Epikard im Bereich des Myokardinfarkts

appliziert.'” > Es

konnte gezeigt werden, dass eine Migration der Stammzellen in
das umgebende Gewebe stattfindet, eine Voraussetzung fiir den therapeutischen
Effekt. Resultat der Experimente war eine signifikant bessere Ventrikelfunktion in der
Verumgruppe. 18,57

Die positiven Ergebnisse der Studien basieren zum Teil auf einer vermehrten

Revaskularisierung mit direkter, struktureller Beteiligung der Stammzellen in der



Grenzzone zwischen Infarkt und vitalem Myokard. Des Weiteren werden parakrine
antiapoptotische, proangiogene und mitotische Effekte, welche die Regeneration
fordern, diskutiert. 2"+ %% 2% 98-60

Neben hdmatopoetischen und mesenchymalen Knochenmarkstammzellen (HSCs und
MSCs), endothelialen Progenitorzellen (EPCs), skelettalen Myoblasten (SMBs) sowie
organstindigen Stammzellen, werden Stammzellen aus humanem Fettgewebe

(Adipose Tissue Derived Stem Cells - ADSCs) mittlerweile auf eine klinische

Anwendung hin untersucht.

1.2.2.1 Adipose Tissue Derived Stem Cells (ADSCs)

Das subkutane Fettgewebe stellt eine Quelle fiir adulte Stammzellen dar. Diese
konnen entweder durch Exzision oder durch chirurgische Aspiration gewonnen
werden. Nach enzymatischer Verdauung des Gewebes erhdlt man eine Fraktion
adhidrierender, fibroblastenartiger Zellen. Diese Zellen weisen ein multilineares
Potential auf.’® *'"%

Das Oberflichenprofil der ADSCs #hnelt dem der MSCs.**® Die CD-Molekiile
CD105 und CD166 (ALCAM), Marker zur Identifizierung von multipotenten Zellen

6772 Der Stammzellfaktor-Rezeptor (c-

sind wie in den MSCs regelméBig exprimiert.
kit/CD117) wird hingegen weder in MSCs noch in ADSCs gefunden.” ADSCs
exprimieren keine der bekannten hidmatopoetischen und endothelialen Marker wie
CD3, CD4, CDll1c, CD14, CD15, CD16, CD19, CD31, CD33, CD38, CD56, CD62,
CD104 und CD144.%4% % 375 ADSCs erfiillen die Minimalvorraussetzungen fiir
humane mesenchymale Stammzellen, die vom Mesenchymal and Tissue Stem Cell
Committee of the International Society for Cellular Therapy vorgegeben wurden. Zu
den vier Kriterien zdhlen Plastikadhédrenz in vitro, Multilinearitdt, Expression von
CD73, CD90 und CDI105 sowie die fehlende Expression der hdmatopoetischen
Marker c-kit, CD14, CD11b, CD34, CD45, CD19, CD79a sowie HLA-DR.”> ADSCs
exprimieren kaum HLA-DR Molekiile.””’® Diese Eigenschaft macht sie zu méglichen
Kandidaten auch fiir eine allogene Transplantation.

Tierische ADSCs und MSCs besitzen die Fahigkeit in vitro in kardiomyozytire Zellen

52, 74, 77, 78 : - . .1
o In vitro Experimente zeigten, dass isolierte

zu transdifferenzieren.
Stammzellen aus dem Fettgewebe von Maiusen, in semi-solidem Medium kultiviert,

nach drei Wochen Kolonien von spontan kontrahierenden Zellen bildeten.”'

10
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Abbildung 1: Differenzierungspotential von humanen ADSCs.
Humane ADSCs kdnnen auch in nichtmesenchymale Gewebe wie Nervengewebe differenziert werden.
Modifiziert nach Strem et al.”*

In einer Studie wurden ADSCs in infarziertes, murines Myokard injiziert. Die
anschlieBende immunohistochemische Analyse zeigte, dass die Donorzellen in das
umgebende Myokard migrierten und kardiomyozytire Marker wie Nkx2.5, Troponin
I und Myosin Heavy Chain (MHC) exprimierten. Hingegen wurde keine CD31-,
CD45- oder MyoD-Expression festgestellt.””

Stammzellen &ndern in vitro ihren Phédnotyp, was die Suche nach den
Kandidatenzellen erschwert. Fiir die ideale Stammzelltherapie wire es
wiinschenswert, eine Stammzellfraktion zu applizieren, deren Potential {iber die
Induktion einer lokalen Angiogenese hinausgeht. Ein struktureller und funktioneller
Ersatz von untergegangenem Myokard wiirde den optimalen Therapieerfolg
darstellen.

Damit derartige Kandidatenzellen friihzeitig erkannt und effektive selektiert werden
konnten, wére ein Indikator notwendig, der signalisiert, wann eine Zelle eine
kardiomyozytdre Transdifferenzierung durchlduft. Dies hitte den Vorteil, dass die
Zellen nach ihrer intrinsischen Transdifferenzierungskapazitét isoliert wiirden und

nicht zum Beispiel CD-Epitopprofile als Selektionskriterium benutzt werden miissten.

11



Eine Moglichkeit zur Detektion von spezifischen Zellpopulationen liefert die
Gentherapie mit der Reportergentechnologie. Durch die Kombination von
gewebsspezifischen Promotoren mit Fluoreszenzreportergenen werden spezifisch
Zellen markiert und konnen auf verschiedene Weise identifiziert werden. Das Mal} an

gemessener Fluoreszenz korreliert dabei mit der intrinsischen Genexpression.

1.3 Gentherapie

In der Gentherapie werden seit Jahren diverse Virusgattungen, unter anderem
Adenoviren und Lentiviren, als Vehikel zum Gentransfer in vitro und in vivo
eingesetzt.*” ' Die Grundidee des Gentransfers ist der Transport von
Nukleinsduresequenzen in Zielzellen. Diese Nukleinsduresequenz kodiert meist ein
Protein, das dann von den Zielzellen synthetisiert wird.*> * Das Protein kann
daraufthin im Wirt verschiedene diagnostische oder therapeutische Funktionen

erfillen.

1.3.1 Lentiviren

Lentiviren sind RNA-Viren und gehoren zur Gruppe der Retroviren. Bei
rekombinanten Retroviren wurden Abschnitte in der gag, pol oder env Region,
Abschnitte in denen viruseigene Gene kodiert werden, entfernt, sodass diese Viren
sich nicht replizieren koénnen.* Gleichzeitig wurde aufgrund der Verkleinerung des
Genoms die Immunogenitit der Viren verringert.

Das Virus dringt, vermittelt iiber eigene Rezeptorproteine wie gp120 und gp41, nach
Interaktion mit dem Wirtszellrezeptor (z. Bsp.: T-Helferzellrezeptor CD4) in die
Wirtszelle ein. Im Zytosol erfolgt die Transkription der Virus-RNA in Provirus-DNA,
vermittelt durch das virale Enzym reverse Transkriptase. Diese Provirus-DNA wird
durch das ebenfalls viral kodierte Enzym Integrase in das Wirtsgenom eingebaut. Die
Integration des Virusgenoms birgt die Gefahr von Mutationen falls es durch den
Einbau der Provirus-DNA zu einer Deaktivierung eines Tumorsuppressorgens oder
Aktivierung eines Protoonkogens kommt. Vorteile des Gentransfers mittels Lentiviren
sind die stabile Integration und damit die dauerhafte Expression des applizierten
Gens. Die geringe Immunogenitit der Lentiviren im Vergleich zu den Adenoviren ist

eine weiterer Vorteil fiir den in vivo Einsatz von Lentiviren.*” Im Jahr 1997 gelang der

12



Gentransfer mittels eines HIV-1 basierten Lentivirus in der Retina der Ratte, im Jahre
1998 der Transfer im Gehirn, Muskel und in der Leber. Dabei konnte gezeigt werden,
dass iiber einen Zeitraum von mindestens zwolf Wochen eine konstante Expression
des transferierten Gens bestand.*®®’ Lentiviraler Gentransfer eignet sich demnach fiir
eine langfristige Integration von Genen in das Wirtsgenom. Bis heute konnte eine
Vielzahl von Geweben infiziert werden. Lentiviren stellen daher eine sehr gute

Option zum experimentellen Gentransfer dar.

1.3.2 Reportergentechnologie auf Basis eines lentiviralen Vektors

Die Reportergentechnologie bietet eine Vielfalt von Einsatzmoglichkeiten. Ein Ansatz
ist die Infektion von Zellen vor experimentellen Transplantationen. Diese kdnnen

mittels Gentransfer markiert und anschlieend im Wirtsorganismus detektiert werden.

rev
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Abbildung 2: Die drei Plasmidkomponenten des verwendeten HIV-1 Vektorsystems.

A) Helferplasmid: Das Dreieck symbolisiert eine 33bp Deletion, im Bereich zwischen 5’-splice donor
Sequenz und dem Beginn der gag-Sequenz, die das Packsignal betrifft. Die Kéasten mit gezackten
Linien zeigen Abschnitte mit partiellen Deletionen. B) VSV-G Vektor (Envelope). C) Vehikelplasmid
(plasmid of interest): Vektor mit gag-Region und RRE-Kassette proximal des Reportergens.
Modifiziert nach Mochizuki et al.”'

Zugleich kann die Technologie genutzt werden, um die intrinsische Genexpression
von Zellen zu iiberpriifen oder gezielt die Expression bestimmter Gene in Zellen zu
regulieren. Auf Basis dessen konnen einzelne Zellfraktionen isoliert und weiter

analysiert werden. Unter welchen Bedingungen die Expression eines integrierten

13



Gens initiiert wird, hingt entscheidend von dem gentechnisch verdnderten Genom des
Lentivirus ab. Reiser et al. beschrieben die Gliederung eines rekombinanten HIV-1-
Genoms in drei Plasmide, die getrennt voneinander genetisch verdndert werden
konnten. Zwei der drei Plasmide kodierten spezifische, viruseigene Proteine, das
dritte Plasmid (plasmid of interest) kann als Vehikel fiir den Gentransfer (gene of
interest) genutzt werden.*°

Die in das Wirtsgenom integrierte DNA wird wie die zelleigene DNA transkribiert.
Abhdngig vom Promoter erfolgt die Transkription des Zielgens zell- oder
gewebsspezifisch. Anhand der unterschiedlichen Genexpression kdnnen heterogene

Zellpopulationen gemd3 der selektiven Reportergenexpression in  weitere

phénotypische Fraktionen gegliedert und Subpopulationen isoliert werden.

1.4 Kombination von Stammzell- und Reportergentechnologie

Fir die Identifizierung der optimalen Stammzellpopulation zur =zellbasierten
Myokardtherapie stellt die Reportergentechnologie eine hilfreiche Methode dar. Der
Einsatz von lentiviralen Konstrukten, die spezifisch Zellen markieren, die einen
kardiomyozytdren Phinotypus besitzen, stellt einen Ansatz zur Identifikation
geeigneter Stammzellen dar. Die parallele Verwendung von zwei lentiviralen
Konstrukten mit komplementirer Promoter- und Markerproteinkombination konnte
zusétzlich die Spezifitit der Ergebnisse erhohen. Als herzspezifische Proteine
kommen unter anderem Transkriptionsfaktoren und Bestandteile des Sarkomers in
Frage. Géngige fluoreszierende Markerproteine sind das enhanced green fluorescent

protein (eGFP) sowie als roter Fluoreszenzfarbstoff DsRed2.

1.4.1 Homeoboxgen und Transkriptionsfaktor Nkx2.5

Das Homeoboxgen Nkx2.5 (Synonym Csx) ist ein Vertreter der NK2-Klasse

. . . . 92.93
Homeoproteine und ein Analogon zum tinman-Gen der Drosophila melanogaster.”

Es kodiert einen Transkriptionsfaktor und friihen Marker kardialer Entwicklung.
Nkx2.5 ist in Mausembryos ab dem achten Tag im pridkardialen Mesoderm sowie im

94, 95

benachbarten Entoderm des Pharynx nachweisbar. Die Prdsenz von Nkx2.5 ist

essentiell fiir normale Ausreifung des embryonalen Herzens. Nkx2.5 ist insbesondere

14



bedeutend fiir die Bildung der Herzschleife und des Erregungsleitungssystems jedoch
nicht fiir die Ausdifferenzierung der Herzzelllinien selbst.”®

Homozygote Nkx2.5-Knockoutmausembryos starben noch vor Beendigung der
Herzformation. Zudem wurde die Expression von ANF, BNF, MLC-2v, N-myc und
MEF-2 herunterreguliert.”” ' Nkx2.5 ist auch fiir die Aufrechterhaltung des
Phénotyps des adulten Herzen mitverantwortlich. Im adulten Herzen der Ratte ist
ANF weiterhin ein Zielgen von Nkx2.5.°" 11- 102

Die hohe Gewebsspezifitit von Nkx2.5 macht es zu einem passenden Gen fiir die
Detektion kardiomyozytdrer Zellen. Eine Kombination mit einem Reportergen wiirde
einen Vektor ergeben, der nach Integration in das Genom der Wirtszelle eine Nkx2.5-

Expression der Zelle mit einem Fluoreszenzsignal anzeigt.
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Abbildung 3: Effekt von Nkx2.5 auf die Herzformierung.

Nkx2.5-K.0. hat einen inhibitorischen Effekt auf die Herzschleifenformierung in Mausembryos:
Normal im Wildtyp (+/+); keine Ventrikelseparierung im K.o. (-/-) Histologische Analyse embryonaler
Mausherzen: Vollstindige Gliederung des Herzens in Atria (LA, RA) und Ventrikel (LV, RV) im
Wildtyp; minimale Unterteilung in Atrium und Ventrikel im K.o. Modifiziert nach Tanaka et al.'”’

1.4.2 MLC-2v (Myosin-Leichtkette - ventrikuldirer Isotyp 2)

MLC-2v ist wesentlicher Bestandteil des Sarkomers. Die leichte Myosin-Kette 2
(MLC-2) ist eine essentielle Komponente der Myosin-Molekiile mit regulierender

Funktion bei der Bindung von Calcium. Nach dem Calcium gebunden hat, kommt es
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zur Aktivierung der schweren f-Myosinkettenuntereinheit (5-Myosin Heavy Chain —
B-MHC). Durch eine reversible Konformationsinderung im Halsbereich der B-MHC-
Untereinheit findet die Kraftiibertragung und die damit verbundene Verschiebung der
Filamente statt. Im transgenen Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die
Uberexpression von MLC-2v die Rate der Kontraktionszyklen in atrialen
Kardiomyozyten erhoht.

Dies konnte eine Erklarung fiir die grofere Kraftgeneration im Ventrikel im Vergleich

1% Die Isoform MLC-2v wird vor allem im Ventrikel und nur in

zum Atrium sein.
geringerem MaBe in Atrium und dem Ausflusstrakt exprimiert.'”> MLC-2v ist in
seiner Expression abhédngig von der Prisenz von Nkx2.5 und stellt einen der ersten

Marker fiir eine ventrikulire Differenzierung dar.'®

Aufgrund der eben genannten
Eigenschaften stellt MLC-2v eine weitere Option fiir die Reportergentechnologie zur

Detektion von kardiomyozytéiren Zellen dar.

Troponin T

Troponin C
JTroponin | -Tropomyosin

‘ Leichte Kette "h
| Schwere Kette des Myosine \\

des Myosins N
(B-MHC)

Dinnes Filament

Dickes Filament
A»

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Komponenten eines Sarkomers.
Hervorgehoben (Kreis) ist die Lokalisation der Myosin leichte Kette. Modifiziert nach Seidman und
Seidman.'”
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2. Zielsetzung

Adipose Tissue Derived Stem Cells (ADSCs) stellen eine neue Population von
adulten Stammzellen dar. Es wurde beschrieben, dass ADSC iiber eine multilineare
Differenzierungskapazitdt verfiigen. Am Mausmodell konnte die spontane
Differenzierung von Fettgewebsstromazellen in schlagende Herzmuskelzellen
beobachtet werden. Bisher gelang jedoch noch keine Isolierung und Expansion eines
entsprechenden humanen Phénotyps.

In der hier vorliegenden Dissertation wurde der Frage nachgegangen, ob in der
heterogenen Population der humanen ADSCs eine Fraktion von Zellen existiert,
welche die Fahigkeit besitzt, sich in kardiomyozytire Zellen zu differenzieren. Die
Grundlage dafiir war die Konstruktion zweier Lentiviren mit denen man in der Lage
ist, heterogene Zellpopulationen in vitro zu infizieren und darauthin kardiomyozytare
Fraktionen mittels eines DurchfluBzytometers maschinell aufzutrennen.  Die
anschlieBende Expansion und Analyse der isolierten Zellpopulationen sollte

Informationen iiber die jeweiligen Phénotypen liefern.
Folgende Fragestellungen werden in dieser Arbeit adressiert:
I. Ist es moglich durch den Einsatz von zwei lentiviralen Konstrukten eine

Fraktion von potentiellen kardiomyozytiren Zellen aus dem humanen

subkutanen Fettgewebe zu gewinnen?

2. Welche Eigenschaften adulter Kardiomyozyten besitzen die isolierten
Zellfraktionen?
3. Konnen die isolierten Zellen in vitro expandiert werden, ohne dabei den

kardiomyozytdren Phanotyp zu verlieren?
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3. Materialien und Methoden

3.1 Viruskonstruktion

Das Genom des HIV-1 basierten Lentivirus besteht aus drei Plasmiden; dem genetisch
verdnderten Plasmid (plasmid of interest) einem Helferplasmid (package plasmid),
welches Enzyme wie die Integrase kodiert und einem Hiillplasmid, welches das VSV-
G Glykoprotein kodiert.* Letztere wurden unverindert verwendet. Das dritte Plasmid
(pCMV-eGFP/pCMV-DsRed2) enthielt einen humanen Cytomegalieviruspromotor
(pCMV) und ein daran gekoppeltes Reportergen (eGFP oder DsRed2). Zusitzlich
kodierte es ein Ampicillinresistenzgen. Das Plasmid hatte eine GréBe von 9,6kbp und
enthielt das cis-aktivierende =~ Woodchuck-hepatitis-virus  post-transcriptional
Regulatory Element (WPRE), welches als Verstérker fiir die transgene Expression in
den Wirtszellen fungiert.'”” Im Bereich der Long Terminal Repeat Region (LTR), in
der Regulationsgene fiir die Transkription liegen, wurde die U3 Region (dU3)
entfernt, um die Replikationsfahigkeit des Virus aufzuheben.

