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Zusammenfassung

Die Regenerationsfahigkeit von geschadigtem Herzgewebe nimmt im Lauf der Evolution immer weiter ab, flr
Saugetiere galt lange als Tatsache, dass eine Schadigung irreversibel ist, da ihre Kardiomyozyten postnatal
ihre Fahigkeit zur Proliferation verlieren. Neuere Berichte Gber eine kardiale Regeneration kénnten auf einem
Wiedereintritt terminal differenzierter Kardiomyozyten in den Zellzyklus beruhen, alternativ ist eine
Differenzierung von Kardiomyozyten aus adulten Stammzellen oder Progenitorzellen denkbar. Eine solche
Differenzierung ist jedoch in vielen Féllen umstritten, haufig erlaubten die in den vorliegenden Studien
angewandten Methoden keine Uberpriifung der Verdnderungen der betrachteten Zellen auf molekularer
Ebene.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollten, u.a. basierend auf lentiviralen Vektoren, Methoden etabliert
werden, die eine detailliertere Analyse der strukturellen und molekularen Veranderungen verschiedener
Stamm- und Vorlauferzellen bei der Differenzierung zu Kardiomyozyten ermdglichen bzw. vereinfachen. In
einem zweiten Teil der Arbeit sollte sowohl die von Badorff et al. beschriebene kardiale Differenzierung
humaner Endothelvorlduferzellen als auch das ebenfalls umstrittene Potential mesenchymaler Stammzellen
der Ratte zur kardialen Differenzierung eingehend untersucht werden.

Als Hilfsmittel zur Detektion von aus Stamm- und Vorlauferzellen differenzierten Kardiomyozyten wurden
lentivirale Reportergenkonstrukte mit herzspezifischen Promotoren fiir eine stabile Langzeit-Expression
hergestellt. Fiir die Herstellung derartiger viraler Plasmide wurde auf der Basis HIV-1 abgeleiteter Vektoren
ein lentivirales Shuttlesystem zur vereinfachten Klonierung von Expressionskassetten entwickelt, zudem
fuhrte die Einfihrung des CMV-Enhancers zu einer signifikant gesteigerten Expression mit verschiedenen
ubiquitéaren Promotoren.

Zur Uberpriifung des Potentials humaner Endothelvorlduferzellen (EPCs) zur kardialen Differenzierung
wurden markierte EPCs mit Kardiomyozyten kokultiviert und immunhistologisch ausgewertet, u.a.
dreidimensional durch konfokale Laser-Scan-Mikroskopie. Es wurden durchflusszytometrische Messungen
und Aufnahmen im Elektronenmikroskop angefertigt, sowie RT-PCRs zur spezies-spezifischen Detektion
frher humaner kardialer Transkriptionsfaktoren durchgefiihrt.

Mesenchymale Stammzellen (MSCs) aus dem Knochenmark der Ratte wurden zur kardialen Differenzierung
mit 5-Azacytidin behandelt, anschlieffend mittels RT-PCR und mit Hilfe der generierten lentiviralen Vektoren
auf die Expression kardialer Gene untersucht.

Mit Hilfe des im Rahmen der Dissertation entwickelten Shuttle-Systems konnten in der Arbeitsgruppe
zahlreiche lentivirale Konstrukte wesentlich einfacher und schneller generiert werden, als es bei der
Verwendung bestehender Systeme moglich gewesen ware. Mit diesem neuartigen System erfolgreich
hergestellte Vektoren mit herzspezifischen Promotoren fir humanes ANF und MLC2v bewirkten eine
spezifische Expression in Kardiomyozyten und koénnen fiir eine Detektion oder Aufreinigung kardial
differenzierter Zellen eingesetzt werden. Im Falle dieser Vektoren fiihrte die Insertion des CMV-Enhancers zu
einer signifikanten Verbesserung der Reportergen-Expression unter weitgehender Erhaltung der Spezifitat der
kardialen Expression. GroRRe Bedeutung fiir die Verwendung dieser und anderer lentiviraler Vektoren fir die
Markierung von Zellen zur Untersuchung der Stammzelldifferenzierung nach Transplantation hat auch der
Befund, dass auch rigorose Waschschritte nicht zu einer volligen Elimination infektidser Viruspartikel auf den
transduzierten Zellen fiihrte: In Kokultur-Experimenten und nach Transplantation kdnnen auf derart markierten
Stammzellen verbliebene infektidse Virionen zur Reportergenexpression in kokultivierten Zellen bzw. in Zellen
des Transplantationsempfangers und damit zu falsch-positiven Ergebnissen flihren.

Die Analyse der Kokulturen von markierten EPCs und Kardiomyozyten auf eine Expression kardialer Marker
ergab keine Beweise fiir eine kardiale Differenzierung der EPCs und widerspricht damit den Befunden von
Badorff et al.. Scheinbar doppelt positive Zellen konnten in der Mehrzahl der Falle als markierte humane
Zellen oder Zellreste identifiziert werden, die Uber oder unter Kardiomyozyten lagen, bzw. als von
Kardiomyozyten umwachsene Zellfragmente, oder als absterbende, nekrotische Kardiomyozyten mit einer
starken Eigenfluoreszenz.

Die Stimulation von mesenchymalen Stammzellen der Ratte mit 5-Azacytidin fihrte zwar zu einer schwachen
Expression einiger herzspezifischer Gene wie GATA-4, ANF und MLC2v, andere Marker wie a-MHC fehlten
dagegen, eine Differenzierung zu funktionellen Kardiomyozyten konnte damit nicht nachgewiesen werden.
Reportergenkonstrukte mit den herzspezifischen Promotoren fiir humanes ANF bzw. MLC2v flihrten in den
stimulierten MSCs nicht zu einer messbare Expression des Reportergens GFP.

Mit den unter Verwendung des neuartigen lentiviralen Klonierungs-Systems entwickelten
kardiomyozytenspezifischen Vektoren konnte erstmals eine zufriedenstellende gewebespezifische lentivirale
Reportergen-Expression erreicht werden. Obwohl je nach Anwendung das Risiko einer Virustbertragung zu
berlicksichtigen ist, eignen sich die Vektoren sowohl fiir die Detektion einer kardiale Differenzierung in adulten
und embryonalen Stamm- und Vorlauferzellen, als auch zum Studium von Differenzierungsvorgangen in der
Embryogenese. Es konnte aulRerdem gezeigt werden, dass Hinweise auf eine kardiale Differenzierung von
EPCs nach Kokultivierung mit Kardiomyozyten wahrscheinlich auf rein methodischen Unzulanglichkeiten
beruhen. Eine solche Differenzierung konnte im Rahmen der Dissertation durch Anwendung weitergehender
Methoden nahezu ausgeschlossen werden, was eine Reihe weiterer Studien, in denen eine zuvor publizierte
kardiale Differenzierung anderer adulter Stammzelltypen nicht nachvollzogen werden konnte, bestatigt.

Schlagworter: Adulte Stammzellen, kardiale Differenzierung, lentivirale Vektoren



Abstract

The capability for regeneration of damaged cardiac tissue decreases in the course of evolution with the
development of higher life-forms. For a long time it has been considered a fact that for mammals, myocardial
damage is irreversible as their cardiomyocytes lose the potential for proliferation shortly after birth. Recent
reports on cardiac regeneration in mammals could result from re-entry of terminally differentiated
cardiomyocytes into the cell cycle. Alternatively, a differentiation of cardiomyocytes from adult stem cells or
progenitor cells is conceivable. In many cases such a differentiation is controversial. Frequently, the methods
applied in existing studies did not allow for the detection of cellular changes on a molecular level.

Within the scope of this thesis, methods, based in part on lentiviral vectors, should be established that allow or
simplify a detailed analysis of structural and molecular changes of different stem and progenitor cells in the
course of their differentiation towards cardiomyocytes. In a second part of this thesis, the cardiac
differentiation of human endothelial progenitor cells, as described by Badorff et al., as well as the controversial
potential for cardiac differentiation of rat mesenchymal stem cells should be thoroughly investigated.

As a tool for the detection of stem cell derived cardiomyocytes, lentiviral reporter gene constructs with cardiac
specific promoters for stable long term expression were generated. For the generation of such viral plasmids,
a shuttle system for simplified cloning of expression cassettes was developed on the basis of HIV-1 derived
vectors. In addition, the insertion of the CMV enhancer resulted in a significantly enhanced expression with
different ubiquitous promoters.

For evaluation of human endothelial progenitor cells’ (EPCs) potential for cardiac differentiation, cocultures of
labelled EPCs and cardiomyocytes were examined by means of immunohistology. Confocal laser scan
microscopy allowed for a three-dimensional analysis. Measurements by flow cytometry and electron
microscopy were conducted, as well as RT-PCRs for a species-specific detection of early human cardiac
transcription factors.

Moreover, mesenchymal stem cells (MSCs) from rat bone marrow were treated with 5-Azacytidine for
induction of cardiac differentiation, and subsequently analysed for cardiac gene expression by RT-PCR and
applying the generated lentiviral vectors.

By means of the shuttle system developed in the course of this thesis, within our work group various lentiviral
constructs could be generated more simple and faster than it would have been feasible by using existing
systems. Vectors with heart specific promoters of human ANF and MLC2v, generated successfully with this
novel system, conferred GFP reporter gene expression in cardiomyocytes, specifically, and can be
implemented for the detection and purification of cells differentiated towards the cardiac lineage. For these
vectors, insertion of the CMV enhancer led to a significant improvement of reporter gene expression, while
largely retaining cardiac specificity. Findings, that even rigorous washing steps do not lead to complete
elimination of infectious viral particles on transduced cells, are of highest significance for the application of
these and other lentiviral vectors for cell labelling in order to analyse stem cell differentiation after
transplantation: In coculture experiments and after transplantation, infectious virions residing on labelled stem
cells can lead to reporter gene expression in cocultivated cells or transplant recipient’s cells and thereby can
lead to false-positive results.

The analysis of cocultivated labelled EPCs and cardiomyocytes for cardiac marker expression did not result in
any evidence of cardiac differentiation of human endothelial progenitor cells, and thereby contradicts the
findings of Badorff et al.. In the majority of cases, apparently double stained cells could be identified as
labelled human cells or cell fragments lying over or under cardiomyocytes, as cardiomyocytes growing around
cell fragments, or decaying necrotic cardiomyocytes with high levels of autofluorescence.

Stimulation of rat mesenchymal stem cells with 5-Azacytidine indeed resulted in a weak expression of several
heart specific genes, i.e. GATA-4, ANF, and MLC2yv, in contrast, they lacked other markers like a-MHC, a
differentiation into functional cardiomyocytes could not be demonstrated. Reporter gene constructs with heart
specific promoters for human ANF and MLC2v, respectively, did not confer detectable levels of reporter gene
expression.