Aus den vorliegenden Plasmiden pMLC-2v-SVOA, pNkx2.5-LacZ, pCMV-eGFP und
pCMV-DsRed2 wurden folgende konstruiert:

*  pNkx2.5-eGFP
* pMLC-2v-DsRed2

Dafiir mussten schrittweise die genannten Plasmide mittels
Restriktionsendonukleasen  gespalten und die Promoterfragmente  mittels
Gelelektrophorese vom restlichen Vektor getrennt werden. Dem schlossen sich
Extraktions- und Aufreinigungsschritte als Vorbereitung auf die Ligation der
Plasmide an. Mit dem Ligationsansatz wurden ultrakompetente E.coli-Stimme (XL-1
Blue oder XL-10 Gold, Stratagene, La Jolla, CA, USA) transfiziert, welche das
Ligationsprodukt replizierten. Ausgestrichen auf einer LB Agar Néhrbodenplatte
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) wurden die Bakterien {iber Nacht bei 37°C
inkubiert und am ndchsten Tag auf Kolonien untersucht. Entstandene
Bakterienkolonien wurden zur weiteren Expansion in LB Broth Nahrlosung (Sigma-
Aldrich) tiberfiihrt. Nach einem weiteren Tag der Inkubation wurden die Bakterien
lysiert, die Plasmid-DNA isoliert, durch Restriktionsendonukleasen gespalten und
durch eine Gelelektrophorese analysiert. Beim Vorliegen des gesuchten Klons wurde

eine weitere Kultur angelegt mit dem Ziel etwa 200-500pg Plasmid-DNA zu
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gewinnen, welche fiir die nachfolgenden Schritte der Virusherstellung notwendig
waren. Des Weiteren werden die einzelnen Schritte der Virusproduktion und der in

vitro Untersuchungen chronologisch dargelegt.

3.1.1 DNA/RNA-Konzentrationsbestimmung

Von der Probelosung wurden 2.2ul in 217,8ul molekularbiologischem Wasser
(Sigma-Aldrich) in einem 0,5ml Zentrifugenréhrchen (Eppendorf, Westbury, NY,
USA) verdiinnt. Fiir die Doppelbestimmungen wurden jeweils 100ul der verdiinnten
Probe auf eine 96-Lochplatte von BD Falcon™ (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA) gegeben. Als Nullwert wurde molekularbiologisches Wasser verwendet. Die
Messungen wurden mit einem pQuant 96-Lochplatten-Auslesegerdt (BIO-TEK
Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) bei 230, 260, 280 und 330 nm Wellenldnge
durchgefiihrt. Als Software wurde das KC4™-Programm (BIO-TEK Instruments,

Inc.) benutzt.

3.1.2 Plasmidspaltung

Fiir eine Plasmidspaltung wurden 0,5ul des Restriktionsenzyms mit dem optimalen
Reaktionspuffer zusammengebracht. Dabei wurde darauf geachtet, das Endvolumen

so gering wie mdglich zu halten, um die Reaktionseffizienz zu erhéhen.

Units  fiir
Enzym | Schnittstelle | Puffer | BSA | 1pg Hersteller

DNA/16h
Agel A/CCGGT 1 nein |1 New England Biolabs”
EcoRV | GAT/ATC 3 ja 0,5 New England Biolabs”
HindIIl | A/AGCTT 2 nein | 0,13 New England Biolabs”
Hpal GTT/AAC 4 nein | 0,25 New England Biolabs”
Nhel G/CTAGC 2 ja 0,25 New England Biolabs”
Notl GC/GGCCGC |3 ja 0,25 New England Biolabs”
Xbal T/CTAGA 2 ja 0,13 New England Biolabs”
Xhol | C/TCGAG 2 ja 0,13 Invitrogen”

Abbildung 5: Verwendete Restriktionsenzyme zur Klonierung der eingesetzten Plasmide.
Angabe von Schnittstellen, bevorzugter Reaktionspuffer, Verwendung von bovinem Serumalbumin
(BSA) im Reaktionsansatz und benétigte Units zur Spaltung von 1ug DNA pro 16h.
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Der Ansatz wurde bei 37°C fiir die berechnete Dauer in einem Thermocycler
(Eppendorf) inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Analyse mittels Gelelektrophorese.
Es wurden in Abhédngigkeit der Anzahl und GroBe der Plasmidfragmente zwischen

0,25-0,5pg Plasmid-DNA aufgetragen.

3.1.3 T4 DNA-Polymerase Reaktion

Fiir die Generierung von 3’-blunt Enden durch Auffiillung von 3’-Endiiberhdngen
wurde die DNA in einfachem T4 DNA Polymerase Reaktionspuffer in der Gegenwart
von 100uM dNTPs aufgelost. Es wurde eine Einheit T4 DNA Polymerase pro
Mikrogramm DNA eingesetzt. Der Reaktionsansatz wurde fiir 15 Minuten bei 12°C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Titrierung von EDTA bis zu einer Konzentration

von 10uMol und einem 20miniitigen Inkubationsschritt bei 75°C gestoppt.

3.1.4 Agarosegelelektrophorese

Vorbereitend wurden Stockldsungen von 50x TAE- oder zehnfachem TBE-Puffer
angesetzt. Ein Liter Gesamtvolumen des 50x TAE-Puffers setzte sich aus 242g Tris-
Base (890mM), 57,Iml Eisessig, 37,2g Na,EDTA2H,0 und molekularbiologischem
Wasser zusammen. Fiir den 10x TBE-Puffer wurden 108g Tris-Base (890mM), 55¢g
Borsdure (890mM), 40ml 0,5M EDTA (pH=8,0) mit molekularbiologischem Wasser
auf einen Liter gebracht. Der pH-Wert der Puffer wurde anschlieBend mittels 1N HCI
und 2N NaOH eingestellt. Als pH-Meter diente das Accumet” Model 15 (Fisher
Scientific International Inc.). Alle gelisteten Chemikalien wurden von Fisher (Fisher
Scientific International Inc.) bezogen.

Fiir die Herstellung des Agarosegels wurde die Stocklosung (TAE-/TBE-Puffer) auf
die einfache Konzentration verdiinnt. Pro Gel wurden je nach GréBe zwischen 15 bis
200ml an einfachem TAE- oder TBE-Puffer bendtigt und dafiir in einen
Erlenmeyerkolben iiberfithrt. Dem Puffer wurde, abhingig von der Grofe der zu
trennenden DNA-Fragmente, 0.8-1.5% Ultra Pure'™ Agarose (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, USA) beigemengt. Darauthin wurde der Ansatz kurz
geschwenkt und in einer Mikrowelle solange erhitzt bis die Losung klar wurde. Pro
100ml Agarose wurden 3ul Ethidiumbromidlosung (10mg/ml) (Invitrogen

Corporation) zur DNA-Markierung zugegeben. Die fliissige Agarose wurde mittels
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25ml Spacesaver' ™ Pipetten (BD Biosciences) in die Gelform gegossen und fiir 30

Minuten bei Raumtemperatur zum Polymerisieren stehengelassen.

3.1.5 Probenaufbereitung und Gellauf

Fiir analytische Gele wurden 0,25-0,51g an Proben-DNA aufgetragen, fiir Trenngele
bis zu 10ug DNA. Die besagte Menge DNA wurde mit zehnfachem Blue Juice™ Gel
Lade Puffer (Invitrogen Corporation) versetzt und danach mit molekularbiologischem
Wasser auf ein Volumen von 15-25ul fiir analytische und 80-120ul fiir priparative
Gele gebracht. Je nach GroBe des Gel wurden als Elektrophoresekammern die Joule
Box™ (Stratagene, La Jolla, CA, USA) oder Elektrophoresekammern von Fisher
Scientific mit dem Netzteil Modell 1000/500 von Bio Rad (Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen, Deutschland) verwendet. Die angelegte Spannung fiir kleine Gele
(15ml) betrug 100V bei einer Laufzeit von 25-30 Minuten. Bei groBen Gelen (200ml)
wurde eine Spannung von 200V bei einer Gellaufzeit von 60 bis 150 Minuten
angelegt. Zum Nachfirben wurden die Gele fiir fiinf bis zehn Minuten in einfachem
TAE-/TBE-Puffer zusammen mit 5-15ul Ethidiumbromidlosung gegeben und bei
60U/min auf einem Schiittler inkubiert. AnschlieBend wurde der Puffer abgegossen
und neuer einfacher TAE-/TBE-Puffer hinzugegeben, um das iiberschiissige
Ethidiumbromid auszuwaschen. Nach weiteren fiinf bis zehn Minuten auf dem
Schiittler wurde von dem Gel ein Foto angefertigt. Als Software diente Alphalmager

(Alpha Innotech Corporation, San Leandro, CA, USA).

3.1.6 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Die verwendeten Reagenzien entstammten dem Qiagen Mini Elute™ Gel Extraction
Kit (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA). Die Bande wurde mittels eines Skalpells aus
dem Gel geschnitten, in ein 1,5ml Zentrifugenréhrchen (Fisher Scientific International
Inc.) iiberfithrt und auf einer Feinwaage (Accu-124, Fisher Scientific International
Inc.) gewogen. Es wurde das dreifache Volumen des Gelfragments (100mg~100ul) an
Puffer QG hinzugegeben. Das Rohrchen wurde fiir zehn Minuten bei 50°C unter
gelegentlichem Vortexen inkubiert bis das Gelfragment komplett gelost war.
Darauthin wurde das einfache Volumen des Gelfragments an Isopropanol (Sigma-

Aldrich) addiert, der Ansatz geschiittelt, in eine QIAquick” Spin Saule tiberfiihrt und
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fiir 60 Sekunden bei 13.000U/min zentrifugiert. Der Durchsatz wurde verworfen.
Zum Entfernen eventueller Agarosereste wurden 500ul QG Puffer zur Séule
hinzugegeben und diese dann fiir 60 Sekunden bei 13.000U/min zentrifugiert. Zum
Waschen der Sdule wurden 750ul Puffer PE addiert und dann bei 13.000U/min fiir 60
Sekunden zentrifugiert. Der Durchsatz wurde verworfen, um anschliefend die Saule
bei gleichen Bedingungen erneut zu zentrifugieren. Die Séule wurde in ein neues
1,5ml Zentrifugenrdhrchen platziert. Zur Eluierung der DNA wurden 30ul Puffer EB
auf das Zentrum der QIAquick® Membran pipettiert. Nach einminiitiger Inkubation
bei Raumtemperatur wurde die Sdule erneut bei 13.000U/min fiir 60 Sekunden
zentrifugiert. Dieser Prozedur schlossen sich eine DNA-Konzentrationsbestimmung

und eine analytische Gelelektrophorese an.

3.1.7 DNA-Aufreinigung

Zur Aufreinigung von DNA nach enzymatischen Reaktionen wurde das Qiagen
QIAquick® PCR Purifikationskit (Qiagen Inc.) verwendet. Zur DNA-Probe wurde das
fiinffache Volumen an Puffer PB hinzugegeben. Der Ansatz wurde in eine QIAquick®
Spin Séule iiberfiihrt und fiir 60 Sekunden bei 13.000U/min zentrifugiert. Danach
wurden 500u] Bindungspuffer PB hinzugegeben und die Saule fiir 60 Sekunden bei
13.000U/min zentrifugiert. Der Durchsatz wurde entfernt. Es folgte ein Waschschritt,
bei dem 800pul Puffer PE addiert und anschlieBend die Séule bei 13.000U/min fiir 60
Sekunden zentrifugiert wurde. Der Durchsatz wurde verworfen und die Séule erneut
fiir 60 Sekunden bei 13.000U/min zentrifugiert, um Reste des Puffers PE zu
entfernen. Zur Eluierung wurde die Séule in ein neues 1,5ml Zentrifugenrdhrchen
platziert und 50ul Elutionspuffer EB auf die Membran der Séule pipettiert. Sdule und
Zentrifugenrdhrchen wurden erneut bei 13.000U/min fiir 60 Sekunden zentrifugiert.
Vom erhaltenen Eluat wurden 2,2ul fir die DNA-Konzentrationsbestimmung

verwendet. Die DNA-Proben wurden bei -20°C gelagert.

3.1.8 Herstellung von Agarplatten

Zwanzig Gramm LB Agar (Sigma-Aldrich) wurden in 500ml hochreinem Wasser
aufgelost und danach zum Autoklavieren fiir 45 Minuten auf 120°C erhitzt. Nachdem

der fliissige Agar auf 40°C abgekiihlt war, wurde unter sterilen Bedingungen
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Ampicillin (50mg/ml) hinzugeben und der Ansatz sorgfiltig gemischt. Anschlieend
wurden jeweils 10ml des Agars in eine sterile Nunc® Petrischale (Nalge, Nunc,
Rochester, NY, USA) gegeben und unter sterilen Bedingungen polymerisieren

gelassen. Die fertigen Platten wurden bei 4°C gelagert.

3.1.9 Plasmidligation und Transformation von E.coli
Bakterienstimmen

In einem 1,5ml Zentrifugenrdhrchen (Fisher Scientific International Inc.) wurden 50—
150ng Vektor zusammen mit dem DNA-Insert (3—9facher molarer Uberschuss), 10x
T4 DNA-Ligase Puffer (New England Biolabs” Inc.), 1pl T4 DNA-Ligase (New
England Biolabs®” Inc.) sowie molekularbiologischem Wasser (Sigma-Aldrich) auf
ein finales Ansatzvolumen von 20l gebracht. Verlangte es der Ligationsansatz wurde
Iul vorverdiinnter, reaktionspezifischer DNA-Adapter (eZclone Systems, New
Orleans, LA, USA) hinzugegeben. AnschlieBend wurde der Ansatz fiir 24 Stunden bei
4°C inkubiert. Alternativ wurden Ligationen mittels des Quick Ligation™ Kits (New
England Biolabs® Inc.) durchgefiihrt. Abweichend vom Herstellerprotokoll wurden
Vektormengen von bis zu 200ng pro Reaktion verwendet sowie die Inkubationszeit
von den empfohlenen fiinf Minuten auf bis zu vier Stunden bei Raumtemperatur
verlangert.

Fir die Transformationen wurden 50-100ul E.coli Bakterienzellsuspension der
Stamme XL-1 Blue oder XL-10 Gold (Stratagene, La Jolla, CA, USA) zunichst auf
Eis aufgetaut und dann in ein gekiihltes 14ml Falcon® Polypropylene Rohrchen (BD
Biosciences) tiberfithrt. Es wurden 1,7ul B-Mercaptoethanol (231pmol/l) (Sigma-
Aldrich) hinzu-pipettiert und bei gelegentlichem Schwenken fiir zehn Minuten auf Eis
inkubiert. Die Plasmid-DNA wurde hinzupipettiert und der Ansatz fiir weitere 30
Minuten auf Eis gelagert. Beim folgenden Hitzeschockschritt wurde das Réhrchen fiir
45 Sekunden in 42°C warmes Wasser getaucht und anschlieBend fiir zwei Minuten
auf Eis gekiihlt. Daraufhin wurden 900ul S.0.C. Medium (Invitrogen) zugefiigt und
das Rohrchen dann fiir 90 Minuten bei 37°C und 250U/min in einen Schiittler (Sanyo-
Gallenkamp, Loughborough, GroBbritannien) gestellt. Es wurden 100-200ul der
Zellsuspension auf Agarplatten, welche als Selektionsfaktor Ampicillin (50mg/ml)

enthielten, mittels eines feuersterilisierten Hakens ausgestrichen und iiber Nacht bei
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37°C invers in einen Inkubator gestellt. Parallel zu dem Versuch wurde eine
Kontrolltransformation unter Verwendung des pUCI19-Plasmids (Stratagene)

durchgefiihrt.

3.1.10 Expansion und Glycerolstocks der Bakterienkolonien

Fir eine weitere klonale Expansion der Bakterien, wurde mittels einer
feuersterilisierten Ose vorsichtig die gewiinschte Bakterienkolonie von der Agarplatte
gestrichen und in ein 14ml Falcon® Polypropylene Réhrchen (BD Biosciences)
iiberfithrt. Als Kulturmedium dienten 2ml autoklavierte LB Broth Ldosung (Acros
Organics B.V.B.A, Geel, Belgien) versetzt mit 50mg/ml Ampicillin. Der Ansatz
wurde liber Nacht auf einem Schiittler (Sanyo-Gallenkamp) bei 37°C und 250U/min
inkubiert. Am néchsten Tag wurden 1,5ml Suspension fiir die Plasmidextraktion
sowie 0,5ml fiir die Glycerolstocks abgenommen. Die verbliebene Suspension wurde
bis zu einer Woche lang bei 4°C gelagert oder als Bakterienstockldosung eingefroren.
Zum Einfrieren von Bakterienklonen wurde eine 60%ige Glycerollosung angesetzt
und dann im Verhéltnis von 1:1 mit der Bakteriensuspension gemischt. Abgefiillt in

Nunc® Kryorshrchen (Nalge) wurden die Proben in fliissigem Stickstoff gelagert.