With the cardiomyocyte specific vectors generated by use of the novel lentiviral cloning system, a satisfactory
tissue-specific lentiviral reporter gene expression could be achieved for the first time. Although, depending on
the application, the problem of virus shuttle has to be taken into consideration, the vectors are suitable for the
detection of cardiac differentiation in adult and embryonic stem and progenitor cells, as well as for studies on
differentiation processes during embryonic development. Furthermore, it was demonstrated, that recent
reports on cardiac differentiation of EPCs after coculture with cardiomyocytes are most likely merely due to
shortcomings of the methods applied. Any such differentiation was almost excluded in the course of this thesis
by use of more precise methods, thus corroborating a number of studies that were not able to confirm cases of
cardiac differentiation of other adult stem cell types recently published.

Keywords: Adult stem cells, cardiac differentiation, lentiviral vectors
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Einleitung

1 Einleitung

Die Regenerationsfahigkeit von geschadigtem Herzgewebe nimmt im Verlauf der
Evolution mit der Entwicklung héherer Lebewesen immer weiter ab. Areale geschadigten
Herzgewebes werden bei Fischen [1] und Amphibien [2,3] noch ohne die Bildung von
Narben durch neugebildetes funktionelles Myokard ersetzt. Dagegen galt fir Saugetiere
lange als Tatsache, dass eine Schadigung des Herzgewebes irreversibel ist, da
Kardiomyozyten postnatal ihre Fahigkeit zur Proliferation verlieren [4,5]. Abgestorbene
Kardiomyozyten werden daher durch Fibroblasten ersetzt, wobei die entstehenden

Vernarbungen zu einer eingeschrankten Herzfunktion fuhren [6,7].

Inzwischen gibt es Hinweise darauf, dass méglicherweise auch bei Saugetieren im
adulten Organismus neue Herzmuskelzellen gebildet werden kdénnen. Fir einen
bestimmten Maus-Stamm wurde sogar eine vergleichbare Regenerationsfahigkeit, wie flr
Amphibien beschrieben [8]. Einer solchen Regeneration kdnnen prinzipiell zwei
verschiedene Mechanismen zugrunde liegen. Zum einen kénnten terminal differenzierte
Kardiomyozyten wieder in den Zellzyklus eintreten und durch Proliferation neues Myokard
bilden, zum anderen ist auch eine Differenzierung von Kardiomyozyten aus adulten

Stammzellen oder Progenitorzellen denkbar.

Viele frlhe Daten zu solchen Differenzierungsvorgdngen resultieren aus in vivo
Experimenten, bei denen Zellen in Infarkt-geschadigte Areale des Herzens transplantiert
wurden. Anschlielend messbare Funktionsverbesserungen der Herzleistung wurden als
Indizien flr eine potentielle kardiale Differenzierung dieser Zellen in funktionelle
Kardiomyozyten gedeutet. Auch bei in vitro Experimenten wurden durch chemische
Induktion oder Kokultivierung mit Kardiomyozyten Veranderungen der eingesetzten

Stamm- oder Progenitorzellen festgestellt.

In vielen Fallen ist jedoch umstritten, ob tatsachlich eine kardiale Differenzierung der
Stamm- oder Vorlauferzellen fir die beobachteten Effekte verantwortlich ist. Haufig
erlaubten es die angewandten Methoden nicht, Veranderungen der betrachteten Zellen
auf molekularer Ebene nachzuweisen und damit zu Gberprifen, ob es Parallelen zwischen
der Entwicklung von Stamm- und Progenitorzellen zu Kardiomyozyten und der
Zelldifferenzierung wahrend der Embryonalentwicklung gibt. In vielen Fallen ist daher
bisher unklar, ob sich Erkenntnisse aus der Embryogenese auf die Differenzierung adulter

Zellen Ubertragen lassen.
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Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollten Methoden etabliert werden, die
mittelfristig eine detaillierte Analyse der strukturellen und molekularen Veranderungen
verschiedener Stamm- und Vorlduferzellen bei der Differenzierung zu Kardiomyozyten

ermdglichen bzw. vereinfachen.

1.1 Kardiale Differenzierung von adulten Stamm- und Vorlauferzellen

Stammzellen sind embryonale, fetale oder adulte Zellen, die ein bedeutendes, im Falle
der embryonalen Stammzellen sogar potentiell unbegrenztes Proliferations- und
Differenzierungspotential aufweisen und Uber ihre Fahigkeit zur Selbsterneuerung
definiert werden [9], d.h. bei der Zellteilung von Stammzellen entsteht immer mindestens
eine weitere Stammzelle mit gleichen Eigenschaften. Auf dem Weg der Spezialisierung
von Zellen in unterschiedliche Gewebe wahrend der Embryogenese nimmt ihr
Proliferations- und Differenzierungspotential im allgemeinen immer weiter ab. Aus
multipotenten Stammzellen entwickeln sich zunachst tri- und bipotente Progenitorzellen
und daraus schliel3lich eindeutig determinierte und damit unipotente Vorlaufer einer
bestimmten Koérperzelle [10]. Vorlaufer- oder Progenitorzellen besitzen nicht die Fahigkeit
zur  Selbsterneuerung und  weisen ein  geringeres  Proliferations-  und
Differenzierungspotential als Stammzellen auf. In einigen Organen sind auch im adulten
Zustand noch Zellen vorhanden, die fir die Aufrechterhaltung und Regeneration des
Organs bendtigt werden, wie z.B. die Stammzellen in Haut [11] und Darm [12], die fir eine

kontinuierliche Erneuerung des Gewebes sorgen.

1.1.1 Adulte Stammzellen aus dem Herzgewebe

Die Moglichkeit einer Regeneration des Herzens nach Schadigungen wie einem Infarkt,
die eine Neubildung von myokardialem Gewebe im adulten Organismus erfordern wurde,
wird kontrovers diskutiert. Der Annahme, das Herz sei ein post-mitotisches Organ und
besitze deshalb kein regeneratives Potential [13], stehen neuere Berichte Uber
Subpopulationen von Myozyten gegenuiber, die noch nicht terminal differenziert sind und
im Gegensatz zu ausdifferenzierten Kardiomyozyten wieder in den Zellzyklus eintreten
kénnen und nach einem Infarkt im geschadigten Gewebe mitotische Aktivitat zeigen
[14,15].

Stammzellpopulationen im adulten Herzen wurden aufgrund der Expression von sca-1,
eines potentiellen Markers somatischer Stammzellen, isoliert [16,17], oder aus murinen
und humanen Explantaten nach enzymatischer Behandlung und Selektion aufgrund der
Morphologie bzw. Proliferationskapazitat gewonnen [18]. Eine weitere Populationen von

kardialen Progenitorzellen, die sogenannten ,Kardioblasten®, wurden durch die
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Expression des Homéodomane Transkriptionsfaktor islet-1 (isl1) charakterisiert [19],

andere Berichte beschreiben 1lin"*?/ c-kit*** Stammzellen im adulten Herz [20].

Lange wurde angenommen, dass adulte Stamm- oder Progenitorzellen gewebespezifisch
determiniert sind und nur in einen bestimmten Kdrperzelltyp differenzieren kénnen [10].
Inzwischen gibt es viele Hinweise auf adulte multipotente Progenitor- und Stammzellen,
die ein weitaus grofReres Differenzierungspotential aufweisen und in verschiedene
somatische Zellen differenzieren kénnen. Die Differenzierung einer Progenitorzelle einer
bestimmten Entwicklungslinie in eine Korperzelle einer anderen Entwicklungslinie
bezeichnet man als ,Transdifferenzierung® [21]. Die Annahme, dass adulte Stammzellen
in der Lage sein konnten zu transdifferenzieren, fihrte zu einem neuen Konzept der
Stammzell-,Plastizitat®. Dieses geht davon aus, dass die Festlegung differenzierender
Zellen auf eine bestimmte Entwicklungslinie méglicherweise nicht strikt definiert sondern
weitaus flexibler ist als bisher angenommen wurde [21]. Nach neueren Berichten sind
nicht nur adulte Stammzellen aus dem Herzen in der Lage, kardial zu differenzieren, auch
fur Zellen aus dem Knochenmark und dem peripheren Blut wurden entsprechende

Beobachtungen beschrieben.

1.1.2 Adulte Stammzellen aus dem Knochenmark

Das Knochenmark enthalt neben Stamm- und Progenitorzellen der hamatopoetischen
Zellen auch morphologisch fibroblastenartige Stromazellen [22], die das flir die
Hamatopoese bendtigte Milieu [23] schaffen. Sie enthalten Subpopulationen, die
Stammzellpotential aufweisen und sich deutlich von den Stromazellen abgrenzen lassen
[24].

Diese mesenchymalen Stammzellen (MSCs) des Knochenmarks entwickeln sich unter
Zugabe verschiedener stimulierender Substanzen, wie 5-Azacytidin oder 1,25-
Dihydroxyvitamin D3, in Adipozyten-, Osteoblasten-, Chondrozyten-, Skelettmyoblasten-
[25] und mdglicherweise auch in Kardiomyozyten-ahnliche Zellen [26]. 5-Azacytidin, ein
Cytosin-Analog, kann die Demethylierung von 5-Methylcytosinresten in der DNA
verursachen und reduziert in Zellen die DNA-Methyltransferase-Aktivitat [27]. Die
resultierende Hypomethylierung koénnte zur Aktivierung phanotypspezifischer Gene

beitragen.

Durch Zugabe von 5-Azacytidin konnten embryonale Zelllinien der Maus in drei
verschiedene mesodermale Zelltypen umgewandelt werden [28,29]. 5-Azacytidin
behandelte immortalisierte Klone muriner MSC kontrahierten spontan und exprimierten

mehrere herzspezifische Marker [26,30,31]. Auch nach Kokultivierung mit neonatalen
3
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Rattenkardiomyozyten wurde eine kardiale Differenzierung muriner MSCs beschrieben
[32].

Untersuchungen zur Differenzierung mesenchymaler Stammzellen aus dem
Knochenmark von Ratten lieferten unterschiedliche Ergebnisse. Es wurde zunachst
gezeigt, dass mit 5-Azacytidin oder 5-Aza-2-deoxycytidin behandelte MSCs myogene
Strukturen ausbilden und spontan kontrahieren [33]. Andere Untersuchungen konnten
dagegen keine spontanen Kontraktionen der MSC nach Behandlung mit 5-Azacytidin
feststellen, die behandelten Zellen zeigten keine Expression von kardialem MHC,

Connexin 43 oder Troponin T [34].