3.1.11 Plasmidextraktion (Miniprep)

Zur Extraktion wurde das QIAGEN® Plasmid Mini Kit (Qiagen Inc.) verwendet. Das
Protokoll des Herstellers wurde hierfiir modifiziert. Von der liber Nacht inkubierten
Bakteriensuspension wurden 1,5ml in ein 1,5ml Zentrifugenréhrchen (Fisher
Scientific International Inc., Hampton, NH) {iberfithrt und fiir 30 Sekunden bei
13.000U/min in einer Eppendorf 5415C Zentrifuge (Eppendorf) zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen und das Zellpellet mit 250ul Puffer
P1 resuspensiert. Nach Zugabe von 250ul Lysispuffer P2 wurde das
Zentrifugenrdhrchen mehrfach geschiittelt und fiir vier Minuten bei Raumtemperatur
stehengelassen. Zum Stoppen der Reaktion wurden 350ul des Neutralisationspuffer
N3 hinzupipettiert. Das Zentrifugenrohrchen wurde sofort mehrfach geschiittelt,
woraufhin sich ein weilles Prézipitat bildete. Der Ansatz wurde fiir 30 Minuten bei
13.000U/min zentrifugiert. Es formte sich ein kompaktes, weilles Pellet. Der

Uberstand wurde in eine QIAprep® Spin Siule pipettiert, welche dann bei
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13.000U/min fiir eine Minute zentrifugiert wurde. Der Durchsatz wurde verworfen.
Das weitere Protokoll entspricht dem der DNA-Aufreinigung ab dem Schritt der
Zugabe des  Puffers PB. Der  Extraktion schlossen sich  eine
Konzentrationsbestimmung, eine  Kontrollspaltung und eine analytische

Gelelektrophorese an.

3.1.12 Plasmidextraktion (Maxiprep)

Fiir die spétere Virusherstellung wurden 250pg DNA pro Plasmid benétigt. Damit
diese Menge an Plasmid-DNA gewonnen werden konnte, wurden 200ul der oben
beschriebenen Bakteriensuspension in 200ml LB Broth (Acros Organics B.V.B.A)
mit 50mg/ml Ampicillin pipettiert. Der Ansatz wurde iiber Nacht bei 37°C und
250U/min in einem Schiittler inkubiert. Am néchsten Tag wurde das Volumen auf
vier 50ml Corning® Zentrifugenréhrchen (Fisher Scientific International Inc.) verteilt
und fiir 15 Minuten bei 4°C und 3400U/min in einer Centra GP8R Zentrifuge
(International Equipment Company, Chattanooga, TN, USA) zentrifugiert. Fiir die
Extraktion wurde das Qiagen Endofrec® Plasmid Maxi Kit (Qiagen Inc.) benutzt. Der
Uberstand wurde verworfen und die vier Pellets in 10ml Puffer P1 resuspensiert. Vor
Beginn der Prozedur wurde RNase A zum Puffer P1 hinzugegeben. Zur Suspension
wurden 10ml Lysispuffer P2 hinzugegeben, der Ansatz griindlich geschiittelt und bei
Raumtemperatur fiir vier Minuten stehengelassen. Zum Stoppen der Reaktion wurden
10ml auf Eis gekiihlten Neutralisationspuffers P3 zum Ansatz gegeben, vermengt und
daraufhin das gesamte Volumen in das QIAfilter” Cartridge iiberfiihrt. Der Ansatz
wurde bei Raumtemperatur fiir zehn Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde das
Lysat in ein neues 50ml Corning® Zentrifugenrohrchen (Fisher Scientific
International Inc.) filtriert. Zum Entfernen des verbliebenen Endotoxins wurden 2,5ml
Puffer ER zum Lysat gegeben, das Rohrchen geschiittelt und fiir 30 Minuten auf Eis
gelagert. Wihrenddessen wurde eine QIAGEN-tip® 500 Siule mittels 10ml Puffer
QBT equilibriert. Der Ansatz wurde dann auf die Siule gegeben. Nachdem das
Volumen durchgelaufen war, erfolgten zwei Waschschritte wobei jeweils 30ml Puffer
QC zur Saule hinzugegeben wurden. Zum Eluieren der DNA wurde die Séule in ein
neues 50ml Corning” Zentrifugenrohrchen gestellt und 15ml Puffer QN addiert. Die
DNA wurde mittels 10,5ml Isopropanol (Sigma-Aldrich) prézipitiert. Der Ansatz

wurde dazu bei 3400U/min fiir 90 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
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vorsichtig abgenommen und 5ml Endotoxin freies 70% Ethanol zum Pellet zugefiigt.
Das Pellet wurde dann erneut bei 3400U/min fiir 90 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen ohne dabei das Pellet zu stdren. Das Pellet wurde fiir 10
Minuten an der Luft trocknen gelassen und darauthin in 500ul Endotoxin freiem
Puffer TE aufgelost. Es wurde die DNA-Konzentration bestimmt und eine
Kontrollspaltung mit anschlieBender Gelelektrophorese durchgefiihrt. Die DNA
wurde bei -20°C gelagert.

3.1.13 Restriktionsstrategie

Fiir die Restriktionsansitze wurden zwischen drei bis zehn Mikrogramm Plasmid-
DNA verwendet. Das den Nkx2.5-Promoter enthaltende Plasmid (pNkx2.5-LacZ;
pBluescript) wurde schrittweise mit den Restriktionsenzymen Notl und Xbal
gespalten. Das zweite Plasmid, welches den MLC-2v-Promoter enthielt (pMLC-2v-
SVOA), wurde zundchst mit dem Restriktionsenzym HindIIl zwischen der CMV-
Promoterregion und dem eGFP-Gen gespalten. Danach wurde das 5°-Ende des
pMLC-2v-SVOA-Plasmids in einem weiteren Schritt durch das Enzym T4 DNA-
Polymerase (New England Biolabs™) zu einem Bluntend aufgefiillt. Mittels eines
PCR Purifikationskits (Qiagen) wurde die Plasmid-DNA aufgereinigt. Dem folgte der
abschlieBende Spaltungsschritt mit dem Restriktionsenzym Xbal. Zur Kontrolle der
Spaltungen und zur Auftrennung der DNA-Fragmente wurden
Agarosegelelektrophoresen durchgefiihrt.

Die beiden Zielvektoren pCMV-eGFP und pCMV-DsRed2 wurden mit den
Restriktionsenzymen Nhel und Hpal gespalten. AnschlieBend wurde mittels
Agarosegelelektrophorese das Gerlist des Plasmids vom Cytomegalieviruspromoter
(pCMV) getrennt. Die oben genannte Promoter-DNA sowie der Vektor wurden mit
einem Skalpell als Gelblock aus dem TBE-Agarosegel geschnitten, gewogen und
danach unter Verwendung eines Gelextraktionskits (Qiagen) aufgereinigt.

Im Ligationsansatz wurde die Promoter-DNA mit dreifacher molarer Konzentration
gegeniiber der Vektor-DNA zusammengebracht. Bei der Ligation von Nkx2.5 und
dem eGFP enthaltenden Vektor wurde zusitzlich ein EcorV-Notl-Adapter (eZ

Clones, New Orleans, LA) verwendet.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Einzelschritte zur Klonierung der Vektoren.

A) Klonierung des Vektors MLC-2v-DsRed2 auf Basis der Plasmide pMLC-2v-SVOA (linker Arm)
und pCMV-DsRed2 (rechter Arm). B) Einzelschritte zur pNkx2.5-eGFP-Klonierung auf Basis der
Plasmide pNkx2.5-LacZ (linker Arm) und pCMV-eGFP (rechter Arm).
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3 kbp

0,5 kbp

Abbildung 7: Auftrennung der Plasmid-DNA nach enzymatischer Spaltung.

Links) Plasmid pMLC-2v-SVOA nach Spaltung mit HindIII und Xbal mit MLC-2v-Promoter (*) und
Plasmidgeriist (Bande bei 4 kbp). Gelelektrophoretische Auftrennung der Plasmid-Fragmente des
Plasmids pMLC-2v-SVOA nach einer Spaltung mittels der Restriktionsendonukleasen HindIII und
Xbal. Rechts) Nach Gelextraktion; die mit (*) markierte Stelle entspricht der Hohe in der sich die
pMLC-2v-DNA (257bp) nach einer Auftrennung befand.

AnschlieBend wurde den Proben je 500ng Plasmid-DNA fiir die Gelelektrophorese
entnommen. Die erhaltenen Bandenmuster stimmten mit den vorher berechneten
GroBen der einzelnen Fragmente iiberein. Auf Basis vorhandener Restriktionskarten
fiir die Ausgangsplasmide wurden die Restriktionsendonukleasen ausgewéhlt, um ein
charakteristisches Bandenmuster in der anschlieBenden Gelelektrophorese zu

crzecugen.

Abbildung 8: XL-10 E.coli transformiert mit pNkx2.5-eGFP und expandiert auf Agarplatten.

Ein Mikroliter Plasmid-DNA-L&sung enthielt 10ng DNA; 50 ul E.coli Bakteriensuspension wurden
nach Inkubation mit der Plasmidlosung mit einem feuersterilisierten Haken ausgestrichen. Die
Agarplatten beinhalteten 50ug/pul  Ampicillin-Antibiotikum im Agar (Fisher Scientific) als
Selektionszusatz.
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Das Plasmid pNkx2.5-eGFP wurde demnach zum einen mit den Enzymen HindIII
und Agel (1,5kbp; 1,5kbp; 3,7kbp; 5,8kbp) als auch parallel dazu mit HindIIl und
Xhol (0,7kbp; 1,5kbp; 4,5kbp; 5,8kbp) in jeweils vier Fragmente (GroBe der
Fragmente in kbp) gespalten. Das Plasmid pMLC-2v-DsRed2 wurde mit dem Enzym
HindIII gespalten (0,8kbp; 1,3kbp; 1,5kbp; 5,8kbp).

4kbp
3kbp
2kbp
1.5kbp

1kbp

0,5kbp

Abbildung 9: Restriktionsanalyse der Plasmide pNkx2.5-eGFP und pMLC-2v-eGFP.

Links) Spaltung des Plasmids pNkx2.5-eGFP durch die Enzyme Agel und HindIII (mittlere Spur,
beachte Doppelbande bei 1,5kbp) und Xhol und HindIII (rechte Spur). Rechts) Spaltung des Plasmids
pMLC-2v-DsRed2 durch das Enzym HindIII.

3.1.13 Plasmidsequenzierung

Das erste Primerpaar wurde anhand der vorliegenden Vektorkarte fiir die beiden
Vektoren pCMV-eGFP und pCMV-DsRed2 ermittelt. Die Primer wurden iiber die
Firma Invitrogen bezogen (Sequenzen siche Abbildung 10). Die Proben wurden wie
folgt fiir das Sequenzieren vorbereitet. In einem 0,2ml Zentrifugenréhrchen
(Eppendorf) wurden 400ng Plasmid-DNA in molekularbiologischem Wasser
aufgenommen und zusammen mit dem Primer auf sechs Mikroliter Gesamtvolumen
gebracht. Die Endkonzentration des Primers im Ansatz betrug 5-7pmol/l. Die Proben

wurden in der Abteilung fiir Gentherapie der Tulane University sequenziert.
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Primer- | Sense 5°-3° Antisense 5°-3°

paar

1 GGAATAGAAGAAGAAGGTGG | CCACATAGCGTAAAAGGAGC
2 CGTTGGAAGGTGCTTTGGG GGACACGCTGAACTTGTGG

3 TTTGGACTGCTTGGAGAGGG | AAGTCTGCCTAAGATAGCC

Abbildung 10: Primer zur Sequenzierung der Plasmide pNkx2.5-eGFP und pMLC-2v-DsRed2.
Die erhaltenen Sequenzen wurden unter Verwendung der Software SeqManIl™
(DNASTAR Inc.) zusammengesetzt. Das Primerpaar #2 und #3 fiir die Sequenzierung
des Plasmids pNkx2.5-eGFP wurden auf Basis der gewonnenen Sequenzen erstellt.

Die Sequenzierungsstatistik der beiden Plasmide ist in Abbildung 10

nachzuvollziehen.

Plasmidbezeichnung pNkx2.5-eGFP | pMLC-2v-DsRed2
Gesamtlinge aller Sequenzen: 5269 Basen 2106 Basen
Durchschnittliche Lange/Sequenz: 878 Basen 1053 Basen
Absolute Lange der Konsensussequenz: | 4177 Basen 1141 Basen

Oberer Strang: 3 Sequenzen 1 Sequenz

Unterer Strang: 3 Sequenzen 1 Sequenz

Gesamt: 6 Sequenzen 2 Sequenzen

Abbildung 11: Sequenzierungsdaten der Plasmide pNkx2.5-eGFP und pMLC-2v-DsRed2.
Das Plasmid pNkx2.5-eGFP wurde in drei Sequenzierungsschritten, das Plasmid pMLC-2v-DsRed2 in
einem Sequenzierungsschritt analysiert.

Es wurden drei Schritte zur Sequenzierung der Insertionsstelle des Plasmids
pNkx2.5-eGFP durchgefiihrt. Fiir die Analyse des Plasmids pMLC-2v-DsRed2
geniigte ein Sequenzierungsschritt (Insert 250bp versus 3,4kbp). Die erhaltenen
Sequenzen wurden mittels EditSeq “-Software  zusammengefiihrt.  Die
Konsensussequenzen wurden mit denen der Genom-Datenbank des National Center
for Biotechnology Information (NCBI) verglichen. Die erhaltenen Sequenzen

stimmten mit den beim NCBI eingetragenen Nkx2.5/MLC-2v-Sequenzen iiberein.
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Abbildung 12: Sequenzierungsrohdaten in der Insertionsstelle des Plasmids MLC2v-DsRed2.
Sequenzabschnitt des Plasmids pMLC-2v-DsRed2; unklare Nukleotidabschnitte konnten auf Basis der
* abi-Dateien und SeqManlITM-Software (DNAstar Inc., WI, USA) korrigiert werden.

3.1.14 Transfektion von 293T Zellen und
Viruskonzentrationsbestimmung

Fiir die Herstellung lentiviraler Vektoren wurden 293T Nierenkarzinomzellen
(Invitrogen) mit den drei kodierenden Plasmiden mittels
Calciumphosphatprézipitation transfiziert. Fiir das Verfahren wurden in zehn 150mm
Kulturschalen (Nunc) je 8 x 10° 293T Zellen ausgesit. Als Medium dienten 25ml
Dulbecco’s Modification of Eagle's Medium (DMEM; Mediatech, Herndon, VA,
USA) mit zehn Prozent FBS (Atlanta Biologicals, Norcross, GA, USA), einem
Prozent L-Glutamin und einem Prozent Penicillin/Streptomycin). Die Zellen wurden
fiir 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Bei 35% Konfluenz der 293T Zellen wurde mit der
Transfektion begonnen. Zunédchst wurden 25ul 25mM Chloroquin (Sigma) in jede
Kulturschale hinzugegeben. Der Transfektionsansatz wurde in einem konischen 50ml
Zentrifugenrohrchen (Falcon) vorbereitet. Es wurden 5ml steriles Wasser in das
Zentrifugenrhrchen gefiillt und darauthin  140pg  des pCD/NL-BH*AAA
Helferplasmids, 70pug des pLTR-G Envelope-Plasmids, 210pg des Vektorplasmids
sowie 3890ul 2M CaCl, hinzupipettiert. Das Ansatzvolumen wurde mit sterilem
Wasser auf 30ml gebracht und dann gemischt. Vom Ansatz wurden dann 15ml in ein
neues S50ml Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt und 15ml zweifache Hanks Balanced Salt
Solution (HBSS) (Mediatech) hinzugegeben. Pro Kulturschale wurden 6ml Medium

benoétigt. Dieser Schritt wurde fiir die librigen Kulturschalen wiederholt, woraufhin
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diese dann iiber Nacht in einem Inkubator gelagert wurden. Nach 12-18 Stunden
wurde das Medium gewechselt. Als Kulturmedium wurde DMEM (Mediatech) mit
zehn Prozent FBS (Atlanta Biologicals), einem Prozent L-Glutamin und einem
Prozent Penicillin/Streptomycin (beides Mediatech) verwendet. Weitere 48-60
Stunden spiter wurde das virushaltige Medium abgenommen und bei 450U/min fiir
fiinf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde mittels eines 0,45um Polysulfon
Filter steril filtriert und anschlieBend bei -80°C gelagert. Zur Konzentrierung des
Lentivirusiiberstandes wurden 30ml in ein Ultrazentrifugenrohrchen (Beckman
Coulter, Inc., Fullerton, CA, USA) gegeben und bei 25.000U/min und 4°C fiir zwei
Stunden zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und die
Ultrazentrifugenrohrchen fiir zwei Minuten zum Lufttrocknen gelagert. Damit sich
das Pellet im Rest des Mediums auflésen konnte, wurden die
Ultrazentrifugenrohrchen bei 4°C fiir etwa zwei Stunden gelagert. Zur Titrierung
wurden 5x10* humane Osteosarkomzellen (HOS, Invitrogen) mit verschiedenen
Konzentrationen der lentiviralen Vektoren zusammengebracht, nachdem sie mit 2,5U
RNase-free DNase [ (Takara, Pittsburgh, PA, USA) fiir 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert wurden.

Zu erkennen war sowohl eine proportionale Zunahme der Anzahl an fluoreszierenden
Zellen, als auch eine Rechtsverschiebung der Fluoreszenzintensititen. Zur
Berechnung der Transduktionseinheiten/ml (durchschnittlich 1-2x 10° TU/ml) wurde
folgende Formel angewandt:

TU/ml = Zellzahl zum Zeitpunkt der Transduktion * rel. Anteil an fluoreszierenden Zellen*Verdiinnungsfaktor

100
3 1/28.001 S 1/28.002 3 1/28.003
o] 2] 3
L
I M1
TP T T
10" 102 108 10t

Abbildung 13: FACS-Analyse von HOS-Zellen 48h nach Infektion mit pMLC-2v-DsRed2.
Links) 0,5pl; Mitte) Spl und rechts) 50pl pMLC-2v-DsRed2-Viruskonzentrat. Gemessen wurde die
rote Fluoreszenz (rFP; DsRed2) bei 594nm Wellenldnge (Texas Red).
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3.2 Etablierung und Validierung der lentiviralen Konstrukte

3.2.1 Quantifizierung der lentiviralen Integrationseinheiten

Eine Million HOS-Zellen wurden bei 1500U/min fiir zehn Minuten zentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und das Pellet in 200pul Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline (DPBS) (Mediatech) resuspensiert. Die aufgelisteten Materialen entstammten
dem Qiagen DNeasy” Kit (Qiagen Inc.). Um RNA-freie DNA zu erhalten wurden 4l
RNase A (100mg/ml) zum Ansatz pipettiert und fiir zwei Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgte die Zugabe von 20ul Proteinase K und zur Lyse
der Zellen 200ul Puffer AL. Der Ansatz wurde umgehend geschiittelt und bei 70°C
fiir zehn Minuten inkubiert. Zum Ansatz wurden 200ul molekularbiologisches
Ethanol (Sigma-Aldrich) hinzugegeben und griindlich geschiittelt. Der gesamte
Ansatz wurde in eine DNeasy” Spin Siule iiberfithrt, welche daraufhin bei
13.000U/min fiir 60 Sekunden zentrifugiert wurde. Durchsatz und Sammelréhrchen
wurden verworfen und die Sdule in ein neues Sammelrdhrchen platziert. Beim ersten
Waschschritt wurden 500ul Puffer AW1 zur Sdule hinzugegeben. Die Sdule wurde
dann bei 13.000U/min fiir 60 Sekunden zentrifugiert. Erneut wurde das
Sammelrohrchen ausgetauscht. Beim zweiten Waschschritt wurden 500ul Puffer
AW?2 zur Saule hinzupipettiert mit anschlieBender dreiminiitiger Zentrifugation bei
13.000U/min. Die Sdule wurde dann in ein neues 1,5ml Zentrifugenréhrchen (Fisher
Scientific International Inc.) platziert und 200ul Elutionspuffer AE auf das Zentrum
der DNeasy“-Membran pipettiert. Nach einminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur
wurde die Sdule abschlieend bei 13.000U/min fiir 60 Sekunden zentrifugiert. Bei
Bedarf wurde der Elutionsschritt wiederholt. Als ndchster Schritt wurde die DNA-
Konzentration mittels eines auf der Hoechst-Firbung basierenden DNA-
Quantifikationskits (BioRad) bestimmt. Die Real-time PCR wurde mittels eines ABI
PRISM 7700 Sequenz Detektors (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) in
einem Gesamtvolumen von 50ul durchgefiihrt. Der Ansatz enthielt 25ul TagMan
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 50ng genomische DNA und 10pM
des sense- und antisense-Primers und der Probe, die mit dem partiell deletierten gag-
Gen, das in jedem Vektor enthalten war, korrespondierte.

Die Sequenzen waren wie folgt:
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e 5-TTCGCAGTTAATCCTGGCCT-3’ (forward primer),
* 5-GCACACAATAGAGGACTGCTAATTGTA-3’ (reverse primer),
* 5 -FAM-TAGAGACATCAGAAGGCTGTAGACAAA-3’ (Probe).

Das Thermoprofil bestand aus initialen zwei Minuten bei 50°C, zehn Minuten bei
95°C und 40 Zyklen bei 95°C fiir 15s und 60°C fiir jeweils eine Minute.
Verdiinnungsreihen des pCMV-eGFP/pCMV-DsRed2-Plasmids wurden angefertigt,
um Standardkurven zu erstellen. Die Menge an genomischer DNA in den jeweiligen
Reaktionen wurde durch eine parallel laufende PCR bestimmt. Die Daten wurden
mittels der Sequence Detector Software Version 1.7 (Applied Biosystems)
ausgewertet. Anhand der Ermittlung der Transduktionseinheiten konnten fiir die
weiteren Experimente die Viruskonzentrationen so adaptiert werden, dass gleiche
Virusvolumen auch gleiche Viruskonzentrationen bedeuteten.

Die Daten zeigten eine direkt proportionale Beziehung zwischen der Anzahl der
Integrationseinheiten und eingesetztem Virusvolumen. Es wurde eine Viruslast von
1,0 (5ul) und 7,8 (40ul) Viruskopien fiir den Lentivirus mit pNkx2.5-eGFP
beziehungsweise 1,7 (5ul) und 21,7 (40ul) Viruskopien pro Zelle fir pMLC-2v-
DsRed?2 ermittelt.

Genomische Integration der lentiviralen
Konstrukte in HOS-Zellen

25 ~

20 A

. 15 1
Integrations-

einheiten/Zelle
10

5 -
0
5 40 5 40
pNkx2.5-eGFP pMLC-2v-DsRed2

Volumen der lentiviralen Konstrukte in HI/ml Medium

Abbildung 14: Q-PCR-Analyse zur Ermittlung von Virusintegrationseinheiten.
Infektion von HOS-Zellen mit 5ul und 40pl Virusvolumen pNkx2.5-eGFP und pMLC-2v-DsRed2.
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3.2.2 Gewinnung von humanen ADSCs

Das Fettgewebe wurde dem Labor durch die Sektion fiir Plastische Chirurgie der
Tulane Universitdt, New Orleans zur Verfligung gestellt. Das Gewebe stammte von
Patienten beider Geschlechter im Alter von 30-65 Jahre.

Das Fettgewebe wurde mittels einer Schere zerkleinert, mit Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline (DPBS) (Mediatech) gewaschen und anschlieBend mit 25mg
Collagenase VIII pro Gramm Fett sowie SmM CaCl, (beides Sigma-Aldrich) als
Kofaktor versetzt. Mittels DPBS auf 20ml Gesamtvolumen aufgefiillt, wurde die
Suspension in einem 50ml Corning® Zentrifugenrhrchen (Fisher Scientific
International Inc.) auf einem Wipptisch bei 37°C fiir 90 Minuten inkubiert. Die
resultierende Zellsuspension wurde filtriert (Porengrofle: 100um), wobei das Filtrat in
einem neuen 50ml Zentrifugenrbhrchen aufgefangen und mit 40ml HBSS
(Mediatech) versetzt wurde. Die Suspension wurde bei 500U/min fiir zehn Minuten
zentrifugiert. Zwei weitere Waschritte mit je 20ml HBSS und fiinf Minuten
Zentrifugation schlossen sich an. Zuletzt wurde das Pellet in alpha-Modification of
Eagle's Medium (o-MEM, Mediatech) resuspensiert, die Zellzahl bestimmt und
anschlieBend in T75 Zellkulturflaschen (Nalge) ausgesdt. Beim Erreichen von 70—
80%iger Konfluenz wurden die Zellen trypsinisiert, in Kryorohrchen tiberfiihrt und in

fliissigem Stickstoff gelagert.

Abbildung 15: Humane Fettgewebsprobe nach den ersten Waschschritten.
Die Probe wird zunéchst von Blut- und Gewebsresten gesdubert und dann mittels Skalpell/Schere in
wenige Millimeter grofe Stiickchen zerkleinert.



3.2.3 Extraktion neonataler Rattenkardiomyozyten

Schwangere Ratten wurden von der Firma Charles River bezogen. Die Verwahrung
erfolgte in den Rédumen des Tulane Vivarial Sciences Centers. New Orleans, LA,
USA. Die Tierversuche wurden gemil der Vorschriften des Institutional Animal Care
and Use Committee (IACUC) durchgefiihrt (IACUC Protocol #C157-B13.02-62). Ein
bis zwei Tage nach Geburt des Nachwuchses wurde die Extraktion durchgefiihrt. Die
Totung der Rattenmutter erfolgte durch COs-Intoxikation, der Nachwuchs wurde
mittels chirurgischer Schere dekapitiert. Eine Ratte gebar zwischen 13-18
Rattenjungen. Unter Verwendung des Worthington Neonatal Rat Cardiomyocyte
Extraktionskits (Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ, USA) wurde
die Extraktion der Kardiomyozyten durchgefiihrt. Die Prozedur wurde in zwei
Schritten an zwei aufeinander folgenden Tagen durchgefiihrt.

Die Extraktion der Herzen erfolgte unter sterilen Bedingungen. Nach der Dekapitation
der Rattenjungen wurde mit einer chirurgischen Schere der Thorax erdffnet, das
schlagende Herz herausgenommen und in eine auf Eis gelagerte Sechslochplatte mit
HBSS (Mediatech) tiberfiihrt. Die einzelnen Rattenherzen wurden schrittweise in den
einzelnen Lochungen gewaschen, anschlieBend in eine auf Eis gekiihlte Petrischale
(Nalge), gefiillt mit HBSS, tberfiihrt. Mit einer Schere wurden Herzen in etwa ein
Kubikmillimeter groe Stiicke zerkleinert. Die Herzen wurden zweimal mit je 10ml
HBSS gewaschen. Es wurde HBSS hinzugegeben bis das Gesamtvolumen in der
Petrischale etwa 9ml betrug. Daraufthin wurde 1ml Trypsin (im Kit enthalten)
hinzupipettiert und der Inhalt der Petrischale griindlich gemischt. Die
Endkonzentration von Trypsin betrug 50pg/ml. Die Petrischale wurde fiir 16-20h bei
4°C inkubiert.

Am néchsten Tag wurden die Herzen zunichst auf Eis gelagert und dann unter
sterilen Bedingungen weiterverarbeitet. Der Inhalt der Petrischale wurde in ein 50ml
Zentrifugenrdhrchen iiberfithrt. Durch Zugabe von Trypsininhibitor wurde der
enzymatische Verdauungsprozess gestoppt. AnschlieBend wurde der Inhalt des
Zentrifugenrdhrchens im Wasserbad auf 33-37°C erwdrmt. Fiir den néchsten
Verdauungsschritt mit dem Enzym Kollagenase wurde ein Fldaschchen des Enzyms
mit 5ml Leibovitz™ L-15 (beides im Kit enthalten) rekonstituiert. Der Inhalt des

Flaschchens wurde in das Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt. Das Zentrifugenrdhrchen

36



wurde geschiittelt und auf einem Wipptisch bei 6U/min bei 37°C fiir 45 Minuten
inkubiert.

Die folgenden Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt: Der Inhalt des
Zentrifugenrohrchens wurde zum mechanischen Zerkleinern zehnmal in einer 10ml
Pipette (Fisher Scientific Inc.) aufgezogen. Das Zentrifugenrohrchen wurde fiir fiinf
Minuten stehengelassen damit sich die Gewebsreste setzen konnten. Der Uberstand
wurde darauthin durch einen steriles Sieb (im Kit enthalten) filtriert. Die im Sieb
verbliebenen Gewebsreste wurden in Leibovitz-Medium™ resuspensiert, dann in die
gleiche 10ml Pipette aufzogen, um diese weiter zu zerkleinern. Anschliefend wurde
der Filtrierungsvorgang wie oben beschrieben wiederholt. Das Filtrat wurde fiir 20
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um restliches Kollagen zu zersetzen. Der
Ansatz wurde danach fiir fiinf Minuten bei 150U/min zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Zellpellet anschlieBend in Leibovitz' -Medium resuspensiert. Es
wurden 1,25x10° Zellen/cm® in T75 Zellkulturflaschen ausgesit, welche zuvor mit
einer Gelatin- und Fibronektinlosung (Sigma) beschichtet wurden. Nach 24h

Inkubation bei Standardbedingungen wurde mit den Experimenten begonnen.

3.2.4 Kontrollinfektionen zur Validierung der HIV-1 basierten
Lentiviren

Zur Ermittlung der Spezifitit der Viren wurden Zellen verschiedener Gewebe als
Positiv-und Negativkontrollen verwendet. Primére neonatale Rattenkardiomyozyten
(NRCM) wurden als Positivkontrolle und murine Pankreasendothelzellen
(ATCC2279) als Negativkontrolle eingesetzt. NRCM exprimieren sowohl den
Transkriptionsfaktor Nkx2.5 als auch das Protein MLC-2v als Teil des Sarkomers.
Hingegen exprimieren murine Pankreasendothelzellen (EC) keines der beiden
Produkte. Zusitzlich wurde ein weiterer Lentivirus als Kontrolle hinzugezogen.
Dieser enthielt ein Plasmidkonstrukt, in welchem ein Cytomegalieviruspromoter die
Expression des Fluoreszenzfarbstoffes eGFP kontrollierte (pCMV-eGFP). Durch
diesen Promotor wird nachdem der Virus in die Wirtszelle eingedrungen und das
Virusgenom im Genom des Wirtes abgelegt wurde, konstitutiv transkribiert.
Aufgrund der Kopplung an eGFP wird eine erfolgreich infizierte Wirtszelle eGFP

produzieren. Die eGFP-Produktion ist dann fluoreszenzmikroskopisch nachweisbar.
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CMV-kontrollierte eGFP-Expression
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Abbildung 16: FACS-Analyse von ECs und NRCMs nach Infektion mit pCMV-eGFP.
Prozentuale eGFP-Fluoreszenz von ATCC2279 Endothelzellen und neonatalen Rattenkardiomyozyten
72h nach Infektion mit verschiedenen Virusvolumina von pCMV-eGFP.

Die Infektion von ATCC2279 Endothelzellen und NRCMs mit verschiedenen
Volumina von pNkx2.5-eGFP resultierte in einem dosisabhéngigen Anstieg von
eGFPP*-Zellen in der Gruppe der NRCMs, allerdings in geringerem Mafle verglichen
zur Infektion mit pCMV-eGFP. Im Gegensatz zur Infektion mit pPCMV-eGFP (circa
30%) konnten selbst bei maximaler Viruslast nur circa 4% der NRCMs erfolgreich
infiziert werden.

Im Vergleich dazu konnte bei der Infektion der Endothelzellen mit maximalen
Virusdosen pNkx2.5-eGFP kein signifikanter Anstieg an eGFP-Positivitdt beobachtet
werden, wohingegen bei maximaler Viruslast etwa 15-20% der Endothelzellen
erfolgreich mit pCMV-eGFP infiziert werden konnten. Die Prozentwerte fiir eGFPP**-

Zellen blieben nahezu konstant auf dem Niveau der Kontrollinfektionen.
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Abbildung 17: FACS-Analyse von ECs und NRCMs nach Infektion mit pNkx2.5-eGFP.
Prozentuale eGFP-Fluoreszenz von ATCC2279 Endothelzellen und neonatalen Rattenkardiomyozyten
72h nach Infektion mit verschiedenen Virusvolumina von pNkx2.5-eGFP.

3.2.5 Zellkultur

Samtliche Zelllinien wurden unter sterilen Konditionen bei 37°C und Wasserdampf
gesittigter Atmosphire aus 95% Luft und 5% Kohlenstoffdioxid kultiviert. Als
Kulturmedium fiir die humanen ADSCs, murinen Pankreas- (American Type Culture
Collection 2279 (ATCC, Manassas, VA, USA) diente a-MEM (Mediatech) mit 20%
fetalem Kélberserum (FKS) (Atlanta Biologicals, Norcross, GA, USA), 1% Penicillin
(50001.U./ml), 1% Streptomycin (5000pg/ml) und 1% L-Glutamin (200mM) (beide
Mediatech). Es wurden 0,5-1,5 x 10° Zellen pro 75cm® Zellkulturflasche (Nalge) in
12ml Kulturmedium ausgesit. Fiir Versuche eingesetzte Zellen entstammten der
ersten Passage. Die neonatalen Rattenkardiomyozyten wurden in mit

Gelatin/Fibronektin (Sigma) beschichteten Zellkulturflaschen ausgesiit.
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Fiir die Subkultivierung wurden die konfluenten Zellen zunichst zweimal mit Sml
HBSS gewaschen, anschlieBend mit 1ml Trypsin (0.25%)/EDTA (1mM) (Fisher
Scientific International Inc.) benetzt und fiir fiinf min bei 37°C inkubiert. Nach
Zugabe von 1ml Soybean Trypsin Inhibitor (SBTI, Sigma) und 8ml aMEM erfolgte
die Ermittlung der Zellzahl.

Zur Zellzahlbestimmung wurden die Zellen zundchst wie flir die Subkultivierung
vorbereitet. Nach fiinfminiitiger Inkubation mit Trypsin und Zugabe von SBTI
wurden 8ml aMEM zur Zellsuspension addiert und gemischt. Es wurden 50ul
Zellsuspension abgenommen, mit 9,95ml isotonischer Kochsalzlosung Casyton
(Schirfe System, Reutlingen, Deutschland) in ein Messgefdl gegeben und
anschlieBend im Zellzéhlgerdt (CASY 1, Schirfe System) analysiert.

3.3 Differenzierungsexperiment mit 5-Azacytidine

ADSC wurden in Sechslochplatten (5x10%*/10cm?) ausgesit und nach 24h wie oben
beschrieben mit pNkx-2.5¢GFP und pMLC-2v-DsRed?2 infiziert. Nach 16h wurde das
virushaltige Medium gewechselt und die Zellen fiir 48h kultiviert.

Wihrend des Experiments wurden die ADSCs mit steigender Konzentration von 5-
Azacytidine (1-10umol/l) in Standardmedium fiir 24h unter Normalbedingungen
inkubiert. Die Zellen wurden unter Standardbedingungen fiir drei Wochen weiter

kultiviert. AnschlieBend wurde die eGFP-Fluoreszenz mittels FACS quantifiziert.

3.4 Molekularbiologische Analyse der ADSCs

3.4.1. Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion

Es wurden zwischen O,l—l,OxlO6 Zellen fir RNA-Extraktionen eingesetzt. Vor
Beginn der Extraktion wurde dem Puffer RLT 10ul f -Mercaptoethanol (Sigma-
Aldrich) pro ml Puffer beigefiigt. Des Weiteren wurde DNase I (1500 Kunitz Units)
in 550u1 RNase-freiem Wasser (New England Biolabs®) rekonstituiert und dann als
50ul Aliquots bei minus 20°C eingefroren.