Bei Versuchen in der Ratte [35] und im Schwein [36] wurde in einem Infarktmodell nach
Transplantation von 5-Azacytidin-behandelten, mit Bromdesoxyuridin markierten
Stromazellen eine verbesserte Herzfunktion gezeigt. Die Uberlebenden Zellen schienen
dabei Troponin | zu exprimieren, in der Ratte auch sarkomerisches ,myosin heavy chain®
und Connexin 43 [37]. Eine Verbesserung der Herzfunktion konnte auch nach
Transplantation unbehandelter Knochenmarks-Stromazellen gezeigt werden [38]. Die
Transplantation undifferenzierter mesenchymaler Stammzellen in geschadigtes

Herzgewebe flhrte z.T. aber auch zur Bildung fibroblastischen Narbengewebes [39].

Die Differenzierung humaner mesenchymaler Stammzellen in Adipozyten-, Osteoblasten-
und Chondrozyten-ahnliche Zellen wurde ebenfalls gezeigt [40]. Eine ex vivo
Differenzierung von humanen Knochenmarksstammzellen in Kardiomyozyten-ahnliche
Zellen soll durch Kultivierung in einem speziellen Medium unter Zusatz von Insulin,
Dexamethason und Ascorbinsaure erreicht worden sein [41]. Die so kultivierten Zellen
zeigten sarkomere Strukturen und eine Expression von verschiedenen herzspezifischen
Proteinen. Erste Studien zur Transplantation humaner Stammzellen aus dem
Knochenmark zeigten wie im Tiermodell eine Verbesserung der Herzfunktion nach
myokardialem Infarkt [42-44].

Die Definition der mesenchymalen Stammzellen ist nicht einheitlich, es wurden weitere
Subpopulationen wie die RS-Zellen (,recycling stem cells) beschrieben [45,46], sowie
mesenchymale Stammzellen mit weitergehendem Differenzierungspotential, wie die
multipotenten adulten Progenitorzellen (MAPCs) [47] oder die ,human bone-marrow
derived multipotent stem cells* (hBMSCs) [44]. Mesenchymale Stammzellen wurden auch
aus der Nabelschnur [48] und aus dem Stroma des Fettgewebes isoliert. Diese ,adipose
tissue stem cells® (ATSC) zeigten spontan [49] oder nach Kokultivierung mit Extrakten aus
Rattenkardiomyozyten [50] eine Differenzierung in Kardiomyozyten-ahnliche Zellen.

4
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Mesenchymale Stammzellen konnten auch im peripheren Blut nachgewiesen werden [51],

sie wurden vermutlich aus dem Knochenmark mobilisiert.

Von einer weiteren Zellpopulation aus dem Knochenmark, die durch die Abwesenheit von
Markern der hamatopoetischen Linie und der Expression von c-kit charakterisiert wird
(lineage/c-kit"), wurde berichtet, dass sie in der Maus maoglicherweise ebenfalls zu einer
Regeneration von geschadigtem Infarktgewebe fiihrt, indem sie in verschiedene kardiale
Zelltypen wie Myozyten, Endothelzellen und glatte Muskulatur differenziert [52-54]. Der
Tyrosinkinase-Rezeptor c-kit und sein Ligand Stammzell-Faktor (stem cell factor, SCF)
sind an Regulationsprozessen der Differenzierung verschiedenster Gewebe beteiligt [55].
Auch fiir sogenannte ,side population“ (SP) Zellen, hochaufgereinigte CD34 /c-kit'/sca-1"
Zellen aus dem Knochenmark wurde von einem kardialen Regenerationspotential nach

Transplantation in geschadigte Herzareale berichtet [53,56].

In den meisten Fallen ist nicht endgultig geklart, welche molekularen Ereignisse in vivo zu
einer Verbesserung der Herzfunktion nach Transplantation von Stammzellen fiihren. Zum
einen konnten zellulare Effekte eine Rolle spielen, d.h. die applizierten Zellen selbst
fihren z.B. durch Transdifferenzierung in Kardiomyozyten zu einer Verbesserung der
Funktion. Zusatzlich gibt es Berichte Uber die Fusion von transplantierten Stammzellen
mit Kardiomyozyten [57], diese konnte eine Ursache fur falsch-positive Daten Uber
transdifferenzierte Zellen sein. Allerdings besteht die Moglichkeit, dass eine solche Fusion
auch einen therapeutischen Effekt haben kénnte, wie er fir geschadigtes Lebergewebe
bereits gezeigt wurde [58]. Auch eine Verbesserung der Herzfunktion durch eine
mechanische Stabilisierung der Infarktzonen durch die eingebrachten Zellen ware
mdglich. Auf der anderen Seite sind auch parakrine Effekte denkbar, die einen Einfluss
auf das Uberleben und die Proliferation von Zellen im Myokard oder die Bildung von
Narben haben koénnten. Da in MSCs bei ungenitigender Sauerstoffversorgung die
Expression und Sekretion von Cytokinen wie FGF, VEGF und Angiopoetin [59]
hochreguliert wird, kénnte auch ein Beitrag zur Vaskularisierung eine Rolle spielen, auch
fur eine Differenzierung von MSCs zu einem endothelialen Phanotyp gibt es Hinweise
[60].

1.1.3 Adulte Vorlduferzellen aus dem peripheren Blut

Die ldentifizierung von humanen Endothelvorlauferzellen (endothelial progenitor cells,
EPCs) aus dem peripheren Blut widerlegte 1997 die Annahme, dass eine postnatale
Neovaskularisierung ausschlieR®lich durch Proliferation und Migration vollstandig
differenzierter Endothelzellen stattfindet. EPCs wurden zunachst aufgrund der Expression

von CD34 und Flk-1 sowie ihrer Adharenz an Zellkulturschalen identifiziert. Sie sind im
5
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Gegensatz zur Leukozytenfraktion des Blutes CD45-negativ und exprimieren weitere
Endothelzellmarker wie KDR, Tie-2 und CD117 [61].

Nach Transplantation markierter EPCs in ischdmische Areale bei Mdusen und Kaninchen
erfolgte ein Einbau dieser Zellen in Kapillaren und kleinere Arterien in den neovaskularen
Zonen [61]. Auf diese Weise koéonnten EPCs auch im adulten Organismus zur
Vaskulogenese beitragen, also einer Neubildung von Gefallen wie wahrend der
Embryonalentwicklung [62-64], und so z.B. nach einem Herzinfarkt durch eine Férderung

der eingeschrankten Durchblutung zu einer Funktionsverbesserung fuihren [65].

Erste Hinweise auf eine angebliche kardiale Transdifferenzierung von Endothelzellen
wurden 2001 veroffentlicht [66]. Endothelzellen unterschiedlicher Herkunft wurden
zunachst mit Hilfe von Adeno- oder Lentiviren markiert und anschlieBend mit
Kardiomyozyten kokultiviert oder in ischamische Bereiche infarktgeschadigter muriner
Herzen injiziert. Anschlielend wurden bei bis zu 10% der markierten Zellen kardiale
Marker mit Hilfe von Antikorpern nachgewiesen. Eine solche Doppelfarbung als
Anzeichen einer Transdifferenzierung der Endothelzellen wurde ausschliellich bei
direktem Zell-Zell-Kontakt von Endothelzellen und Kardiomyozyten beobachtet. Dabei
zeigten aus der Aorta isolierte murine embryonalen Endothelzell-Vorlaufer und aus
murinen  embryonalen  Stammzellen generierte  Endothelzellen das  grofite

Differenzierungspotential.

Eine kardiale Transdifferenzierung humaner zirkulierender EPCs aus dem peripheren Blut
nach Kokultivierung mit primaren neonatalen Rattenkardiomyozyten wurde 2003 von
Badorff et al. beschrieben [67]. In den Kulturen wurde eine Zunahme der Zellgrélien
markierter huEPCs gezeigt, nach Farbung mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern
schienen ca. 10% der markierten Zellen auch kardiale Markerproteine zu exprimieren.
Eine Doppelfarbung trat auch hier nur bei direktem Zell-Zell-Kontakt der huEPCs und
Kardiomyozyten auf. Durch Farbstofflbertritt wurden Gap Junctions zwischen huEPCs
und Kardiomyozyten gezeigt. Kontrollen mit fixierten Kardiomyozyten sollten dabei die

Méglichkeit einer Fusion der Zellen als Grund fiir die Doppelfarbung ausschlie3en.

Eine solche kardiale Differenzierung von Endothelvorlauferzellen wurde bisher nicht von
anderen Arbeitsgruppen reproduziert, auch der Phanotyp der verwendeten Zellpopulation
ist umstritten. Verschieden Studien definieren EPCs als VEGFR2'/CD133*/CD34"
Subpopulationen der mononukledren Blutzellen [62], oder als CD34"/VEGFR2" [68] bzw.
CD133*/VEGFR2" Zellen, die aus dem Knochenmark stammen und von dort bei Bedarf
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mobilisiert werden [69]. Es wurden auch CD34 Populationen identifiziert, die zu EPCs

und letztlich Endothelzellen differenzieren [47].

Neuere Daten scheinen zu belegen, dass es sich bei den von Badorff et al. als EPCs
bezeichneten Zellen, bei denen aufgrund der Aufnahme von acetyliertem LDL und der
Bindung des Lektins UEA-1 urspriinglich ein endothelialer Phanotyp angenommen wurde,
fast ausschlieRlich um Zellen handelt, die aus Monozyten/Makrophagen hervorgehen. Sie
exprimieren nur zu einem geringen Prozentsatz Endothelzellmarker, weshalb diese Zellen
auch als ,circulating angiogenic cells“ (CACs) bezeichnet wurden [70]. Die in expandierten
EPCs enthaltene CD14'/CD34 Zellpopulation kénnte durch die Freisetzung parakriner
Faktoren einen Angiogenese-fordernden Effekt haben [71]. Diese CD14" Zellen der
Leukozyten-Linie setzen aulerdem Cytokine frei, die wichtige Signale fir eine
Wundheilung darstellen kénnten [72,73].

Das kardiale Differenzierungspotential der EPCs und ihr moglicher Beitrag zu einer
Regeneration von geschadigtem Herzgewebe sind daher bisher nicht geklart und sollten

im Rahmen der vorliegenden Dissertation naher untersucht werden.