Die Zellen wurden bei 1500U/min fiir fiinf Minuten zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und anschlieBend das Pellet mit 350ul Lysispuffer RLT resuspensiert.
Das Lysat wurde auf eine QIAshredder'™ Mini Spin Siule pipettiert und die Séule
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dann bei 13.000U/min fiir zwei Minuten in der Biofuge Fresco Zentrifuge (Heraeus
Instruments, Miinchen, Deutschland) zentrifugiert. Zum Durchsatz wurden 350ul
70%iger Ethanol (Sigma-Aldrich) addiert, der Ansatz gemischt und dann auf eine
RNeasy Mini Spin Sdule aufgetragen. Die Sdule wurde dann bei 13.000U/min fiir 30
Sekunden zentrifugiert. Der Durchsatz wurde verworfen. Es wurden 10ul DNase I
Stockldsung in 70ul Puffer RDD (beides New England Biolabs”™) gegeben, gemischt
und anschlieBend auf das Zentrum der RNeasy Kieselgelmembran pipettiert. Die
Sdule wurde fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurden dann 350pl
Puffer RW1 auf die Sdule pipettiert und diese fiir 30 Sekunden bei 13.000U/min
zentrifugiert. Die Séule wurde in ein neues Sammelrohrchen gestellt. In zwei
aufeinander folgenden Waschschritten wurden jeweils 500ul Puffer RPE auf die
Kieselgelmembran pipettiert und die Sdule fiir 30 Sekunden bezichungsweise zwei
Minuten bei 13.000U/min zentrifugiert. Zum Eluieren der RNA wurden 30ul RNase-
freies Wasser direkt auf das Zentrum der Kieselgelmembran pipettiert und die Séule
abschlieBend fiir 60 Sekunden bei 13.000U/min zentrifugiert. Daraufhin wurde die
Konzentration der RNA im Durchsatz bestimmt. Die RNA-Proben wurden bei -80°C
gelagert.

Die Reverse-Transkriptase-Reaktion wurde unter Verwendung des SuperScript III
Reverse Transkriptase™ Kits (Invitrogen) durchgefiihrt. Die verwendete Menge an
Total-RNA fiir eine RT-Reaktion betrug ein Mikrogramm.

Diese wurde mit je einem Mikroliter der dNTP- und der Primermischung
zusammengegeben. AnschlieBend wurde mit DEPC-behandeltem Wasser das
Volumen des Ansatzes auf zehn Mikroliter adaptiert.

Einer fiinfminiitigen Inkubation bei 65°C folgte ein Kiihlschritt auf Eis fiir mindestens
eine Minute. Der cDNA-Synthesemix wurde nach Herstellerangaben vorbereitet.
Jeweils 10ul davon wurden zu den Ansitzen hinzugegeben.

Nach kurzem Mischen und Zentrifugieren wurde der Ansatz zunidchst fiir zehn
Minuten bei 25°C, dann fiir 50 Minuten bei 50°C und letztlich fiir fiinf Minuten bei
85°C inkubiert. Der letzte Hitzeschritt beendete die Synthesereaktion.

Es folgte die Zugabe von 1pul RNase H mit 20miniitiger Inkubation bei 37°C. Die
cDNA wurde entweder sofort weiterverwendet oder bei -20°C aufbewahrt. Die drei
Schritte der PCR-Reaktion wurden unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt. Die
Denaturierung der Template ¢cDNA wurde erreicht, indem die doppelstringige

Ausgangs-DNA bei Temperaturen >90°C inkubiert wurde. Die Doppelstrange
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dissoziieren dabei und liegen in der Losung als Einzelstringe vor, bis die Temperatur

abgesenkt wird.

RT-PCR Primersequenzen (5'-3") Produktlinge Ann.- Elong.-

Zyklen (bp) temp.

temp.

in°’C in°C

GAPDH Forward: AGCCACATCGCTCAGACACC 302 67 68 35
Reverse: GTACTCAGCGGCCAGCATCG

Nkx2.5 Forward: GCCGAAAAGAAAGAGCTGTG 167 60 74 38
Reverse: AGGTACCGCTGTTGCTTGAA

MLC-2v Forward: GACCAGAACAGGGATGGCTTC 215 68 74 35
Reverse: TCAGGGTCAAACACTTTGAATGC

GATA-4 Forward: TCCCTCTTCCCTCCTCAAAT 194 61 74 38
Reverse: TCAGCGTGTAAAGGCATCTG

Troponin I Forward: CCCTGCACCAGCCCCAATCAGA 250 67 68 35
Reverse: CGAAGCCCAGCCCGGTCAACT

Troponin T Forward: GGCAGCGGAAGAGGATGCTGAA 150 71 74 35
Reverse: GAGGCAGCCAAGTTGGGCATGAACGA

alpha-MHC Forward: GTCATTGCTGAAACCGAGAATG 413 67 74 35
Reverse: GCAAAGTACTGGAATGACACGCT

Connexin 43 Forward: ATGAGCAGTCTGCCTTTCGT 230 63 68 35
Reverse: TCTGCTTCAAGTGCATGTCC

Connexin 45 Forward: GGAAGATGGGCTCATGAAAA 210 63 68 35
Reverse: GCAAAGGCCTGTAACACCAT

MyoD Forward: AGCACTACAGCGGCGACT 266 64 74 35
Reverse: GCGACTCAGAAGGCACGTC

Myogenin Forward: TAAGTTGTGTAAGAGGAAGTCG 435 62 74 35
Reverse: CCACAGACACATCTTCCACTGT

Kv4.3 Forward: CACCCCAGAAGAGGAGCACAT 322 58 72 38
Reverse: AGTATCTGGCAGGTTAGAATT

L-Type Forward: CTGGACAAGAACCAGCGACATAGTGCG 562 56 72 34

CVaiphaic Reverse: ATCACGATCAGGAGGGCCACAGGG

(Ca**-Kanal)

Abbildung 18: Liste der RT-PCR Primersequenzen zur Analyse der ADSC-Fraktionen.

Das Annealing erfolgte bei zuvor ermittelten, primerspezifischen Temperaturen. Das
Gesamtreaktionsvolumen betrug stets 25ul. Dies setzte sich aus 12,5ul AccuPrime™
Supermix (Invitrogen), 50-100ng der cDNA, jeweils 0,5ul des Sense-/Antisense-
Primers (10mM) (Invitrogen) sowie molekularbiologischem Wasser (Sigma-Aldrich)

zusammen.
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Je nach untersuchtem Transkript wurde die PCR mit Abwandlungen von dem
folgenden Schema durchgefiihrt. Die Denaturierung erfolgte bei 94°C fiir 30
Sekunden, das Annealing bei 68°C fiir 45 Sekunden und die Extension bei 74°C fiir
45 Sekunden. Der finale Extensionsschritt erfolgte bei 74°C fiir vier Minuten. Den
Ansitzen wurden dann 5-10ul fiir Analysezwecke entnommen und der Rest der

Proben bei -20°C gelagert. Zur Analyse diente die Gelelektrophorese.

3.4.2 Immunozytochemie

Zunichst wurden die auf Glaspldttchen kultivierten eGFPP*/DsRed2P**-Zellen
dreimal mit FBS gewaschen und dann mit 4%igem Paraformaldehyd (Sigma) fiir zehn
Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Die Zellen wurden daraufthin dreimal mit PBS
(mit 0,3%igem Triton X-100 (Sigma)) gewaschen und mit 10%igem Ziegenserum fiir
30 Minuten bei Raumtemperatur blockiert. Die Zellen wurden fiir eine Stunde mit
dem priméren Antikorper inkubiert. Die verwendeten Antikdrper waren Ziege anti-
Nkx2.5 (R&D, Inc., Minneapolis, MN, USA), Maus anti-ANP, Maus anti-MLC-2v
(beide Synaptic Systems GmbH, Goéttingen, Deutschland), Maus anti-B-MHC, Maus
anti-kardiales Troponin T (cTnT), Ziege anti-kardiales Troponin I (cTnl) (alle Santa
Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA), Kaninchen anti-a-sarkomeres
Aktin (Sigma), Ziege anti-L-Typ-Calciumkanal (Chemicon, Temecula, CA, USA)
und Maus anti-Ki67 (Novocastra Laboratories Ltd., Norwell, MA, USA). Nach drei
Waschschritten mit PBS (Mediatech) wurden die Zellen mit dem sekundiren
Antikorper, Alex Fluor 488 Esel-anti-Ziege, Alex Fluor 488 Esel-anti-Maus, Alex
Fluor 488 Esel-anti-Kaninchen (alle Invitrogen), bei einer Verdiinnung von 1:1000 fiir
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Hoechst 33342-Fiarbung wurde als
Zellkernfarbung verwendet. Die Zellen wurden mittels konfokaler Lasermikroskopie
(Leica SP2, Solms, Deutschland) analysiert. Isotypenkontrollantikorper (Sigma)

wurden verwendet um unspezifische Bindungen auszuschlie3en.

3.5 Zellzyklusanalyse

Zur Analyse wurden die Zellen trypsinisiert, in einer Konzentration von 1x10°
resuspendiert und mit 4°C kaltem 70%igen Ethanol fiir eine Stunde fixiert. Nach

zweifachem Waschen mit PBS und jeweiligem Zentrifugieren wurde 50ug/ml
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Propidiumiod (Sigma) zur Markierung sowie RNase A (20pg/ml) zum Pellet
hinzugegeben. Dem schloss sich ein Inkubationsschritt mit von mindestens drei
Stunden bei 4°C an. Die Proben wurden dann mittels eines FACS Caliburs und der

Cell Quest Software (Becton-Dickenson) analysiert.

3.6 Elektrophysiologische Untersuchungen an isolierten Zellfraktionen

3.6.1 Calcium-Imaging

Zur Messung der Calciumaufnahme in die Zellen wurden diese mit dem
calciumsensiblen Farbstoff Fura2-am (Invitrogen) inkubiert, welcher die Zellwand
passieren kann. Im Zytosol wird enzymatisch ein Aminosdureesterrest abgespalten,
woraufhin der Farbstoff die Zelle nicht mehr verlassen kann. Beim Eindringen von
Calcium in die Zelle und Kontakt mit dem Farbstoff, verdndert dieser seine
Fluoreszenzeigenschaften. Anderung der gemessenen Fluoreszenz bedeutet somit
Anderung der Zellcalciumkonzentration. Die Messungen wurden bei 340nm und
380nm Wellenlédnge genommen.

Zur Messung wurden die Zellen in Sechslochplatten auf 25mm Glasplittchen (Fisher
Scientific) mit einer Dichte von 1x10* Zellen/cm® ausgesit. Diese wurden zuvor mit
einer  Gelatin-/Fibronektinlosung  beschichtet. Die  Zellen wurden bei
Standardbedingungen kultiviert. Am néchsten Tag wurden die Messungen
durchgefiihrt. Die folgenden Schritte wurden im abgedunkelten Raum durchgefiihrt.
Fiir den Versuch wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit HBSS gewaschen
sowie ein Milliliter Waschpuffer (125mM NaCl; 5,9mM KCI; 1,2mM MgCl;
1,28mM CaCly; 3mM Glukose; 25mM HEPES (alles Sigma)) und 7,5ug/ml Fura2-am
(50ug/50ul) in jede Vertiefung der Sechslochplatte hinzugegeben. Die Zellen wurden
fiir 45 Minuten in den Inkubator gestellt. Danach wurde der Waschpuffer
ausgetauscht. Die Sechslochplatte wurde fiir weitere 20 Minuten in den Inkubator
gestellt, um die intrazelluldre Deesterifikation des Fura2-am-Farbstoffs zu erlauben.
Der Puffer wurde aspiriert und die Zellen dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Das
Glasplattchen wurde aus der Sechslochplatte genommen und in eine nicht-
fluoreszierende Kammer eines invertierten Mikroskops tiberfiihrt. Angeschlossen an
dieses war ein Xenonlampenverstirkersystem (lonoptrix Inc., Milton, MA, USA). Die

Daten wurden mit der Ionwizard Software (Ionoptix Inc.) gewonnen. Die
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Epifluoreszenz (Werte gemittelt) wurde von einzelnen Zellen gemessen und die
Calciumkonzentrationen als Quotient der Messpunktwerte von 340nm (Calcium
gebundenes Fura-2am) und 380nm (Calcium ungebundenes Fura-2am) Wellenlédnge
errechnet. Als depolarisierende Losung (80mM KCI-Losung) diente ein Puffer
bestehend aus 50,9mM NaCl; 80mM KCI; 1,2mM MgChL; 1,28mM CaCly; 3mM
Glukose; 25mM HEPES (alles Sigma).

3.6.2 Patch Clamp

Die kultivierten eGFP?*/DsRed2"**-Zellen (Passage 4) wurden mit Trypsin inkubiert,
auf 15mm Glasplittchen (Fisher Scientific Inc.) in Zwodlflochplatten (Nunc)
transferiert und fiir mindestens zwei Stunden in Standardkulturmedium bei 37°C
inkubiert. Die Aufnahmen wurden in einer Kammer durchgefiihrt, die mit
abgewandelter Tyrode-Losung (NaCl 136mM; KCl 2mM; MgCl, ImM; CaCl,
1,8mM; NaH,PO4 0,33mM; Glukose 10mM; Hepes 10mM; pH mittels NaOH auf 7,3
eingestellt; Osmolaritdt 320-330 mosmol/l) mit einer Durchflussrate von 1,5 ml/min
perfundiert wurde. Die Messungen wurden mittels einer Glaspipette (Widerstand 2-
3MQ) durchgefiihrt. Diese war mit einer Losung gefiillt, bestehend aus NaCl 140mM;
MgC12 ImM; EGTA 2mM; Hepes 10mM; ATP 2mM; und GTP 0,25mM. Mittels
KOH wurde der pH-Wert auf 7,3 eingestellt; die Osmolaritit betrug 300-310
mosmol/l. Ein AxoPatch-1D-Verstirker und AxoGraph Software (Axon Instruments,
Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA, USA) wurden zur Datengewinnung
und Verarbeitung eingesetzt. In 10V-Schritten je 300ms wurde der Potentialbereich

von -100mV bis +100mV durchlaufen um einen Kaliumstrom zu induzieren.

3.7 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Hierfir wurden 5x10° eGFP"/DsRed2"*-Zellen trypsinisiert und mit 3%igem
Glutaraldehyd (Sigma) fiir zwei Stunden bei 4°C fixiert. In derselben Losung wurden
die Zellen fiir eine weitere Stunde mit 1%igem OsO4 (Sigma) inkubiert, danach in
Ethanolreihen dehydriert und abschlieend in Epon 812 (Shell Chemical Corp., San
Francisco, CA, USA) eingebettet. Zur Untersuchung der Ultrastruktur der Zellen
wurden  60-90nm  dicke  Schnitte  angefertigt und  mittels  eines

Transmissionselektronenmikroskops analysiert.

45



4. Ergebnisse

Es konnte gezeigt werden, dass der Einsatz von lentiviralen Konstrukten geeignet ist,
um eine Zellpopulation von kardiomyozytiren Zellen aus dem humanen Fettgewebe
zu identifizieren. Die isolierten Zellen exprimierten verschiedene kardiale Gene. Ein
Teil dieser Zellen wies elektrophysiologische Eigenschaften auf, die charakteristisch
fiir Kardiomyozyten sind. Die isolierten Zellen lieBen sich in vitro iiber mehrere
Passagen expandieren ohne den Phénotypen zu dndern. Im Folgenden werden die
Ergebnisse der einzelnen Schritte von der Virusklonierung bis zur ADSC-

Phénotypisierung chronologisch dargestellt.

4.1 Plasmidklonierung und Validierung

Die erfolgreiche Klonierung und Validierung der lentiviralen Konstrukte stellte die
Grundlage der nachfolgend aufgefiihrten Ergebnisse und somit einen wesentlichen
Bestandteil der Dissertation dar. Da die lentiviralen Konstrukte vorrangig einen
methodischen Aspekt der Dissertation darstellen, wurden die Ergebnisse der
Teilschritte im Kapitel Materialien und Methoden dargelegt.

Nach erfolgreicher Klonierung der Plasmide pNkx2.5-eGFP und pMLC-2v-DsRed?2
wurde deren Integritdt mittels Sequenzierung und Kontrolltransformationen an
humanen Osteosarkomzellen iiberpriift. AnschlieBend wurden die Viruspartikel
hergestellt und deren Fihigkeit zur genomischen Insertion mittels quantitativer Real-

Time-PCR ermittelt.

Anmerkung:
Im Rahmen eines Material Transfer Agreements wurden die Plasmide zur Erstellung der lentiviralen
Konstrukte an die Arbeitsgruppe von Dr. Santini, Faculty of Medicine am Heart Science Centre, NHLI

Division, Imperial College London versendet. Die Konstrukte werden von Dr. Santinis Arbeitsgruppe

zur Untersuchung der kardialen Differenzierung von humanen embryonalen Stammzellen eingesetzt.



4.2. ADSC Kultivierung und Infektion mit lentiviralen Konstrukten

Die am Plastik adhérierenden Zellen stellten die Ausgangspopulation fiir sémtliche
Experimente dar. Pro Gramm humanen subkutanen Fettgewebes wurden zwischen

0,2-1,1x10° adharierende Zellen gewonnen.

Flassiges Fett

Kollagen/Debris

Waschpuffer

Zellpellet

Abbildung 19: Auftrennung der Fettgewebssuspension nach enzymatischer Verdauung.
Zellsuspension nach Collagenase VIII Inkubation und anschlieBendem Zentrifugationsschritt. Das
Pellet enthielt neben ADSCs vor allem Endothelzellen, glatte Muskelzellen und Zellen des peripheren
Zellen des Bluts.