Offen bleibt auch, ob eine Regeneration des Myokards durch Einwanderung der
entsprechenden Zellen aus dem peripheren Blut oder aus dem Knochenmark und
anschlieRender Differenzierung in kardiale Zelltypen auch in vivo eine Rolle spielen
konnte. Weiter ist unklar, ob in vitro entstehende differenzierte Zellen wirklich ,normalen*
ausdifferenzierten Kardiomyozyten entsprechen. Es ware einerseits mdglich, dass die in
vitro Differenzierung adulter Stammzellen zu artifiziellen Zelltypen fuhrt, die nur einige
kardiale Merkmale oder Marker aufweisen, andererseits kdnnte ihre Differenzierung auch

entsprechend der kardialen Differenzierung in der Embryogenese verlaufen.
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1.2 Kardiale Differenzierung und Expression in der Embryogenese

Die Entwicklung des Herzens setzt bei Saugetieren sehr friih in der Embryogenese ein
und umfasst eine komplexe Abfolge von Ereignissen. Moglicherweise lassen sich
Erkenntnisse bezlglich der molekularen Mechanismen der kardialen Differenzierung
wahrend der Embryogenese auch auf adulte Stammzellen Gbertragen. Einzelne Faktoren,
die dabei eine wichtige Rolle spielen, konnten als Marker flir eine kardiale Differenzierung
dienen oder eventuell auch zur gezielten Induktion oder Unterstlitzung solcher
Differenzierungsvorgange eingesetzt werden und werden deshalb im Folgenden naher

beschrieben.

In der Kardiogenese erfolgt zunachst eine Spezifizierung von Zellen aus dem Mesoderm
und der Neuralleiste auf die kardiale Entwicklungslinie, dann Wachstum und
Differenzierung dieser Zellen zu Kardiomyozyten und schliellich kommt es zur
Ausbildung der Morphologie des adulten Herzens [74]. Die bei dieser Entwicklung
malfdgeblichen Transkriptionsfaktoren sind zwischen den einzelnen Saugetier-Spezies und
dem Menschen stark konserviert. Wahrend beim Menschen Kenntnisse Uber das
Zusammenspiel der einzelnen Faktoren hauptsachlich aus dem Studium von zufallig
auftretenden Mutationen stammen, die z.T. zu schweren Herzmissbildungen fuhren,
wurden in der Maus gezielte Untersuchungen durchgeflihrt, bei denen einzelne Faktoren

inaktiviert oder reprimiert bzw. Gberexprimiert wurden.

(E7,5) (E8) (E8,5-9,5) (E10-E12) (E12-Geburt)
Nkx2.5 Nkx2.5 Nkx2.5 Nkx2.5 Nkx2.5
Myocardin GATA-4 GATA-4 GATA-4 GATA-4
Mesp 1/2 Mesp 1/2 dHand Irx4 Tbx5
SRF eHand Thx5 RXRa
Tbx5 dHand FOG-2
Mef2c eHand TEF-1

pitx2 Hey2/HRT2/CHF1

Abbildung 1.1 Herzentwicklung in der Maus

Dargestellt sind die morphologischen Entwicklungsstadien des Herzens im Mausembryo,
sowie die in den einzelnen Phasen exprimierten Transkriptionsfaktoren. Abkirzungen: ot,
Ausflusstrakt; v, Ventrikel; a, Atrium; sv, Sinus Venosus; rv, rechter Ventrikel; lv, linker

Ventrikel; ra, rechtes Atrium; la, linkes Atrium; pa, Pulmonararterie; ao, Aorta. Quelle: [75]

In der Maus lassen sich die frihesten Herzvorlauferzellen auf etwa 50 Ausgangszellen am

Tag 6.5 der Entwicklung (E6.5) zurlickfihren [76]. Diese Zellen wandern in das primare
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Herzfeld im anterioren Mesoderm [77], wo ihre kardiale Differenzierung als Antwort auf
induktive Signale aus dem anterioren Endoderm erfolgt, speziell durch Smad-vermitteltes
[78] BMP-Signalling [79] und Wnt-Inhibition [80-82]. Die kardialen Zellen migrieren in die
Mitte des Embryos und verschmelzen zu einem sichelférmigen Herzplexus, dem ,cardiac
crescent® (E7.5). Bereits ab diesem Zeitpunkt werden von den frihen Herzzellen die
Transkriptionsfaktoren Myocardin (E7.75) [83] und Nkx2.5 (E7.5) exprimiert [84].

Der Homdobox Transkriptionsfaktor Nkx2.5 enthalt wie sein Drosophila-Analog Tinman
eine konservierte Helix-Turn-Helix-Domane, die an die Konsensussequenz TNAAGTGG
bindet, sowie eine aminoterminale TIN-Doméane. Wahrend Tinman fir die kardiale
Spezifizierung benétigt wird, ist Nkx2.5 trotz seiner frihen Expression fir die
Spezifizierung kardialer Progenitorzellen anscheinend nicht essentiell - vermutlich weil es
im Vergleich zu Tinman verkirzt ist und nicht die sogenannte kardiogene Region enthalt
[85]. Nkx2.5 ist in der Maus fir die spatere Morphogenese der Ventrikel essentiell und
spielt eine Rolle in der Regulation der Expression von ANF, MLC2v und dem Myocyte
Enhancer Faktor MEF2c [86], sowie bei der Aktivierung weiterer Transkriptionsfaktoren
wie z.B. eHAND [87] und GATA4 [88]. Die Expression von Nkx2.5 ist auch im adulten
Organismus auf das Myokard beschrankt [89,90].

An Tag 8 schlief3t sich der Herzplexus zu einem linearen Herzschlauch [75]. Der Zink-
Finger-Transkriptionsfaktor GATA4 (ab E7.5) [91] spielt bei der dafur nétigen Zellmigration
eine wichtige Rolle, indem er die Entwicklung der endokardialen Schicht reguliert, mit der
darauf aufliegende myokardiale Zellen zusammen migrieren [75,92]. GATA4-Nullmutante
Mause entwickeln schwere morphologische Defekte am Dottersack und am Herzen,
zeigen aber wie nach Deletion von Nkx2.5 trotzdem eine kardiale Spezifizierung [92,93].
Alle GATA Proteine enthalten eine konservierte Typ IV Zink-Finger-Domane, die das
Konsensus-Motiv (A/T)GATA(A/T) erkennt und bindet [94]. GATA-4 kann auch mit Nkx2.5
interagieren, beide Transkriptionsfaktoren regulieren so die Expression von ANF, die im
frihen Herzschlauch einsetzt [95], sowie die Expression von kardialem a-Actin [88].
Zusammen mit Myocardin aktiviert GATA4 die Expression von MLC2v [96]. GATA4 wird
wahrend der Entwicklung in den kardialen Progenitorzellen exprimiert, im adulten
Organismus in Kardiomyozyten, in den glatten Muskelzellen des Darms und des

Urogenitaltraktes [97] sowie in Ovarien, Testis, Leber und Lunge [94].

Der entstandene Herzschlauch beginnt zu pulsieren und faltet sich zur Herzschleife auf
(E8.5-E9.5) [75], so dass die zuvor sequentiell angeordneten Atrien und Ventrikel jeweils

nebeneinander positioniert werden. Ungefahr zur gleichen Zeit werden weitere Zellen aus
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dem Mesoderm rekrutiert, die zu Regionen des Ausflusstraktes, den Atrien und dem
rechten Ventrikel beitragen. Dabei ist unklar, ob es sich dabei um Zellen aus einem
separaten, sekundaren Herzfeld handelt [98] oder um eine Subpopulation aus dem

primaren Herzfeld [99], die durch eine Expression von Islet-1 gekennzeichnet ist [100].

Die Ausbildung der einzelnen Herzkammern (E10-E12) resultiert aus einer bereits im
Herzschlauch vorhandenen kammerspezifischen Genexpression, wie auch die
Unterscheidung in den linken und rechten Ventrikel. Diese wird unter anderem durch die
gewebespezifischen bHLH-Transkriptionsfaktoren dHand und eHAND vermittelt [101], die
als kanonische Sequenz eine sogenannte E-Box mit der Sequenz CANNTG binden.
dHAND und MEF2c aktivieren zusammen die Expression von ANF und a-MHC [102]. Der
T-Box Transkriptionsfaktor Tbx5 ist zusammen mit Nkx2.5 an der positiven Regulation
von ANF und dem Gap Junction-Protein Connexin 40 beteiligt, und bewirkt eine negative
Regulation der MLC2v-Expression. Tbx5 (bt auRerdem einen Einfluss auf die Expression
der Transkriptionsfaktoren Irx4 und Hey2 aus [103,104]. Irx4 spielt bei der postnatalen
Repression von ANF im Ventrikel eine Rolle [105], der Faktor Hey2 bewirkt meist

ebenfalls eine Repression der Genexpression [106].

Bei der Ausbildung der Septen (E12 bis zur Geburt) [75] spielt der Multitype Zinkfinger-
Transkriptionsfaktor Friend of GATA 2 (FOGZ2) eine Rolle, der auch an der Differenzierung
anderer Gewebe beteiligt ist. FOG2 wird ab E9.0 im Herzschlauch exprimiert wird und
wirkt als Ko-Faktor von GATA4 [107,108], der selbst vermutlich nicht an die DNA bindet
[109]. FOG2 aktiviert zusammen mit GATA4 auch die Expression von a-MHC und bewirkt
eine Repression der Expression von ANF [109], das im adulten Herzen nur in den Atrien
exprimiert wird [95]. Durch dieses Zusammenspiel tragt FOG2 zu einer
kammerspezifischen Genexpression bei, obwohl es selbst nicht exklusiv im Herzen
exprimiert ist, sondern in der adulten Maus auch in Gehirn und Testis sowie in der Leber
vorkommt [109].

1.3 Promotoren fiir den Nachweis kardial differenzierter Stammzellen

Fir den spezifischen Nachweis von aus Stammzellen differenzierten Kardiomyozyten
bieten sich Reporterkonstrukte mit verschiedenen kardialen Promotoren an. Neben den
Transkriptionsfaktoren zur Regulation der Genexpression werden im adulten Herzen eine
Reihe von Proteinen exprimiert, die fir die Kontraktilitdt des Myokardgewebes oder die
Aufrechterhaltung des Blutdruckes erforderlich sind und aufgrund ihrer exklusiven
Expression im Herzgewebe als kardiale Marker genutzt werden kénnen. Sie kénnen auf

der Ebene des Proteins immunhistologisch nachgewiesen werden, auf der Ebene der
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mRNA molekularbiologisch mittels RT-PCR oder in vivo durch die Verwendung von
rekombinanten Reportergenkonstrukten mit den entsprechenden Promotoren der
kardialen Proteine. Damit kann nicht nur die Entwicklung von Kardiomyozyten in der
Embryogenese verfolgt werden, sondern auch eine potentielle kardiale Differenzierung
adulter Stammzellen. Entsprechende Konstrukte wurden bereits zur Charakterisierung
kardial differenzierter embryonaler Stammzellen eingesetzt [110,111]. Fur eine detaillierte
molekulare Charakterisierung von Kardiomyozyten und differenzierten Stammzellen

kénnen diese aulierdem mithilfe solcher Reportergenkonstrukte aufgereinigt werden.