Es konnten verschiedene Phinotypen in vitro gefunden werden. Vorrangig wurden
Zellen beobachtet die einen fibroblastenartigen Phanotyp aufwiesen. Der vorrangige
Zelltyp war der von spindelformigen, elongierten Zellen, die eine hohe
Proliferationskapazitdt zeigten und nach Expansion regelmdfig zu wirbelférmigen
Konglomeraten konfluierten. Im Gegensatz dazu wurden grofe, breite Zellen
beobachtet, die vergleichsweise langsamer proliferierten und auch bei ldngerer
Kultivierung nicht konfluierten. Einen Zelltypus wie den von Prockop et al.
beschriebenen der rapdily self renewing cells (RSCs), gefunden in Zellkulturen von
MSCs, konnten wir in unseren routineméfigen Observationen nicht mit Sicherheit

. i 108, 109
identifizieren.
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Abbildung 20: Lichtmikroskopische Aufnahmen von in vitro expandierten ADSCs.

A) ADSCs, 24h nach Extraktion in Kultur, auffallig ist die Vielzahl von nicht adhérierenden Zell und
Debris. B) ADSCs 24h nach Extraktion und Waschschritt, die adhirierenden Zellen sind zumeist
abgerrundet Zellleib mit nur vereinzelten kurzen Zellausldufern. C) ADSCs, eine Woche nach
Isolierung aus dem humanen Fettgewebe. Die Pfeile zeigen auf breitbasige ADSCs mit multiplen
Fortsdtzen als einen gegenwirtigen Phinotyp im Vergleich zu den spindelférmigen, elongierten
ADSCs (*). Lichtmikroskopische Aufnahme mit 10x VergroB3erung.
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4.2.1 Infektion von ADSCs mit anschliefpender FACS-Analyse

Sortiert wurden die eGFP"*/DsRed2”*-Zellen und eGFP"®¢/DsRed2™*-Zellen. Als
Nullabgleich wurden nicht infizierte ADSC verwandt. Die ermittelten Werte fiir die
einzelnen Fraktionen betrugen zwischen drei bis zwolf Prozent fiir eGFPP*-Zellen,
ein bis fiinf Prozent fiir DsRed2’™-Zellen, der prozentuale Anteil von

eGFPP**/DsRed2"*-Zellen lag zwischen 0,7 — 2,5%.

A B
s *e
1 058% 1.15% 78.64% R2
') ”O
O - ©
~ . %
3 -2
% w
&Y | Ry
& 71 &7
= 3
o 10.82% e
10° 10 10 10 10 10
Nkx2.5- eGFP Nkx2.5-eGFP

Abbildung 21: FACS-Untersuchungen an simultan infizierten ADSC-Populationen.

A) FACS-Analyse mit pNkx2.5-eGFP und pMLC-2v-DsRed2 simultan infizierter ADSCs nach 72h.
Auf der X-Achse ist logarithmisch die Intensitdt der griinen Fluoreszenz (eGFP; 488nm), auf der Y-
Achse die der roten Fluoreszenz (DsRed2; 594nm) aufgetragen. Isoliert wurden die Zellen aus dem
rechten oberen Quadranten (eGFPP*/DsRed2"**-Zellen). B) Zweite FACS-Analyse der aus der ersten
Analyse gewonnenen eGFPP*/DsRed2P**-Zellen nach 14 Tagen der Expandierung in vitro.

Die sortierten Zellen wurden nach zwei Wochen in Kultur unter Standardbedingungen
erneut mittels FACS analysiert. Die Fraktion der eGFP"*/DsRed2"*-Zellen betrug
danach zwischen 60-80% der gesamten untersuchten Zellen. Der Anteil an eGFPP*-
Zellen betrug durchschnittlich zwischen 5-16%, der DsRed2"**-Zellen 0,5-7% und
der eGFP"®/DsRed2"*#-Zellen 4-15%.
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Abbildung 22: Konfokale Lasermikroskopie-Aufnahmen von eGFP"*/DsRed2"*-Zellen.

(A-D) ADSC (Passage 1) kultiviert unter Standardbedingungen wurden parallel mit den beiden
Lentiviren pNkx2.5-eGFP und pMLC-2v-DsRed? infiziert. (E-H) eGFP"*/DsRed2"**-Zellen nach der
FACS-Analyse am 14. Tag. (I-L) Die sortierten Zellen proliferierten weiterhin (Tag 28 nach Infektion).
(A,E,I): Kernfarbung mit Hoechst 33342 (Dapi 350nm); (B,F,J): EGFP**-Zellen (FITC 488nm);
(C,G,K): DsRed2"*-Zellen (Texas Red, 594nm); (D,H,L): Overlay.

4.3 5-Aza-Effekt auf die Nkx2.5-gekoppelte eGFP-Expression in
ADSCs

ADSCs wurden fiir 24h mit unterschiedlichen Konzentrationen 5-Azacytidine (5-Aza)
inkubiert und danach unter Standardbedingungen inkubiert. Die FACS-Analyse nach
drei Wochen zeigte, dass eine Inkubation mit steigender 5-Azacytidine-Konzentration
zu einer dosisabhéngigen Verringerung der relativen eGFP-Fluoreszenz innerhalb der
ADSCs im Vergleich zu der Kontrollgruppe fiihrte (ADSCs ohne Inkubation mit 5-
Azacytidine).
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Abbildung 23: Einfluss von 5-Aza-Inkubation (24h) auf die Expression von eGFP in ADSCs.

Die FACS Analyse erfolgte nach 21 Tagen Kultivierung unter Standardbedingungen. Relative eGFP-
Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe (ADSC ohne 5-Azacytidineinkubation; n=3). Die ADSCs
wurden 72h vor dem Experiment mit dem Virus pNkx2.5-eGFP infiziert.

4.4 RT-PCR- und Immunzytochemieanalyse der isolierten ADSCs

4.4.1 RT-PCR

Die RT-PCR wurde mit RNA von eGFP"*/DsRed2"**-Zellen, eGFP"*¢/DsRed2"-
Zellen, infizierten (nicht sortierten) und nichtinfizierten ADSCs durchgefiihrt. Als
Kontrollen dienten Herz- und Skelettmuskel-RNA (jeweils Ambion, Austin, TX,
USA). Fiir die Standardisierung wurde das konstitutiv exprimierte Gen GAPDH
verwendet.

ADSCs exprimierten die Gene MLC-2v, Nkx2.5, GATA-4, Connexin 43, Connexin
45, Serca 2b, die a -1c-Untereinheit des L-Typ-Calciumkanals (Cvgic) sowie den
spannungsgesteuerten Kaliumkanal Kv4.3 auf  RNA-Level. Einzig
eGFPP”/DsRed2"*-Zellen zeigten RNA-Expression von Troponin I. Auch war die
Expression fiir Nkx2.5 und MLC-2v hoher als in den Vergleichsgruppen.
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Nkx2.5 — Connexin 45
Troponin I _ Serca 2b
Troponin T _ MyoD
Connexin 43 = GAPDH

Abbildung 24: RT-PCR-Ergebnisse von verschiedenen ADSC-Fraktionen.

Legende: 1 = eGFPP*/DsRed2"*-Zellen; 2 = eGFP"¢/DsRed2"*-Zellen; 3 = nicht infizierte ADSCs; 4
= infizierte ADSCs; M = DNA-Marker (Invitrogen); H = humane Herzmuskel-RNA; S = humane
Skelettmuskel-RNA; H,0 = Wasserprobe.

Kardiale Marker wie ANP, Troponin T, B-MHC konnten nicht detektiert werden. Die
skelettalen Marker MyoD und Myogenin waren in keiner der ADSC-Fraktionen

nachweisbar.

4.4.2 Immunfluoreszenzfirbungen von eGFP”/DsRed2"”-Zellen

Die Aufnahmen wurden unter Verwendung des Leica TCS SP5 Systems (Leica
Camera AG, Solms, Deutschland) erstellt. Die Messungen wurden bei den
Exzitationswellenldngen von 350nm (DAPI), 488nm (FITC) und 596nm (Texas Red)
vorgenommen. Die immunzytochemische Analyse zeigte, dass eGFP"*/DsRed2"*-
Zellen die kardialen Nkx2. Marker 5, MLC-2v, Troponin I und die alc-Untereinheit
des L-Typ Calciumkanals (Cvgic) sowie das sarkomere Protein Titin exprimierten.

Die kardialen Marker ANP und B-MHC waren nicht nachweisbar.
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Abbildung 25: Immunfluoreszenzfirbungun von eGFP"*/DsRed2"*-Zellen.

Konfokale Lasermikroskopaufnahmen zeigen Expression von: A) Nkx2.5; B) MLC-2v; C) Troponin I;
D) Titin; E) L-Typ-Calciumkanal olc-Untereinheit; F) Overlay eGFP***/DsRed2"**-Zellen (FITC/Texas
Red/Dapi Filter) vor Fixierung. Hoechst 33424 Kernfarbung (Dapi; 350nm). 40x VergroBerung.
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4.5 Zellzyklusanalyse von eGFP’”/DsRed2"”-Zellen

Ziel der Untersuchungen war es zu ermitteln, ob eGFP"*/DsRed2”*-Zellen nach
kardiomyogener Differenzierung weiterhin den Zellzyklus durchlaufen. Die Analyse
von eGFPP**/DsRed2*-Zellen (Passage 4) mittels FACS ergab, dass 15-25% der
Zellen sich in der S-Phase des Zellzyklus befanden. Aktive DNA-Synthese fand somit
weiterhin statt. Diese Ergebnisse wurden durch den immunzytochemischen Nachweis
des Proliferationsmarkers Ki67 bestitigt. Dieser war in 60-80% der

eGFP?*/DsRed2”*-Zellen nachweisbar.
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Abbildung 26: Zellzyklusanalyse von kultivierten ADSCs.

A) FACS-Analyse: Circa 20% der eGFPP*/DsRed2"*-Zellen befanden sich in der S-Phase des
Zellzyklus. B) Konfokale Lasermikroskopaufnahme: Immunzytochemische Analyse: Mehr als 60% der
eGFPP*/DsRed2"*-Zellen exprimieren Ki67 (griine Fluoreszenz, FITC 488nm), Hoechst 33424
Kernfarbung (blaue Fluoreszenz, Dapi 350nm).
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4.6 Elektrophysiologische Analyse von eGFP*”/DsRed2”-Zellen

4.6.1 Calcium Imaging

Durch den Einsatz der 340/380nm Ratiotechnologie konnten hochauflosend die
Calciumstrome gemessen werden. Die Analyse ergab, dass durchschnittlich 15-20%
der eGFPP*/DsRed2"**-Zellen nach Stimulation mit 80mM KCI-Losung eine L-Typ

Calcium-Kanal spezifische Reaktion zeigten.

Abbildung 27: Calciummessungen in kultivierten eGFP*/DsRed2"*-ADSCs.

A) EGFP**/DsRed2"**-Zellen beladen mit Fura-2am Calciumindikator (Invitrogen) vor Stimulation mit
80mM KCl1 (Wellenlidnge: 380nm). B) EGFP**/DsRed2"**-Zellen nach Aktivierung (380nm). Die Zelle
rechts oben im Bild depolarisierte nach Exposition mit 80mM KCIl. Untere Reihe) Die
eGFPP*/DsRed2"*-Zellen zeigen jeweilige Fluoreszenz bei Zwischenschaltung von C) Texas Red
Filter (594nm) und D) FITC Filter (488nm).
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Die errechnete Ratio von Fura-2am-gebundenem Calcium wurde mit -einer
Standardkurve verglichen, um die intrazelluldre Calciumkonzentration zu bestimmen.

Einige Zellen zeigten zudem einen repetitiven Calciumeinstrom. Auffillig sind die

unterschiedlichen Frequenzen der Calciumeinstrome.

A Repetitiv rhythmischer Calciumeinstrom
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e 1507
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in 1007 TiZelle 2
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0
1 201 401 601 801 1001
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160 - »
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[Ca™% 120 - |
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s W |
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Abbildung 28: Calciumkonzentrationsinderungen in ADSCs nach KCI Inkubation.

A) Rhythmisch repetitive Calciumionenkonzentrationsinderung in zwei eGFPP*/DsRed2"*-Zellen
nach Exposition mit 80mM KCI-Lésung. Die Dauer eines Zyklus betrdgt in Zelle 1 1,27s und 2,13s bei
Zelle 2. Der Strich signalisiert den Zeitpunkt des Beginns der KCl-Injektion. B) Der Graph zeigt eine
nichtrepetitive Konzentrationsinderung des intrazelluldren Calciums in einer eGFP***/DsRed2"**-Zelle
nach Exposition mit 80mM KCIl. Der Pfeil signalisiert den Zeitpunkt des Beginns der KClI-Injektion.
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4.6.2 Patch Clamp

EGFP"**/DsRed2"**-Zellen (Passage 4) wurden auf 15mm Glasplittchen (Fisher
Scientific Inc.) in Zwolflochplatten ausgesét. Dabei wurde darauf geachtet, dass die
eGFPP”/DsRed2"*-Zellen zum Zeitpunkt der Patch Clamp Untersuchung abgerundet
waren und nur punktuell adhérierten, sodass eine maximale Zelloberfliche zur
Verfiigung stand. EGFPP**/DsRed2P*-Zellen zeigten einen transienten Kaliumaustrom

vermittelt durch einen spannungsabhédngigen Kaliumkanal.

B PA
800 - 0

0 100 200 300 - 50 0 50

ms mV

Abbildung 29: Patch Clamp Kaliumstrombestimmung in eGFP***/DsRed2"*-Zellen.

A) EGFP"/DsRed2"**-Zellen zeigten einen vorriibergehenden Auswiértsstrom bei einem gehaltenen
Potential von -80mV, vermittelt durch einen spannungsabhéngigen Kaliumkanal. In 20mV-Schritten
(300ms pro Schritt) wurde der Bereich von -60mV bis +80mV durchlaufen. Auf der X-Achse ist die
Zeit in ms und auf der Y-Achse die Stromstirke in nA aufgetragen. B) Stromstiarke- und
Spannungskurve von A). Der Ionenstrom wurde bei -10mV aktiviert. Auf der X-Achse ist die
Spannung in mV, auf der Y-Achse ist die Stromstérke in pA aufgetragen.

4.7 TEM - Untersuchung von eGFP’”/DsRed2""-Zellen

In 3-5% Prozent der eGFP**/DsRed2"**-Zellen konnten organisierte Mikrofilamente
beobachtet werden. Die Mikrofilamente waren parallel in Biindeln formiert und
inserierten in subplasmalemmalen Verdichtungszonen, charakteristisch fiir kontraktile
Zellen. Im Gegensatz dazu konnten in den untersuchten eGFP"*/DsRed2"®-Zellen
derartige Mikrofilamentanordnungen nicht entdeckt werden. In keiner der beiden

Gruppen wurden sarkomere Strukturen beobachtet.

57




Abbildung 30: TEM-Aufnahme des Zytosols einer ADSC.

Die TEM-Aufnahmen (A, B) zeigen Mikrofilamente in eGFPP*/DsRed2”*-Zellen. Abbildung B)
entspricht der VergroBerung der Box aus A). Die Pfeilspitzen in B) zeigen auf subplasmalemmale
Matrixverdichtungen, die Pfeile auf die parallel angeordneten Mikrofilamente.
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5. Diskussion

Die vorliegende Arbeit demonstriert, dass der Einsatz von lentiviralen Vektoren eine
Methode zur Isolierung und Anreicherung von kardiomyozytiren Zellen aus
humanem subkutanem Fettgewebe darstellt. Es konnte gezeigt werden, dass die
gewonnenen eGFPP”/DsRed2"**-Zellen ein distinktes Genprofil innerhalb der ADSCs
aufweisen. Neben der Expression von Nkx2.5 und MLC-2v in den
eGFPP*/DsRed2"*-Zellen, zweier Proteine kardialer Zellen, exprimierten die
e¢GFP*”/DsRed2"*-Zellen ~ weitere  kardiale =~ Gene.  Die  Daten  der
molekularbiologischen Untersuchungen wurden durch die Ergebnisse der
elektrophysiologischen Analysen gestiitzt. Im Folgenden werden die Ergebnisse der

einzelnen Arbeitsschritte chronologisch analysiert und diskutiert.

5.1 Virusvalidierung

HOS-Zellen wurden mit steigender Konzentration von Viruspartikeln (pNkx2.5-eGFP
und pMLC2v-DsRed?2) infiziert, mit dem Ergebnis des dosisabhdngigen Anstiegs an
fluoreszierenden HOS-Zellen. Zur Kontrolle, ob die lentiviralen Konstrukte in das
Genom der Wirtszellen (HOS) integrierten, wurden die Integrationseinheiten mittels
Q-RT-PCR bestimmt. Fiir beide Konstrukte konnte gezeigt werden, dass zwischen
Anstieg der Integrationseinheiten und eingesetztem Virusvolumen ein direkt
proportionales Verhiltnis besteht. Diese Ergebnisse bestitigten, dass die
vorgenommenen genetischen Modifikationen die Funktionalitidt des Vektorsystems

nicht beeinflussten.

5.2 FACS-Analysen von infizierten Zellpopulationen

Die Kontrollinfektionen wurden an ATCC2279™ Endothelzellen und NRCMs mit
den Konstrukten pNkx2.5-eGFP und pCMV-eGFP durchgefiihrt. Es zeigte sich in den
Endothelzellen, dass selbst bei den hohen Viruskonzentrationen (50ul/ml pNkx2.5-
eGFP) weniger als 0,2% der Endothelzellen ein eGFP-Signal detektierbar war.
Hingegen konnte mit gleichen Viruskonzentrationen von pCMV-eGFP in 15-20% der

Endothelzellen ein eGFP-Signal hervorgerufen werden. Dieses Ergebnis
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demonstrierte, dass der Austausch des CMV-Promotors gegen pNkx2.5 eine
Gewebsrestriktion bewirkte.