Der Atriale Natriuretische Faktor (ANF) ist ein kardiales Peptidhormon mit diuretischer,
natriuretischer und vasodilatorischer Aktivitat, das eine entscheidende Rolle bei der
Aufrechterhaltung des Blutdruckes und des Natriumgleichgewichtes spielt [102]. Im sehr
frihen, linearen Herzschlauch wird das fir ANF kodierende Gen noch nicht exprimiert,
seine Expression setzt wahrend der friihen Herzschleifenbildung (E8.5) auf der ventralen
Seite der friihen Herzschleife ein. Ab E9-9.25 verlagert sich die Expression vom rechten
in den linken Ventrikel und die Bereiche der Atrien. Zwischen E9 und E11 nimmt die
Expression von ANF im rechten Ventrikel ab, so dass ANF im adulten Myokard als Marker

fur atriale Zellen angesehen wird, in denen es in sekretorischen Granula vorliegt [95].
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Abbildung 1.2 ANF-Promotor

Schematische Darstellung des humanen ANF-Promotors mit Bindungssequenzen fiir
kardiale Transkriptionsfaktoren; 581 bp; NCBI Gen-Datenbank Nr. gi 178629, ab Position 1.
Bindungsstellen der Transkriptionsfaktoren laut TESS-Datenbank [112].

Der Promotor des ANF enthalt eine TATA-Box, eine Erkennungssequenz flir den
Transkriptionsfaktor Nkx2.5 (NKE), auf die eine AT-reiche Sequenz, eine GATA4-
Erkennungssequenz sowie mehrere E-Box-Motive [102] und T-Box-Motive folgen [113].
Die Expression von ANF wird durch das Zusammenwirken von Tbx5 und Nkx2.5 bzw.
Tbx5 und GATA4 aktiviert, Tbx20 fuhrt dagegen in Kombination mit Nkx2.5 bzw. GATA4
zu einer verminderten Expression [114]. Weiter stromaufwarts bis —700bp liegen
Sequenzen des ANF-Enhancers [88]. Diese Sequenzen sind stark konserviert, im
Xenopus-Modell wurden in der Promotorregion weitere Bindungsstellen fur SRF und

MEF2c identifiziert [115], die Expression von ANF wird durch Bindung von Myocardin an
11
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das SRE aktiviert [116]. In der Promotorregion ab -136bp stromaufwarts liegt vermutlich
ein Regulatorelement, das die Expression von ANF in nicht-kardialen Zellen reprimiert
und zur spezifischen Expression von ANF in atrialen Kardiomyozyten beitragt [115].

Die kontraktile Funktion des Myokardgewebes beruht unter anderem auf der Expression
verschiedener Myosinkomponenten wie den schweren (myosin heavy chain, MHC) und
leichten (myosin light chain, MLC) Ketten. Drei Isoformen des MHC konnten im Saugetier-
Herz identifiziert werden: V4, ein Homodimer der a-MHC-Isoform; Vs, ein Heterodimer aus
o-MHC und B-MHC; und V3, ein Homodimer des B-MHCs. Pranatal dominiert die j-
Isoform, die in der Maus ab E8-8.5 im gesamten Herzschlauch exprimiert wird und dabei
einen anterior-posterioren Gradienten bildet. Nach der Geburt findet eine zunehmende
Herunterregulierung des B-MHC-Gens und eine gleichzeitige Hochregulierung des a-
MHC-Gens statt, so dass in adulten ventrikuldren Kardiomyozyten die o-MHC-Isoform
Uberwiegt. Wahrend B-MHC auch im Skelettmuskel exprimiert wird, gilt das a-MHC als
spezifisch kardiales Markerprotein [117]. Durch seine charakteristische ATPase-Aktivitat
und den daraus resultierenden Einfluss auf die Energietbertragung im Muskel, spielt a-
MHC eine wichtige Rolle bei der Regulation der Kontraktions-Geschwindigkeit im
Herzmuskel [118].
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Abbildung 1.3 a-MHC-Promotor

Schematische Darstellung des murinen a-MHC-Promotors mit Bindungssequenzen fir
kardiale Transkriptionsfaktoren; 5,3 kb; NCBI Gen-Datenbank Nr. gi 1621436, ab Position
146. Bindungsstellen der Transkriptionsfaktoren laut TESS-Datenbank [112].

Die komplementare Regulation von a-und B-MHC wird zu einem grofen Teil durch
Thyroxin, ein Thyroid-Hormon vermittelt. In einem Bereich von -200bp stromaufwarts der
TATA-Box des a-MHC-Promotors liegen mehrere ,thyroid response elements® (TRE), die

durch diese Steroide aktiviert werden kénnen [118]. Daneben enthalt der Promotorbereich
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des a-MHC-Gens drei GATA4-Bindungssequenzen, sowie mehrere Bindungsstellen fur

MEF-1 und -2 und CarG-Elemente [119].

Die kardialen Formen der leichten Ketten des Myosins, die MLC2-Gene, werden
spezifisch in den Herzkammern exprimiert, auch hier gibt es verschiedene Isoformen.
Wahrend das MLC2a relativ spezifisch in atrialen Kardiomyozyten exprimiert wird [30]
wird das MLC2v als friher ventrikelspezifischer Marker angesehen [120]. MLC2v wird im
kardiogenen Mesoderm ab E7.5-E8 exprimiert [86] und bildet im Herzschlauch entlang
der anterior-posterioren Achse einen bilateralen Gradienten aus. Wahrend der
Schleifenbildung ist MLC2v noch nicht auf das spatere ventrikulare Myokard beschrankt,
erst ab £9-9.5 wird es in den ANF-positiven Bereichen des atrialen Myokards nicht mehr

exprimiert [95].
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Abbildung 1.4 MLC2v-Promotor

Schematische Darstellung des humanen MLC2v-Promotors mit Bindungssequenzen fir
kardiale Transkriptionsfaktoren; 1,3 kb; NCBI Gen-Datenbank Nr. gi 340286, ab Position 3.
Bindungsstellen der Transkriptionsfaktoren laut TESS-Datenbank [112].

Der Promotorbereich des MLC2v-Gens enthalt stromaufwarts der TATA-Box
Bindungsstellen flr die Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren HF-1a, HF-1b, HF-2 und Hf-3
[121]. Die Expression wird durch Bindung von HF-1b und MEF2 an diese AT-reichen
Sequenzen reguliert [122]. Die HF-1 Region liegt zwischen —45 bp und —72 bp und enthalt
neben CarG-Boxen als Bindungsstellen fir SRF auch Motive, die von MEF2 erkannt
werden [123]. Eine ,cardiac specific sequence“ (CSS) bewirkt die Repression der MLC2v-

Expression in nicht-kardialem Gewebe [124].

Im Herzen findet aulRerdem die Expression weiterer MLC-Proteine wie MLC1a und

MLC1v statt, die sich aulRer im Herzen auch im schnellen Skelettmuskel nachweisen

lassen [125] sowie von verschiedenen a-Aktin-Formen [26].
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In der Maus wird a-Aktin ab Tag E8.5 im frihen Myokard und in den Somiten exprimiert
[126]. Nach der Geburt wird das kardiale a-Aktin (a-cardiac actin, CA) im Herzen
weiterhin stark exprimiert, wahrend seine Expression im Skelettmuskel gleichzeitig
herunterreguliert wird. Komplementar dazu entwickelt sich nach der Geburt das
Expressionsmuster des skelettalen a-Aktin [127]. Kardiales a-Aktin ist essentiell fir die
Ausbildung einer normalen Struktur und Funktion der Kardiomyozyten, eine Nullmutation
fuhrt zu einer dramatischen Desorganisation der Sarkomere, die schlie3lich letal wirkt
[128].
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Abbildung 1.5 Cardiac Actin-Promotor

Schematische Darstellung des humanen CA-Promotors mit Bindungssequenzen fir kardiale
Transkriptionsfaktoren; 554 bp; NCBI Gen-Datenbank Nr. gi 178033, ab Position 1.
Bindungsstellen der Transkriptionsfaktoren laut TESS-Datenbank [112].

In der Sequenz des hCA-Promotors liegen neben der TATA-Box und CAAT-Boxen
Bindungsstellen fur die Faktoren MyoD, SP1 und SRF, die fur eine muskelspezifische
Expression von hCA essentiell sind [129,130]. Das Sequenzmotiv SRE ist in multiplen
Kopien vorhanden und tragt bei Bindung von SRF zur positiven Regulation der
Genexpression bei, der Transkriptionsfaktor YY1 kann kompetetiv mit SRF an das SRE
binden und ist so an der negativen Regulation des hCA beteiligt [131]. Zur spezifisch
kardialen Expression des hCA werden vermutlich weitere kardialer Enhancer bendétigt, die
sich in der Region -0,7 kb bis 5,4 kb stromaufwarts der TATA-Box befinden [132,133].

1.4 Lentiviraler Gentransfer

Fur die geplante Verwendung von Reportergenen mit kardialen Promotoren zur Detektion
kardial differenzierter Zellen ist eine ausreichend hohe Effizienz des Gentransfers der
entsprechenden rekombinanten Konstrukte in die zu untersuchenden Stamm- und

Progenitorzellpopulationen sowie in Kardiomyozyten essentiell.

Konventionelle nicht-virale Methoden erreichen bei einem Gentransfer in diesen Zellen
meist nur eine geringe Effizienz, daher erscheint der Einsatz von viralen Vektoren
vorteilhaft. Prinzipiell eignen sich fir eine Transduktion von Kardiomyozyten als terminal

differenzierte, nicht proliferierende Zellen sowohl Adenoviren als auch vom Humanen
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Immundefizienz Virus-1 (HIV-1) abgeleitete lentivirale Vektoren.

Lentiviren im Vergleich zu Adenoviren den Vorteil, durch Integration des Transgens in das

Allerdings haben

Genom der Zielzelle eine stabile Langzeit-Expression zu bewirken. Deshalb kénnen mit
ihrer Hilfe auch stabil exprimierende transgene Zelllinien, z.B. adulter oder embryonaler

Stammzellen, generiert werden.

1.4.1 Das Lentivirus HIV-1

Lentiviren sind eine Familie komplexer Retroviren, die chronische und progressive
Erkrankungen induzieren, im Falle des humanen HIV-1 das schwere Immunschwache-
Syndrom AIDS. Das 9 kb groRe Genom von HIV-1 enthalt insgesamt neun Gene, die fir
15 Proteine kodieren. Die Virus-Partikel enthalten ein diploides RNA-Genom, das mit
verschiedenen Proteinen assoziiert in einem Capsid vorliegt, und werden von einer

Membran umhdllt, in die verschiedene Hullproteine integriert sind.
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Abbildung 1.6 Aufbau von HIV-1 und Infektion einer Wirtszelle
Schematische Darstellung der frilhen Ereignisse wahrend der HIV-Infektion einer Zielzelle,
inklusive der Interaktionen zwischen gp120, CD4 und Chemokinrezeptoren (CCR5 oder
CXCR4), die zu einer gp41-vermittelten Fusion flhren, gefolgt von der Auflésung der
Virushille, der reversen Transkription des RNA-Genoms, dem Kern-Import des viralen
Praintegrations-komplex und der Integration der doppelstrangigen viralen cDNA in das
Genom der Wirtszelle. Quelle: [134]

HIV tritt in die Wirtszelle durch Fusion und Endozytose ein, eine produktive Infektion

erfolgt allerdings nur nach Fusion. Das trimere Oberflachenprotein gp120 auf den Virionen
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interagiert mit CD4-Epitopen auf der Wirtszelle, eine dadurch ausgeloste
Konformationsanderung begunstigt dann die Bindung an Chemokinrezeptoren [135], die
sich hauptsachlich in Cholesterin- und Sphingolipidreichen Domanen der Zellmembran,
den ,lipid rafts” befinden [136]. Die Bindung an diese Chemokinrezeptoren bestimmt auch
den Tropismus des HIV-1: An den Rezeptor CCR5 binden Makrophagen-spezifische,
nicht Syncytien-induzierende virale Isolate (R5 Viren), an den Rezeptor CXCR4 T-Zell-
spezifische, Syncytien-induzierende virale Isolate (X4 Viren) [137]. Das Zusammenspiel
von gp120, CD4 und Chemokinrezeptoren bewirkt eine Konformationsédnderung des
Transmembranproteins gp41, das sich Uber drei Peptid-Fusions-Doméanen in die

Zellmembran integriert und so eine Fusion von Virus und Wirtszelle induziert [138].

In der Wirtszelle werden die eingeschleusten viralen Elemente entpackt, der entstehende
Reverse-Transkriptions-Komplex aus dem diploiden viralen RNA-Genom, tRNA--
Primern, den viralen Proteinen Reverse Transkriptase (RT), Integrase (IN), Matrix (MA),
Nucleocapsid (NC), dem viralen Protein R (Vpr) und diversen Wirtsproteinen wird durch
Vif stabilisiert und dockt an Aktinfilamente an, wo die Reverse Transkription stattfindet
[134].

Die Reverse Transkription flihrt zur Bildung des Praintegrationskomplexes (preintegration
complex, PIC) aus doppelstrangiger viraler cDNA, Integrase, Matrix, Vpr, der RT und dem
high-mobility group DNA-bindenden Protein HMGI(Y) [139]. Der PIC wird aktiv durch die
Kernporen in den Zellkern transportiert, weshalb HIV-1 auch terminal differenzierte Zellen
infizieren kann [140], bei denen es aufgrund der fehlenden Zellteilung nicht zu einer
Auflésung der Kernmembran kommt, die einen passiven Transport in den Kern
ermoglichen wirde. Der Kerntransport wird zum einen durch ein kanonisches
Kernlokalisationssignal (nuclear localization signal, NLS) im Matrix-Protein vermittelt, das
von Importin-oc und - erkannt wird [141], zum anderen durch nicht-kanonische Kern-

Transport-Signale von Vpr [142] und der Integrase [143].

Im Zellkern entfernt die Integrase an den Enden der viralen cDNA einige Nukleotide, so
dass ein Uberhang von 2 Nukleotiden entsteht, Uber die der HIV-Provirus in das
Chromosom der Wirtszelle integriert wird [139]. Ins Genom integriert, funktionieren die
viralen Long Terminal Repeats (LTRs) am 5’-Ende des Provirus wie andere eukaryotische
Transkriptionseinheiten, sie enthalten verschiedene Promotorelemente wie den Initiator
(Inr), TATA-Box und drei Sp1-Bindungsstellen, die fur eine Bindung der RNA-Polymerase
Il verantwortlich sind [144].
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Die vom integrierten viralen Genom kodierten Proteine werden so mithilfe des zelleigenen
Transkriptions- und Translations-Apparates exprimiert, sie bewirken schliellich die
Verpackung neu gebildeter viraler RNA in weitere Virionen, die aus der Zelle

ausgeschleust werden und weitere Zellen infizieren kdnnen [134].

1.4.2 Lentivirale Vektorsysteme

Die Fahigkeiten der Lentiviren zur Transduktion von nicht-proliferierenden Zellen und
stabiler Integration ihres Genoms in das der Wirtszelle, koénnen in lentiviralen
Vektorsystemen flr einen Gentransfer genutzt werden [145]. Lentivirale Vektoren haben
gegenliber anderen viralen oder nicht-viralen Gentransfer-Technologien etliche Vorteile,
neben der hohen Effizienz der Transduktion und der effizienten Integration auch die
Langzeit-Expression mit einem geringen Ausmall an Gen-,Silencing” [146]. AuRerdem
zeigten sich lentivirale Vektoren als nicht-immunogen, da nach Transduktion keine viralen
Proteine exprimiert werden [147]. Die Hohe der Transgenexpression scheint relativ
unabhangig vom Integrationsort des Provirus im Genom zu sein [148], und auch groRere

Konstrukte kénnen verpackt werden [149].

Der Aufbau lentiviraler Vektorsysteme basiert auf einer Auftrennung von viralen Genen in
cis-aktive Sequenzen, die fir den Transfer des viralen Genoms in die Zielzelle bendtigt
werden, und frans-aktive Sequenzen, die fir virale Proteine kodieren. Viruspartikel
werden so von viralen Proteinen zusammengesetzt, die in frans von Verpackungs-
Vektoren exprimiert werden, denen die meisten viralen cis-aktiven Sequenzen fehlen. Die
viralen cis-aktiven Sequenzen sind an eine Expressionskassette mit dem zu
Ubertragenden Transgen gekoppelt und bilden ein Transfervektor-Konstrukt. Die
Expressionskassette wird von den viralen LTRs flankiert und liegt stromabwarts des
viralen Verpackungssignals (packaging signal, psi bzw. Y¥). Die unterschiedlichen
Vektoren fir cis- und trans-aktive Sequenzen werden in dieselbe Zelle eingebracht, in der
dann lentivirale Partikel gebildet werden, die ausschlielich Sequenzen des Transfer-
Vektors enthalten, und nur diese auf Zielzellen Gbertragen. Da den Zielzellen die viralen
Proteine zur weiteren Bildung von Viruspartikeln fehlen, bleibt es so bei einer einzigen
Runde der Transduktion, die rekombinant hergestellten Viren sind replikationsdefizient
[148].

Lentivirale Vektoren wurden urspriinglich als virale Hybride konzipiert, die aus den

essentiellen Proteinen und Enzymen vom Wildtyp HIV-1 bestehen, kombiniert mit der

Proteinhdlle eines anderen Virus, meist der des Vesikularen Stomatitis-Virus (VSV) [145].
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Neuere lentivirale Vektoren weisen eine Reihe von Modifikationen des Wildtyp HIV-1 auf,
diese beruhen z.T. auf den hohen Anforderungen, die an die Sicherheit lentiviraler

Vektoren gestellt werden:

1. Nur Gene, die flr eine Infektion und bestimmte regulatorische Funktionen
essentiell sind, wurden einbezogen; alle Gene, die fur die Pathogenitat von HIV-1

verantwortlich sind, sowie einige regulatorische Gene wurden deletiert [150].

2. Teile der U3-Region in der 3'-LTR des Transfervektors wurden deletiert, um
.Selbst-inaktivierende, SIN“ LTRs zu generieren [147]. Diese Deletion der DNA,
und damit auch der produzierten Vektor-RNA, wird wahrend der reversen
Transkription auf die 5’-LTR der proviralen DNA (bertragen. Nach der Integration

sollte die 5’-LTR des Provirus deshalb keine Promotoraktivitat mehr besitzen.

3. Die verbleibenden viralen Gene wurden auf mindestens drei verschiedene
Plasmide verteilt, nur der Transfervektor enthalt virale Verpackungssignale. Diese
sollten moglichst wenige homologe Sequenzen enthalten, um die
Wahrscheinlichkeit der Rekombination zwischen den einzelnen Plasmiden zu
vermindern. Diese koénnte zur Entstehung von replikationskompetenten

rekombinanten Viren (replication competent recombinants, RCR) fliihren [148].

Eine hohe Effizienz der Viruspartikel-Bildung und Transduktion wurde durch weitere

Veranderungen erzielt:

4. Die Einfuhrung einer Sequenz, die den zentralen Polypurin-Trakt (central
polypurine tract cPPT) enthalt, fihrte zur Entwicklung von lentiviralen Vektoren der

fortgeschrittenen Generation mit einem stark verbesserten Kern-Import [151].

5. Das Ersetzen des HIV env-Gens durch ein entsprechendes Gen des Vesikularen
Stomatitis Virus bewirkt eine Pseudotypisierung der Viren mit der
Glykoproteinhtille des VSV (VSV-G), wodurch ein breiter Wirtstropismus vermittelt
wird [148].
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Abbildung 1.7 Aufbau des lentiviralen Vektorsystems

Ein lentiviraler Transfervektor (oben), ein Verpackungsplasmid (Mitte) und ein Hullprotein-
plasmid (unten) werden in Verpackungszellen ko-transfiziert, in diesen wird die Sequenz
zwischen den LTRs des Transfervektors (schwarzer Balken) dann in virale Partikel mit dem
heterologen Hiillprotein VSV-G verpackt. Die Viren kdnnen die Sequenz zwischen den LTRs
anschlieRend in das Genom transduzierter Zielzellen integrieren.