Es fiel auf, dass die gleiche Virusdosis (pCMV-eGFP) in ADSCs und NRCMs in
einer signifikant hdoheren eGFP-Positivitdt (durchschnittlich circa 30-40%)
resultierten. Dies spricht dafiir, dass Endothelzellen tendenziell weniger effizient von
den Viruskonstrukten infiziert werden konnten. Vergleicht man die eGFP-Positivitit
fiir die Endothelzellinfektionen, zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen
Endothelzellen die mit maximaler Virusdosis pCMV-eGFP oder pNkx2.5-eGFP (17%
versus 0,2%) infiziert wurden. Diese FErgebnisse lassen auf eine hohe
Gewebsspezifitit von schlieflen.

Die Infektion von NRCMs mit 50ul/ml pNkx2.5-eGFP resultierte in einer 3-5%igen
eGFP-Positivitdt versus etwa 30% in der Vergleichsgruppe infiziert mit gleichen
Mengen von pCMV-eGFP. Diese Diskrepanz konnte aufgrund einer Kontamination
der primidren NRCM-Zellkulturen mit Fibroblasten und glatten Muskelzellen beruht
haben, welche wihrend des Extraktionsprozesses nicht entfernt wurden. Da diese
Zellfraktionen kein Nkx2.5 exprimierten, konnten diese Zellen nach mehreren Tagen
der Kultivierung und Proliferation im Vergleich zu den nicht proliferierenden
NRCMs das Ergebnis verzerrt haben. Wiederholte Untersuchungen mit kiirzeren
Inkubationszeiten sowie ein eventueller Einsatz von Mitose inhibierenden Substanzen
wie Mitomycin wiirden weiteren Aufschluss geben, wie sensitiv der Einsatz von
pNkx2.5-eGFP zur Detektion von kardialen Zelllinien ist. Zudem sollten simultane
Infektionen der aufgelisteten Zelllinien mit beiden Vektoren durchgefiihrt werden, um
die Sensitivitdt und Spezifitdt dieses Vektorsystems moglichst genau zu bestimmen.
Die FACS-Daten zeigten, dass eGFPP*/DsRed2’*-Zellen angereichert werden
konnten. Die isolierten eGFP"*/DsRed2*-Zellen behielten iiber mehrere Passagen
den gleichen Phénotyp. Die Population von eGFPP*/DsRed2"**-Zellen war nicht
klonal und beinhaltete, wenn auch zu einem geringeren Anteil, weiterhin
verschiedene ADSC-Fraktionen. Bisher gelang es uns nicht Einzelzellkulturen von
eGFPP”/DsRed2"*-Zellen zu expandieren. Unsere Ergebnisse demonstrieren, dass es
mindestens einen in vitro stabilen Phinotyp von kardiomyozytiren Zellen gibt, der
anhand der Vektorsysteme identifiziert und expandiert werden konnte. Die
Verwendung von bicistronischen Vektoren mit integrierter Antibiotikaresistenz wire
eine technische Erweiterung und konnte zur hochspezifischen Selektion von

kardiomyozytdren Zellen beitragen.
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Zum Vergleich, in einer Studie wurde ein rekombinantes Plasmid verwendet, in dem
der MLC-2v-Promotor die Expression des Enhanced Green Fluorescent Proteins
(eGFP) kontrollierte. Von den transduzierten murinen MSCs wurden mittels FACS
Zellen mit hoher eGFP-Expression isoliert. Diese Zellen begannen nach drei Wochen
in Kultur zu kontrahieren, exprimierten kardiale Marker wie f-MHC und MLC-2v

und ordneten sich nach Transplantation parallel zu den Host-Kardiomyozyten an.''°

5.3 5-Aza-Effekt auf die Nkx2.5-gekoppelte eGFP-Expression in
ADSCs

Bisher konnte in vitro unter anderem an murinen und humanen mesenchymalen
adulten Stammzellen des Knochenmarks die Induktion eines kardiomyozytiren

Phinotyps mittels 5-Azacytidine gezeigt werden> 77 '

Die eingesetzten 5-
Azacytidine-Konzentrationen in unseren Experimenten entsprachen den Dosen
verwendet in der Fachliteratur.’® ' Die FACS-Analyse der ADSCs nach drei
Wochen in Kultur zeigte allerdings eine dosisabhidngige Reduktion der eGFP-
Expression nach 24stiindiger Inkubation mit 5-Azacytidine. Keine der verwendeten
Dosen fiihrte zu einem prozentualen Anstieg der eGFP-Expression.

Eine Erkldrung dafiir wére, dass bestimmte ADSC-Subpopulationen durch 5-
Azacytidine eine Transdifferenzierung beginnen und somit partiell ihre
Proliferationskapazitdt gegeniiber den unbeeinflussten ADSCs einbiissten. In der
Literatur wird argumentiert, dass nach dem Einsatz von 5-Azacytidine die
Stammzellen vermindert auf induktive Effekte aus der Umgebung reagieren

' Modulierende Einfliisse auf die weitere Differenzierung der adulten

wiirden.
Stammzellen konnten somit verloren gegangen sein. Des Weiteren ist es moglich,
dass die hoheren Konzentrationen von 5-Azacytidine (7,5uM und 10uM) bereits
toxische Wirkungen auf die ADSCs gehabt haben, wenn auch morphologische
Korrelate lichtmikroskopisch nicht festzustellen waren. Die von Fukuda et al.
beschriebene induzierbare kardiomyozytdre Ultrastruktur der kultivierten MSCs
sowie spontane Zellkontraktionen nach 5-Azacytidine Inkubation konnten in unseren
Untersuchungen nicht beobachtet werden.''*

Insgesamt ist die Aussagekraft dieses Experiments limitiert. Eine Q-RT-PCR-Analyse

der einzelnen Proben zu Beginn, im Verlauf und Ende der Kultivierung wiirde einen
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detaillierten Eindruck von etwaigen Anderungen des Expressionsprofils der ADSCs
geben. Ebenso konnte eine vergleichende elektrophysiologische Analyse der ADSCs
mehr Informationen iiber eine etwaige Transdifferenzierung liefern.

Ingesamt ist jedoch zu bemerken, dass kein spezieller Zusatz im Induktionsmedium
notwendig war, um eine basale Transdifferenzierung der ADSCs zu bewirken.
Kritischerweise muss angemerkt werden, dass der Zusatz von FBS zum
Kultivierungsmedium sowie die in vitro Kultivierungsbedingungen bereits eine
Differenzierungsinduktion bewirken konnten. In unserem Falle verwendeten wir bis
zu 20% FBS im Standardmedium, was moglicherweise einen induktiven Effekt
ausiibte. Es sollten daher weitere Experimente mit unterschiedlichen Konzentrationen
von FBS durchgefiihrt werden, um den Einfluss von FBS auf die
Transdifferenzierung der ADSCs zu eruieren.

Durch den Einsatz von demethylierenden Substanzen wie 5-Azacytidine wird die
Integritéit der Stammzell-DNA angegriffen. Angesichts der Proliferationskapazitit der
Stammzellen konnte dies ein Risiko beziiglich Mutationen darstellen.

Die Kokultivierung von adulten Stammzellen mit NRCMs oder die Induktion mittels
nuklearer und zytoplasmatischer Extrakte von NRCMs konnen hierbei wichtige
Informationen iiber die involvierten Zell-Zell-Kontakte und parakrinen Mechanismen
liefern, die fiir eine Transdifferenzierung verantwortlich sind.*'"

Des Weiteren transdifferenzierten humane adulte MSCs nach Inkubation mit einem
Cocktail aus Insulin, Dexamethason und Ascorbinsiure in kardiomyozytire Zellen in
vitro.”® Die Verwendung von ausschlieBlich korpereigenen Substanzen als
Induktionsmediumszusatz wire zu bevorzugen, um eventuelle Immunreaktionen nach
einer Transplantation zu vermeiden. Mdglicherweise konnen Erkenntnisse der
embryonalen Stammzellforschung genutzt werden, um alternative Wege zur
Induktion von Kardiomyozyten aus adulten Stammzellen zu finden. So konnte gezeigt
werden, dass der basische Fibroblastenwachstumsfaktor (bFGF) und das Bone

Morphogenic Protein 2 (BMP-2) wichtig fiir die embryonale Kardiogenese sind.!'¢!18

5.4 RT-PCR-/Immunzytochemieanalyse von eGFP*”/DsRed2’”-Zellen

Unsere RT-PCR-Analyse ergab, dass ADSCs kardiale Gene wie Nkx2.5, MLC-2v
und GATA-4 unter Standardkultivierungsbedingungen exprimierten. Nkx2.5 und

GATA-4 sind Transkriptionsfaktoren, wobei Nkx2.5 als einer der ersten embryonalen
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Marker gilt und fiir die Herzformation, die Ausbildung und die Aufrechterhaltung des
Erregungsleitungssystems im adulten Phinotyp eine wesentliche Rolle spielt.”* ''*1*!
Ferner ist fiir die Expression von MLC-2v die Prdsenz von Nkx2.5 notwendig.
Nkx2.5 reguliert die Expression von Connexin 43, einem gap junction Protein,
welches wie Connexin 45 in sdmtlichen ADSC-Fraktionen gefunden wurde. Die
Ausbildung von gap junctions ist elementar fiir die synchrone Kontraktion im adulten
Myokard. Gap junctions sind jedoch nicht herzspezifisch und kommen unter anderem
im Gehirn und im Epithelverbund des Gastrointestinaltrakts vor.

GATA-4, ein Zinkfinger-Transkriptionsfaktor ist ebenso in hohem Mafe in
Kardiomyozyten verschiedener Entwicklungsstufen nachweisbar. GATA-4 ist in
seiner Funktion von Bedeutung fiir Kardiogenese, insbesondere fiir die Ausreifung
des atrialen Septums.'** '> GATA-4 reguliert zusitzlich die Expression von Nkx2.5,
ANF und agiert als Kofaktor von Nkx2.5.""" '** '*> Die nachgewiesenen Nkx2.5,
GATA-4 und MLC-2v sind jeweils frithe Marker von Kardio- und Ventrikulogenese.
Einzig in eGFP’*/DsRed2"**-Zellen konnte kardiales Troponin I nachgewiesen
werden. Im Gegensatz dazu konnte in keiner Fraktion der ADSCs die sarkomeren
Proteine f -MHC und Troponin T detektiert werden. Unter den beschriebenen
Kultivierungsbedingungen schienen somit keine ausdifferenzierten Kardiomyozyten
innerhalb der ADSCs zu existieren. Diese Ergebnisse gingen einher mit den licht- und
transelektronenmikroskopischen Untersuchungen, die keine Hinweise auf ausgereifte
sarkomere Strukturen innerhalb der einzelnen ADSC-Fraktionen lieferten.

ADSC:s transkribierten ferner die RNA des Kaliumkanals Kv4.3 und die der kardialen
a.-Unterheit eines L-Typ Calciumkanals. Dies ldsst darauf schlieBen, dass ADSCs
Eigenschaften exzitatorischer Zellen besitzen. Diese Ergebnisse dhnelten denen von

126 Das ermittelte

Balana et al. und deren Experimenten an humanen MSCs.
Expressionsprofil ldsst darauf schlieen, dass in einer Subfraktion der ADSCs friihe
kardiomyozytire Zellen existieren. Mittels immunzytochemischer Analyse konnte
innerhalb der eGFP"/DsRed2"**-Zellen die Expression von MLC-2v, Nkx2.5,
Troponin I und die a j.-Untereinheit eines L-Typ-Calciumkanals auch auf
Proteinebene nachgewiesen und somit die Ergebnisse der RT-PCR bestétigt werden.

Zugleich tliberpriiften wir, ob innerhalb der ADSC-Fraktionen Markergene skelettaler

Muskulatur exprimiert wurden. In keiner der ADSC-Fraktionen konnte eine

Expression von MyoD und Myogenin nachgewiesen werden.
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5.5 Zellzyklusanalyse von eGFP*”/DsRed2’”-Zellen

Die FACS-Analyse zeigte, dass sich circa 20% der eGFP"*/DsRed2"*-Zellen in der
S-Phase des Zellzyklus befanden. Dariiber hinaus wurde in 70% der
eGFPP*°/DsRed2"*-Zellen der Mitosemarker Ki-67 nachgewiesen. Diese Ergebnisse
signalisieren, dass trotz einer kardiomyozytiren Transdifferenzierung die
Proliferationskapazitdt weiterhin bestehen blieb. Dies steht teilweise im Kontrast zu
der in der Literatur beobachteten Verldngerung des Zellzyklus der transdifferenzierten
humanen ADSCs und spricht wiederum fiir einen frithen kardialen Phénotyp der
eGFPP*/DsRed2"*-Zellen.'> Zu iiberlegen wire eine Zellzyklusanalyse nach
weiteren Induktionsversuchen und verschiedenen Passagen, um den Zusammenhang
einer moglichen  Transdifferenzierung und deren Einfluss auf die

Proliferationskapazitdt genauer zu verstehen.

5.6 Calcium Imaging und Patch Clamp Analyse

Es konnte gezeigt werden, dass in etwa 15-20% der eGFP?*/DsRed2"**-Zellen nach
Inkubation mit 80mM KCI eine L-Typ-Calciumkanal charakteristische Reaktion
auslosbar war. Bei der Patch Clamp Untersuchung zeigten einige eGFPP**/DsRed2P*-
Zellen bei einem Membranpotential von -10mV  einen transienten
Kaliumionenausstrom (I5). Dieser ist charakteristisch fiir exzitatorische Zellen. Die
Ergebnisse dieser funktionellen, elektrophysiologischen Untersuchungen bestitigen
die Resultate der RT-PCR und Immunzytochemie. Gleichzeitig zeigte sich, dass die
Fraktion von eGFP"**/DsRed2P*-Zellen wiederum heterogen ist und moglicherweise
Progenitorzellen verschiedener Entwicklungsstufen umfasst.

Experimente verschiedener Arbeitsgruppen zeigten, dass murine und humane ADSCs
in vitro kontrahieren und kardiospezifisch auf die Inkubation mit Sympathomimetika

> 1 Wichtig wire es zu priifen, inwiefern

und Parasympathomimetika reagieren.
e¢GFPP”/DsRed2"*-Zellen auf die Inkubation mit Vertretern dieser Substanzgruppen
reagieren. Dies konnte als weiterer Beweis fiir die Prdsenz von kardiospezifischen

Kanilen dienen und die bisherigen Ergebnisse erhérten.
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5.7 TEM-Untersuchungen von eGFP’”/DsRed2"”-ADSCs

Die TEM-Analyse ergab, dass eGFP"/DsRed2’™-Zellen keine strukturellen
Aquivalente adulter Kardiomyozyten jedoch in einigen Zellen Merkmale myogener
Zellen aufwiesen. Es fanden sich in 3-5% der eGFP?*/DsRed2"*-Zellen organisierte
Mikrofilamente. Die parallel angeordneten Mikrofilamente und subplasmalemmalen
Matrixverdichtungszonen entsprachen in ihrer Ausprigung einem frithen myogenen
Phénotypus. Im Gegensatz dazu, konnten keine derartigen Filamentanordnungen in
eGFP"*®/DsRed2"®-Zellen gefunden werden. Die morphologischen Entdeckungen
stimmten in Teilen mit denen von Xu et al. iberein, die in humanen MSCs
beschrieben wurden.”” Im Gegensatz dazu konnte die Expression von sarkomeren
Strukturen aus in vitro Studien an murinen MSCs und ADSCs nicht bestétigt

51,717,115, 127
werden.

5.8 Erkenntnisse aus der experimentellen Stammzelltherapie

Auf der Suche nach einer stammzellbasierten Therapie des Myokardinfarkts haben
sich verschiedene Stammzellfraktionen als viel versprechend hervorgetan. Neben den
hidmatopoetischen, mesenchymalen und endothelialen Progenitorzellen werden seit
einiger Zeit Stammzellen aus subkutanem Fettgewebe untersucht, >*>% 3701, 128-134

Allen aufgefiihrten Zellen konnten experimentell proangiogene Eigenschaften
nachgewiesen werden, sei es direkt durch endotheliale Transdifferenzierung (ADSCs
oder MSCs) oder indirekt durch Sezernierung von proangiogenen Substanzen
(ADSCs, MSCs oder EPCs). Es konnte sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt
werden, dass MSCs sowie auch ADSCs in der Lage sind durch Transdifferenzierung

°1.52 78 115 Die Transdifferenzierung ist unter

einen kardialen Phénotyp anzunehmen.
anderem von endo-krinen, autokrinen, parakrinen, und elektromechanischen
Einfliissen abhingig.