Abkirzungen: Amp r, Ampicillinresistenz-Gen; BG, B-Globin-Intron; CMV, Zytomegalie-Virus
Promotor; cPPT, central pulypurine ftract; gpt, Guanin-Phosphoribosyltransferase-Gen;
hrGFP, humanisiertes Renilla r. green fluorescent protein; LTR, Long terminal repeat; ori,
origin of replication / Replikationsstartpunkt; pA, Polyadenylierungssignal; Pol, Polymerase;
Pro, Protease; W, psi /packaging signal/Verpackungs-signal; RRE, rev responsive element;
SA, Spleissakzeptorstelle; SD, Spleissdonorstellen; SIN LTR, selbst-inaktivierende LTR;
SV40/E, simian virus 40 Promotor/Enhancer; VSV-G, Glykoprotein des vesikularen

Stomatitisvirus; WPRE, Woodchuck hepatitis virus post-transcriptional regulatory element.
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1.5 Zielsetzung

Die Regenerationsfahigkeit von geschadigtem Herzgewebe nimmt im Lauf der Evolution
immer weiter ab, flir Saugetiere galt lange als Tatsache, dass eine Schadigung
irreversibel ist, da ihre Kardiomyozyten postnatal ihre Fahigkeit zur Proliferation verlieren.
Neueren Hinweisen auf eine kardiale Regeneration kénnte ein Wiedereintritt terminal
differenzierter Kardiomyozyten in den Zellzyklus zugrunde liegen oder eine
Differenzierung von Kardiomyozyten aus adulten Stamm- oder Progenitorzellen. Eine
solche Differenzierung ist in vielen Fallen jedoch umstritten, haufig erlaubten die bisher
angewandten Methoden keine Uberpriifung der Verdnderungen der betrachteten Zellen
auf molekularer Ebene.

In Hinblick auf eine anschlieBende eingehende Untersuchung der potentiellen kardialen
Differenzierung adulter Stammzellen sollte im Rahmen der vorliegenden Dissertation ein
Nachweissystem entwickelt werden, das die Detektion und Aufreinigung von aus
Stammzellen differenzierten Kardiomyozyten erlaubt, und damit eine detaillierte Analyse
der differenzierungsbedingten  funktionellen und molekularen Veranderungen
verschiedener Stamm- und Vorlauferzelltypen bei der Entwicklung zu Kardiomyozyten
ermdglicht bzw. vereinfacht:

1. Auf der Grundlage eines von HIV-1 abgeleiteten lentiviralen Vektorsystems sollte ein
effizientes Klonierungs-System fur lentivirale Transfervektoren entwickelt werden, um die
bei der Verwendung existierender Systeme aufwendigen und zeitintensiven Klonierungen
zu vereinfachen und Vektoren mit einer verbesserten Expression zu generieren.

2. Mithilfe dieses Klonierungs-Systems sollte ein in vivo Selektionssystem flir den
Nachweis kardialer Differenzierung durch Reportergenkonstrukte etabliert werden.
Kardiomyozyten als Positivkontrolle sowie adulte Stammzellen sollten mit lentiviralen
Vektoren transduziert werden, die ein Reportergen unter der Kontrolle von
herzspezifischen Promotoren enthalten.

3. Eine kardiale Differenzierung von adulten humanen endothelialen Vorlauferzellen
(EPCs) nach Kokultivierung mit neonatalen Rattenkardiomyozyten, wie von Badorff et al.
beschrieben, sollte im Rahmen der Dissertation eingehend untersucht werden. Humane
EPCs aus dem peripheren Blut sollten mit Kardiomyozyten kokultiviert werden, mithilfe
geeigneter zell- und molekularbiologischer Methoden sollte anschlieRend eine eventuell
induzierte kardiale Differenzierung der humanen endothelialen Vorlauferzellen Gberpruft
werden. Das kardiale Differenzierungspotential primarer, nicht-immortalisierter
mesenchymaler Stammzellen aus dem Knochenmark der Ratte unter dem Einfluss von 5-
Azacytidin wird bisher ebenfalls kontrovers diskutiert und sollte daher ebenso im Rahmen

der vorliegenden Dissertation mithilfe geeigneter Methoden untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Einfrierbox:
Elektroporator:
FACS:

Geldokumentation:

Gelelektrophoresekammer:

Inkubatoren:

Kivette:

Mikroskop:

Mikrowelle:

PCR-Cycler:

Photometer:

Pipetten:

Pipettierhilfe:

Spannungsgerat:

Sterilbanke:

Thermoshaker:

UV-Leuchttisch:

Vortexer:
Waage:
Wasserbad:

Zentrifugen:

Cryo 1°C freezing container (Nalgene, Roskilde, Danemark)
Gene Pulser Il (Bio-Rad, Munchen)
FACSCalibur (Becton Dickinson, Heidelberg)
E.A.S.Y. 429 K (Herolab, Wiesloch)
SUB-Cell GT (Bio-Rad, Munchen)
Saugerzellen: Modell BBD 6220 (Heraeus, Osterode)
Bakterien: Modell 3032 (GFL, Burgwedel)
Quarzkivette 10 mm HELLMA (LAT, Garbsen)
Olympus Zellkulturmikroskop
CK 40 (Olympus, Japan)
Fluoreszenzmikroskop, Eclipse TE300 (Nikon, Japan)
MW 4270 E (HTS Haustechnik, Mettmann)
TRIO-Thermoblock, UNO II-Thermoblock (Biometra, Gottingen)
iCycler (Bio-Rad, Miinchen)
BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg)
Eppendorf Reference (Eppendorf, Hamburg)
Pipetman (Gilson, Frankreich)
Pipetboy akku (Hirschmann, Eberstadt)
Power Pac 300 (Bio-Rad, Miinchen)
Hera Safe HS15, HS18, HSP15 (Heraeus, Osterode)
Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg)
Thermomixer 5437 (Eppendorf, Hamburg)
Transilluminator TI1 (Biometra, Goéttingen)
UVT-28ME (Herolab, Wiesloch)
MS1 Minishaker (Ika-Works, USA)
BP 210S, BP 2100S (Satorius, Gottingen)
Modell 1083 (Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel)
Avanti™ J-25 (Beckmann, Palo Alto USA)
Biofuge fresco (Heraeus, Osterode)
BIO Fuge PrimoR (Heraeus, Osterode)
Megafuge 1.0 R (Heraeus, Osterode)
Megafuge 2.0 R (Heraeus, Osterode)
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Zentrifugenrotoren:

Zentifugenrdhrchen:

2.1.2 Verbrauchsmaterial

Culture Slides:
Druckerpapier:
Einfrierrohrchen:

Einmalpipetten:

Einwegspitzen:
Elektroporationskivette:
FACS-R&hrchen:
Filterpipettenspitzen:
Klebefolie:

Kivetten:
Mikrotiterplatten:
Petrischalen:

Pipettenspitzen:

Reaktionsgefalie:

Sterilfilter:

Transwelleinsatze:

Zellkulturflaschen:

PICO Fuge (Stratagene, La Jolla USA)

RC-5 SuperSpeed (Sorvall, Minnesota, USA)

GSA (Sorvall, Minnesota, USA)

Heraeus # 7599, # 8155 (Heraeus Instruments, Osterode)
JA14, JA25.5 (Beckmann, Palo Alto USA)

50ml (Beckmann, Palo Alto, USA)

250ml (Beckmann bzw. Nalgene, Roskilde, Danemark)

BD-Falcon™ Culture Slides (BD Biosciences, Bedford, USA)
SONY UPP-110HD, 110mmx20m (SONY, Tokyo, Japan)
Cryo-Rdhrchen 1,5 ml (Greiner Bio-One, Frickenhausen)

1 ml - 25 ml (Greiner, Bio-One GmbH, Frickenhausen)

50 ml (BD-BioSciences, Bedford, USA)

5 ml,10 ml, 20 ml (Braun, Melsungen)

CUVETTE Plus™, #610 1 mm (BTX®/Genetronics, USA)
0,5 ml (Sarstedt, Nurnbrecht)

Tip One (StarLab, Ahrensburg)

fur 96-well Platte (Nunc, Roskilde, Danemark)

Einmal Plastikklvetten (Sarstedt, Nurnbrecht)

PS-Microplate 96K (Greiner, Frickenhausen)

Cellstar 94/16mm (Greiner, Frickenhausen)

bis 1000 pl (Sarstedt, Nirnbrecht)

bis 200 pl (Sarstedt, Nirnbrecht)

bis 10 pl (Roth, Karlsruhe)

1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefalle (Sarstedt, Nimbrecht)
Safe Lock 0,5ml PCR- Reaktionsgefalie (Eppendorf, Hamburg)
0,25ml thin Wall (Biozym, Minchen)

14 ml Rundboden-Rdéhrchen (Greiner, Frickenhausen)

15ml und 50ml Falcons (Greiner, Frickenhausen)

5ml Polystyrolreagenzglaser (Becton Dickinson, New Jersey)
0,22 ym (Millipore, Bedford, USA)

0,45 ym (Nalgene, Roskilde, Danemark)

Bottle Top, 500 ml, 75 ym Membran (Nalgene, Danemark)
0,4 um Porengréfle (Corning Costar, USA)

Cellstar 175 cm? mit Filterkappe (Greiner, Frickenhausen)
Cellstar 75 cm? mit Filterkappe (Greiner, Frickenhausen)

25 cm? mit Filterkappe (Integra Biosciences)
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Cellstar 550ml Suspensionskultur (Greiner, Frickenhausen)
Cellstar 250 ml Suspensionskultur (Greiner, Frickenhausen)
Cellstar 50 ml Suspensionskultur (Greiner, Frickenhausen)
6-well-Platten fur Zellkultur (Greiner, Frickenhausen)
12-well-Platten fur Zellkultur (Greiner, Frickenhausen)
24-well-Platten fir Zellkultur (Greiner, Frickenhausen)
Zellsieb: 40 um, 100 ym (BD-BioSciences, Bedford, USA)
Zellschaber: Einweg Zellschaber (BD-BioSciences, Bedford, USA)

2.1.3 Chemikalien

4,6-Diamidino-2-Phenylindol DAPI (Sigma, Deisenhofen)

5-Azacytidin (Sigma, Saint Louis USA)

Agarose (Biozym, Hessisch Oldendorf)

Ampicillin (Roth, Karlsruhe)

Ampuwa (Fresenius, Bad Homburg)

Biocoll (Biochrom, Berlin)

Bovines Serumalbumin, BSA (Sigma, Deisenhofen)

Bromchlorpropan (Sigma, Deisenhofen)

Bromphenolblau (Sigma, Deisenhofen)

Calciumchlorid CaCl, (Merck, Darmstadt)

Chloroform (Roth, Karlsruhe)

Chloroform / Isoamylalkohol 24:1 (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad USA)
Chloroquine (Sigma, Deisenhofen)