Das biologische Phidnomen der Gewebsregeneration vermittelt durch autologe
Stammzellen und die klinische Relevanz, welche sich daraus ergeben konnte, haben
das Interesse von Wissenschaftlern und Arzten geweckt. Verschiedene in vivo
Experimente haben gezeigt, dass geschiddigtes Myokard mittels Stammzellen aus dem

Knochenmark und dem peripheren Blut regeneriert werden konnte. Nach Injektion in

infarzierte Herzen konnten positive Einfliisse auf die Ventrikelregeneration mit
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53,57, 135 .
57, Es 1st

sukzessiver Verbesserung der Ventrikelfunktion nachgewiesen werden.
belegt, dass endotheliale Progenitorzellen die Kapazitit besitzen, Angiogenese zu
induzieren und somit indirekt die Regeneration des Myokards positiv beeinflussen

136

konnen. " Auch murine MSCs konnten durch Transdifferenzierung in

kardiomyozytire Zellen untergegangenes Myokard ersetzen.”® '’
In Anbetracht dieser Ergebnisse existiert eine Diskussion iiber die zelluldren
Mechanismen, die in die strukturelle und funktionelle Regeneration des Myokards

nach Stammezelltransplantation involviert sind.*> '*®

Neuere Ergebnisse stellen
beispielsweise die Fahigkeit von hdmatopoetischen Stammzellen in Kardiomyozyten
zu transdifferenzieren in Frage. Dies wirft unter anderem die Frage auf, ob Zellfusion
oder Transdifferenzierung die Basis fiir die strukturelle Regeneration des Myokards
darstellt.*"**

Den ADSCs wird ein MSC-dhnlicher Phidnotyp und vergleichbare multilineare Potenz
zugesprochen. Eine vergleichende Studie an MSCs und ADSCs ergab deutliche
Gemeinsamkeiten beziiglich deren fibroblastenartiger Morphologie, des stabilen
Phinotyps in vitro sowie ihrer Transkriptionsprofile.”® Gleichzeitig konnte jedoch
gezeigt werden, dass MSCs und ADSCs unter Durchlaufen verschiedener
Signalkaskaden eine Transdifferenzierung in Osteozyten, Adipozyten sowie
Chondrozyten vollziehen.'*’

Ein moglicher Vorteil der ADSCs fiir einen klinischen Einsatz gegeniiber den MSCs
ist die Verfiigbarkeit. Bei einer durchschnittlichen Knochenmarksaspiration werden
etwa 40ml, bei einer Liposuktion 200ml und mehr Volumen gewonnen. Studien
belegen, dass aus 40ml Knochenmarksaspirat circa 1,2 x 10° mononukledre Zellen
gewonnen werden koénnen, worunter sich etwa 2-3 x 10* Stammzellen befinden. In
200ml Lipoaspirat finden sich lediglich 2 x 10° mononukleire Zellen, jedoch ein
hoherer Anteil an Stammzellen.”* Im Falle der interventionellen Behandlung von
Myokardinfarkten konnte die Autotransplantation einer kritischen Anzahl von ADSCs
innerhalb von Stunden ein Vorteil gegeniiber dem Einsatz von MSCs sein.

In der Studie von Miyahara et al. wurden aus Fettgewebe gewonnene mesenchymale
Stammzellen als Einzelzellschicht kultiviert und anschlieBend auf vernarbtes
Myokard von Rattenherzen vier Wochen nach Infarkt transplantiert. Im Vergleich zu
den Vergleichstieren mit transplantierten Fibroblasten wurde in der Stammzellgruppe
eine vermehrte Angiogenese, eine verbesserte Ventrikelfunktion sowie die

Neuentstehung von Kardiomyozyten registriert.'*
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Die intramyokardiale Injektion von ADSCs der Ratte in einem chronischen
Myokardinfarktmodell war mit einer funktionellen Verbesserung des Ventrikels
assoziiert. Dabei waren die Ergebnisse besser als in den Versuchsgruppen, in denen
Knochenmarkstammzellen und kardiomyozytire Zellen injiziert wurden.'*!

In der Myokardinfarktstudie von Valina et al. am Schwein zeigten ADSCs und
Knochenmarkstammzellen nahezu identische Verbesserungen der linkventrikuldren
Pumpfunktion im Vergleich zur Kontrollgruppe. ADSCs wurden zudem in
neugebildeten GefiBen detektiert.'**

Die Myokardinfarktstudie von Strem et al. zeigte, wie intrakardial injizierte murine
ADSCs in infarzierte Regionen migrierten und kardiale Marker exprimierten.
Gleichzeitig waren keine der charakteristischen Marker von Leukozyten,
Endothelzellen oder Skelettmuskelzellen innerhalb der injizierten Zellpopulation
nachweisbar.””

Dies sind wertvolle Erkenntnisse aus der Verwendung von autologen ADSCs als
Adjuvanz in der Therapie des Myokardinfarkts. Zu beantworten bleibt, welche
Mechanismen primdr zur verbesserten Ventrikelfunktion fithren. Es wird
argumentiert, dass Stammzellen zum Teil durch parakrine Effekte agieren, welche vor

143, 144

allem eine Angiogenese initiieren. Wie bereits beschrieben, konnten murine

ADSC:s in vitro in kardiomyozytére Zellen differenziert werden und es gibt Hinweise,

. . . 51, 79
dass ADSCs auch in vivo transdifferenzieren.’’ ’

Die Daten der hier vorliegenden
Arbeit lassen vermuten, dass auch humane ADSCs das Potential zur kardialen
Transdifferenzierung besitzen. Diese Ergebnisse sind bemerkenswert, da wir einen
rein deskriptiven Arbeitsansatz gewidhlt haben, ohne Einsatz von speziellen
Induktionsmedien oder Co-Kulturmethoden. Zwar konnten wir keine spontan
kontrahierenden Zellen im Verlauf der Experimente beobachten wie in den
Untersuchungsreihen von Planat-Benard et al. an murinen ADSCs.”' Es war uns
jedoch moglich unter Standardkulturbedingungen humane ADSC-Fraktionen mit
kardialen Genprodukten reproduzierbar zu identifizieren, zu isolieren und ohne
Verlust des Phénotyps in vitro zu expandieren. Eine Verwendung der isolierten Zellen
im Rahmen einer Stammzelltherapie erscheint somit theoretisch durchfiihrbar. Auch
ist nicht ausgeschlossen, dass die Verwendung von Spezialmedien, Co-
Kulturtechniken mit Kardiomyozyten oder die intramyokardiale Injektion der
eGFPP”/DsRed2"*-Zellen zu einer zusitzlichen kardiomyozytiren Ausreifung fithren

konnte.
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5.8.1 Stand der klinischen Erkenntnisse

Die Forschungsprogramme zur Ermittlung des Nutzens von
Knochenmarksstammzellen zur Therapie von Herzinfarkt und chronischer
Herzinsuffizienz haben positive Ergebnisse geliefert. In der doppelt-verblindeten
Phase-II-Studie Repair-AMI wurden wichtige Schritte unternommen, um klinische
Endpunkte der Sicherheit und des Behandlungserfolges zu definieren.'*

Ein Problem dieser Studie jedoch war, dass keine Langzeitdaten in Bezug auf
Sicherheit und quantifizierbarer Verbesserung des Patienten erhoben wurden. Die
kurzfristig ermittelten Sicherheitsprofile suggerierten, dass die Zelltransplantation
unter ausreichender Uberwachung nur mit einem minimalen Risiko fiir Arrhythmien
einherging. Der Langzeiteffekt bleibt weiterhin fraglich, insbesondere da die
parakrinen Effekte der Stammzellen nur kurzfristig nachweisbar sind. Hinsichtlich
des Einsatzes von Zelltherapien zur Behandlung von progredienter Herzinsuffizienz
ist die Frage zu beantworten, ob ein akuter Effekt signifikant eine chronische
Erkrankung modulieren kann,'”> '*>- 14

Die Vorstellung Stammzellen gezielt in spezifische Zelllinien zu transdifferenzieren
und sie in diesem Zustand halten zu konnen, auch in vivo, stellt weiterhin eine grof3e
Herausforderung dar. Des Weiteren bleibt zu kldren, wie die Anzahl der Stammzellen,
deren Differenzierungsstufe, der Zeitpunkt und die Form der Applikation fiir das
jeweilige Erkrankungsbild ideal gewihlt sind. Erschwerend dazu gibt es Hinweise,
dass die Anzahl der Stammzellen mit dem Alter der Patienten geringer wird. Zudem
konnte gezeigt werden, dass die Telomerlinge in den Stammzellen umgekehrt

7 Auch ist unklar,

proportional mit dem Alter des untersuchten Patienten abnimmt.
inwiefern genetische Aberrationen der adulten Stammzellen, kongenital oder

erworben, eine potentielle Bedrohung fiir die Patienten darstellen.

5.9 Ausblick

Erkenntnisse iiber die molekularen Regulationsmechanismen von Proliferation und
Differenzierung der ADSCs werden von Nutzen fiir das bessere Verstdndnis von
Kultivierungs- und Differenzierungsmethoden sein. Weitere Entwicklungen der
interventionellen Technologien, Erkenntnisse iber endokrinologische

Zusammenhdnge von Gewebeschidigung und Stammzellrekrutierung sowie tiefere
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Einblicke in die Physiologie von humanen adulten Stammzellen werden die
Grundlage fiir zukiinftige klinische Einsdtze darstellen.

In Bezug auf die vorliegende Arbeit bleibt zu ermitteln, ob eGFPP*/DsRed2"**-Zellen
in vitro weiter differenziert werden kdnnen. Substanzen wie 5-Azacytidine und die
Extrakte von Rattenkardiomyozyten konnten bereits als induktive Zusétze etabliert

115, 127
werden. ™

Fraglich ist, welche Effekte diese Substanzen auf die Integritét der
Stammzell-DNA ausiiben. Auch ist es mdglich, dass die Inkubation von humanen
Stammzellen mit xenogenen Zellextrakten die Expression von potentiell
immunogenen Substanzen induziert. Diese Problematiken konnten den Einsatz der
modifizierten = Stammzellen fiir eine Transplantation erschweren. Die
Reportergentechnologie wird womdoglich vermehrt experimentell dazu genutzt, um
Stammzellen zu isolieren, diese im Detail zu analysieren und nach Transplantation im
Wirtsorganismus leichter detektieren zu konnen.

Ein denkbarer Ansatz zur Verbesserung ist die Selektion der kardiomyozytéren Zellen
auf Basis von Antibiotikaresistenzen. In bicistronischen Vektoren, in denen zwei
Gene in  Reihe  geschaltet sind, konnte die  Fluoresenz- und
Antibiotikaresistenzexpression simultan durch kardiale Promotor kontrolliert
werden.” Der Selektionsprozess wiirde damit spezifischer und effizienter.

Eine weiterfiihrende Aufgabe, die in dieser Arbeit nicht durchgefiihrt wurde, ist eine
Oberfldchenantigenanalyse der isolierten Zellfraktionen. Diese wére hilfreich, um die
isolierten eGFPP*/DsRed2"*-Zellen mit den Populationen von kardiomyozytiren
Stammzellen anderer Arbeitsgruppen sowie dem bekannten Oberflichenprofil der
ADSCs vergleichen zu konnen.®® Verschiedene Arbeiten adressierten die Problematik
der Charakterisierung von MSCs und ADSCs mit der Erkenntnis, dass grof3e
Ahnlichkeiten in Multilinearitit und Genexpressionsprofil zwischen beiden
Populationen bestiinden. Im Gegensatz dazu ist relativ wenig bekannt iiber das
Oberfldachenantigenprofil der beschriebenen kardiomyozytiren Zellen. Eine
Oberfldchenantigenanalyse kann zudem wichtige Informationen liefern, um
Selektionskriterien zu etablieren, die es ermoglichen Zellfraktionen zu isolieren, ohne
dabei die Integritit der Zell-DNA durch Gentransfer oder Induktionsversuche zu
beeinflussen.

Die aus diesen Experimenten gewonnenen Erkenntnisse wiirden dann helfen, die
kardiomyozytdren Zellen mittels FACS-Analyse zu isolieren. Im Falle eines akuten

Myokardinfarkts konnten somit theoretisch innerhalb von Stunden nach Exzision des
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subkutanen Fettgewebes Zellen zur Transplantation zur Verfiigung stehen. Die Daten
zeigten, dass das humane subkutane Fettgewebe eine Fraktion von spontan
differenzierenden kardiomyozytidren Zellen enthdlt, welche mehrere wesentliche
Charakteristika von adulten Kardiomyozyten aufwiesen. Unser Ansatz des
Gentransfers liefert moglicherweise ein System zur Isolierung von humanen adulten
kardiomyozytdren Zellen fiir die Therapie des akuten Myokardinfarkts dar. ADSCs
konnten aufgrund ihres Differenzierungspotentials, ihren interessanten parakrinen
Eigenschaften sowie der grofen Verfiligbarkeit innerhalb der adulten Stammzellen

eine relevante Rolle einnehmen.
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6. Zusammenfassung

Einleitung:

Ein Myokardinfarkt fiihrt zum Untergang von kontraktilem Gewebe. Auf der Suche
nach alternativen Ansitzen fiir die Behandlung des akuten Myokardinfarkts bietet die
Stammzell- und Gentherapie interessante Moglichkeiten. Ziel der vorliegenden Arbeit
war es eine kardiomyozytire Zellfraktion aus dem humanen subkutanen Fettgewebe

zu isolieren.

Methoden:

Unter Verwendung von klonierten lentiviralen Vektoren in denen die kardialen
Promotoren pNkx2.5 und pMLC-2v die Expression der Reportergene eGFP und
DsRed2 kontrollierten, wurden die humanen ADSCs infiziert. Die infizierten ADSCs
wurden durch FACS fraktioniert und unter anderem mittels RT-PCR,
Immunzytochemie, Calcium-Imaging, Patch-Clamp und Zellzyklusanalysen
charakterisiert. Des Weiteren wurde der Effekt einer Inkubation mit 5-Azacytidine auf

die Nkx2.5-gekoppelte eGFP-Expression untersucht.

Ergebnisse:

Es zeigte sich, dass ein bestimmter Subtyp von eGFP***/DsRed2"**-Zellen zwischen
0,7-2,5% der ADSCs ausmachte. Diese Zellen zeigten ein von den anderen ADSC-
Fraktionen unterschiedliches Genexpressionsprofil. Sie wiesen das hdchste
Expressionsniveau der kardialen Marker Nkx2.5 und MLC-2v auf. Als einzige
Subpopulation exprimierten sie Troponin I. Diese Ergebnisse konnten durch
immunzytochemische Analysen bestitigt werden. Die eGFP"*/DsRed2"**-Zellen
konnten in vitro expandiert werden, ohne ihre kardiomyozytire Genexpression
einzubliBen. Die molekularen Marker quergestreifter Muskulatur MyoD und
Myogenin wurden nicht nachgewiesen. Eine skelettmuskuldre Differenzierung ist
somit unwahrscheinlich. Die Prisenz von spannungsabhéngigen L-Typ-Calcium- und
Kaliumkanédlen wurde durch RT-PCR, Immunzytochemie, Calcium-Imaging und
Patch Clamp-Analysen bestétigt.

Die durchgefiihrte Zellzyklusanalyse ergab, dass der GroBteil der eGFP**/DsRed2*-

Zellen den Mitosemarker Ki-67 exprimierte. Zwischen 15-25%  der
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eGFP**/DsRed2"*-Zellen befanden sich in der S-Phase des Zellzyklus. Die
Induktionsversuche mit 5-Azacytidine resultierten in einer dosisabhingigen,
signifikanten =~ Verringerung der  Nkx2.5-gekoppelten = eGFP-Exprimierung.
Bemerkenswerterweise war die eGFP-Expression ohne 5-Azacytidine-Zusatz im

Medium am hochsten ausgepragt.

Diskussion:

Die vorgelegten Daten konnten zeigen, dass das humane subkutane Fettgewebe eine
Fraktion von spontan differenzierenden kardiomyozytiren Zellen enthdlt, welche
mehrere wesentliche Charakteristika von adulten Kardiomyozyten aufwiesen. Unser
Ansatz des Gentransfers liefert moglicherweise ein System zur Isolierung von

geeigneten humanen adulten kardiomyozytiren Zellen fiir die Therapie des akuten

Myokardinfarkts.
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7. Summary

Introduction:

Myocardial infarction (MI) leads to a loss in cardiac tissue. Cardiac repair using
cellular therapies is one potential conceivable new therapeutic option. In this study we
investigated the potential of human adipose-derived stem cells (ADSCs) to

differentiate into cardiomyogenic cells.

Methods:

For analytical purposes we cloned two HIV-based lentiviral vectors in which Nkx2.5
and MLC-2v promoters controlled the expression of the fluorescent dyes eGFP and
DsRed2. ADSCs were infected with both lentiviral vectors simultaneously and 48-72h
later analyzed by FACS. EGFP"/DsRed2"*-cells were investigated using e.g. RT-
PCR, immunohistochemistry, Fura-2-calcium imaging, patch clamp and cell cycle

analysis.

Results:
Between 0.7-2.5% among regular ADSCs expressed eGFP and DsRed2

simultaneously. Sorted eGFP"*/DsRed2"*-cells expressed cardiomyocyte-specific
mRNAs including: Nkx2.5, MLC-2v, GATA-4, Troponin I and L-type calcium
channel alpha-1c subunit (Cavl.2). The skeletal markers MyoD, Myogenin were not
detected. 15-20% of eGFP"*/DsRed2"*-cells showed L-type calcium channel specific
response and patch clamp analysis revealed cardiac potassium channel presence in
some cells. Cell cycle analysis showed that 20% of the cells were in the S-phase and

more than 60% expressed mitosis marker Ki-67.

Conclusion:

Our studies indicate that spontaneously transdifferentiating cardiomyogenic cells can
be isolated from ADSCs in vitro using lentiviral fluorescent indicators and FACS.
The isolated cells did not resemble a fully differentiated cardiac phenotype yet

showed several characteristics of adult cardiomyocytes.
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Abbildung 29: Patch Clamp Kaliumstrombestimmung in eGFPP*/DsRed2"**-Zellen.

Abbildung 30: TEM-Aufnahme des Zytosols einer ADSC.
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11. Abkiirzungsverzeichnis

ADSC
bp

CD
DNA
RNA
DsRedD?2
eGFP
FACS
FBS
HLA
MSC
PBS
SMB

adipose tissue derived stem cells = Stammzellen aus dem Fettgewebe
base pairs = Basenpaare

cluster of differentiation

desoxyribonucleic acid = Desoxyribonukleinsdure

ribonucleic acid = Ribonukleinsdure

Discosoma sp. red fluorescent protein 2 = roter Fluoreszenzfarbstoff
enhanced green fluorescent protein = griiner Fluoreszenzfarbstoff
fluorescent activated cell sorting = Durchflusszytometrie

fetales bovines Serum

human leucocyte antigen

mesenchymal stem cells = mesenchymale Stammzellen

phosphate buffered saline = Phosphat gepufferte Kochsalzlosung
skeletale Myoblasten
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