Diethylpyrocarbonat DEPC (Sigma, Deisenhofen)

Desoxynukleotide Ultra Pure dNTP Set (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
DilAcLDL (Molecular Probes, Leiden, Niederlande)

Dimethylsulfoxid DMSO (Sigma, Deisenhofen)

Dithiothreitol DTT (Sigma, Deisenhofen)

Essigsaure (J.T. Baker, Deventer, Niederlande)

Ethanol, absolut (J.T. Baker, Deventer, Niederlande)
Ethidiumbromid-Losung 10mg/ml (Sigma, Deisenhofen)
Ethylendiamin-Tetraessigsaure EDTA (Sigma, Deisenhofen)

Fetales Kalberserum (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad USA)
Fibronektin aus humanem Plasma (Sigma, Deisenhofen)

Ficoll Paque Plus (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala Schweden)
Gelatine (Sigma, Deisenhofen)

Glycerin (Sigma, Deisenhofen)

HEPES (Sigma, Deisenhofen)
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Isoamylalkohol (Sigma, Deisenhofen)

Isopropanol (Sigma, Deisenhofen)

Kaliumacetat (Sigma, Deisenhofen)

L-Glutamin, 100x (PAA Laboratories, Cdlbe)

Lipofectamin (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad USA)
Magnesiumchlorid MgCl, (Sigma, Deisenhofen)
Natriumacetat (Roth, Karlsruhe)

Natriumbutyrat (Upstate Biomol, Hamburg)

Natriumchlorid (Merck, Darmstadt)
Natriumdihydrogenphosphat (Merck, Darmstadt)
Natriumhydroxid (Merck, Darmstadt)

Paraformaldehyd (Merck, Darmstadt)

PBS-Feststoff Tabletten (Sigma, Deisenhofen)
Penicillin/Streptomycin (PAA Laboratories, Cdlbe)

Percoll (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala Schweden)
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 25:24:1 (Roth, Karlsruhe)
Polybrene = Hexadimethrinbromid (Sigma, Deisenhofen)
Polyethylenglycol PEG (MBI Fermentas, Vilnius, Littauen)
Poly-L-Lysin-Lésung, 0,1% w/v (Sigma, Deisenhofen)
Protaminsulfat (Sigma, Deisenhofen)

Salzsaure (Merck, Darmstadt)

Sodiumdodecylsulfate SDS (Roth, Karlsruhe)

Transferrin (Sigma, Deisenhofen)
Tris(hydroxylmethyl)aminomethan (Serva, Heidelberg)
Tris-Base (Merck, Darmstadt)

Triton X-100 (Sigma, Deisenhofen)

Trypanblau (PAA Laboratories, Cdlbe)

Trizol Reagent (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad USA)
Vybrant CM-Dil (Molecular Probes, Leiden, Niederlande)

214 Kits

QIAquick® Gel Extraktion Kit

QIAprep® Spin Miniprep Kit

QlAgen® Plasmid Purification Midi Kit

QlAgen® Plasmid Purification Maxi Kit

QlAgen® EndoFree Maxi Prep Kit

QlAgen® Plasmid Purification Mega Kit

QIAgen® Plasmid Purification Giga Kit (alle von Qiagen, Hilden)
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BD Adeno-X™ Accessory Kit (Becton Dickinson Biosciences, Heidelberg)

BD Cytofix/Cytoperm™ Kit (Becton Dickinson Biosciences, Heidelberg)

2.1.5 Zellen:

HEK 293T: adhéarente Zellen, Morphologie epithelial, humane embryonale Nierenzelllinie,
sind durch Transfektion mit einem fragmentierten Adenovirus-Genom immortalisiert worden.
Der Rezeptor fir Vitronectin wird exprimiert. Erzeugen in Nacktmdusen Tumore, sind
hypotriploid (64 Chromosomen). Enthalten das temperatursensitive SV40 large T-Antigen

und sind sehr gut transfizierbar.

HUVEC: adharente Zellen, primare humane Endothelzellen aus der Nabelschnurvene,

wurden in der eigenen Arbeitsgruppe isoliert von Frau Ingrid Schmidt-Richter.

Rat-1 Fibroblasten: adharente Zellen, Morphologie wie Fibroblasten; Isoliert von der Fischer-

Rattenfibroblastenzellllinie 3T3. Sie sind resistent gegen 5-Bromo-2°-deoxyuridin.

hSMC: adharente Zellen, humane glatte Muskelzellen aus der Koronararterie. Primare Zellen

von der Firma PromoCell, Heidelberg, Deutschland.

2.1.6 Bakterienstimme

E. coli TOP10 (Invitrogen, Carlsbad USA)

Genotyp: FFmcrAA (mrr — hsdRMS — mcrBC) ®80/acZAM15 AlacX74 recA1 deoR araD139A
(ara — leu) 7697 galU galK rpsL (Str?), endA1 nupG

E. coli TOP10 wurden zur Klonierung nicht-viraler Plasmide verwendet und in LB-

Flissigmedium sowie auf LB-Agarplatten kultiviert.

ElektroMAX™ STBL4™ (Invitrogen, Carlshad USA)

Genotyp: mcrA A(merBC— hsdRMS — mrr) recA1 endA1 gal supE44 A" thi-1 gyrA96 relA1
A(lac — proAB) | FproAB” lacl®ZAM15 TN 10 Tet®

ElektroMAX™ STBL4™ wurden zur Klonierung lentiviraler Vektoren verwendet und in TB-

Flissigmedium sowie auf YT-Agarplatten kultiviert.

E.coliHB101 (Takara Bio Inc., Japan)

Genotyp: supE44, A(mcerC-mrr), recA13, ara-14, proA2, lacY1, galK2, rpsL20, xyl-5, mtl-1,
leuB6, thi-1

E. coli HB101 wurden zur Amplifizierung bereits fertiggestellter lentiviraler Vektoren

verwendet und in LB-Flissigmedium sowie auf LB-Agarplatten kultiviert.
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E. coli GM33
Genotyp: F', dam-3, sup88 CGSC
E.coli GM33 wurde flur die Klonierung mittels dam-sensitiver Restriktionsenzyme verwendet

und in LB-Flissigmedium sowie auf LB-Agarplatten kultiviert.

2.1.7 Medien und L6sungen

Zellkultur:

Alpha-MEM (BioWhittaker, Walkersville USA),

Dulbecco’s Minimal Essentials Medium DMEM high glucose (PromoCell, Heidelberg)
Dulbecco’s PBS (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad USA)

Endothelial Cell Growth Medium ECGS/H-2 (Clonetics, Walkersville USA)

Mesenchymal stem cell growth medium MSCGM Bullet Kit (Clonetics, Walkersville USA)
Optimem-1 (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad USA)

Smooth Muscle Cell Basal Medium 2 (PromoCell, Heidelberg)

Stopp-Medium: DMEM + 20 % FCS

Bakterienkultur:

LB-Medium Luria Broth (Sigma, Deisenhofen)

LB-Agar (Sigma, Deisenhofen)

SOC-Medium (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad USA)

TB-Medium (Roth, Karlsruhe)

2xYT-Agar (Roth, Karlsruhe)

Molekularbiologie/Immunhistochemie:

10x-DNA-Auftragspuffer: 100 mM EDTA, 2% SDS, 60% Glycerin, etwas Bromphenolblau
2xHBS-Puffer: 270 mM NaCl; 54 mM HEPES; 1 mM Na;HPOQO, in dest. H,O (pH 7,05)
25x-TAE-Puffer: 1 M Tris-Acetat, 25 mM Essigsaure, 25 mM EDTA ph 8,0

Ampicillin, 50 mg/ml (Invitrogen, Carlsbad USA)

Kanamycin, 50 mg/ml (Invitrogen, Carlsbad USA)

Penicillin (10000U/ml)/Streptomycin (10000ug/ml) (PAA Laboratories, Colbe)

Phosphate Buffered Saline PBS mit Ca®* und Mg®* (PAA Laboratories, Célbe)
Phosphate Buffered Saline PBS ohne Ca®* und Mg?* (PAA Laboratories, Célbe)
Trypsin/EDTA-L6sung 0,05/ 0,02% (w/v) in PBS (PAA Laboratories, Cdlbe)
Quicky-Puffer: 40% Glycerin, 0,25% Bromphenolblau in H,O

P1-Puffer (Resuspendieren): 50 mM Tris HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA, 100 ug/ml RNase A
P2-Puffer (Lyse): 200 mM NaOH, 1 % SDS (w/v)

P3-Puffer (Neutralisation): 3 M Kaliumacetat (pH 5,0)

10x-TBS: 0,5 M Tris(hydroxymethyl)aminomethan; 1,625 M NaCl; add 4,0 | H,O (pH 7,6)
TBS+ -Puffer: 95 % 1x TBS; 0,025 % Triton X-100; 5 % tierisches Serum

TE-Puffer: 10 mM Tris CI (pH 8,0), 1 mM EDTA
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21.8 Enzyme

Alkalische Phosphatase (CIP) (New England Biolabs, Frankfurt)
Proteinase K (Stocklésung: 20 mg/ml) (Merck, Darmstadt)

RedTaq DNA-Polymerase + 10x Puffer (Sigma, Deisenhofen)

DNAse | fur Molekularbiologie (Stratagene, La Jolla USA)
Desoxyribonuklease Il Typ V (DNAse) fur Zellkultur (Sigma, Deisenhofen)
Reverse Transkriptase M-MLV (Promega, Madison USA)

Reverse Transkriptase SuperScript Il (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad USA)
RNAse A (Stocklosung: 10 mg/ml) (Roche Diagnostics, Mannheim)
RNAse Block (Stratagene, La Jolla USA)

T4-DNA-Ligase 1U/ul (MBI Fermentas, Vilnius Littauen)

Trypsin (1:250) (GIBCO™ BRL Life Technologies, Paisley Schottland)

Diverse Restriktionsenzyme (New England Biolabs, Frankfurt)

2.1.9 Primarantikorper

Tabelle 1 Verwendete Primarantikdrper

Antigen Spezies | Isotyp Klon Firma

Sarkomer. a-Actinin Maus lgG1 | Klon EA53 | Sigma, Deisenhofen

Developmental Studies

Sarkomer. Myosin Maus lgG2b MF20 Hybridoma Bank,
University of lowa, USA

Developmental Studies

Troponin T Maus lgG2a CT3 Hybridoma Bank,
University of lowa, USA

Chemicon,

Titin Maus lgG1 MAB1553 Temecula USA

2.1.10 Sekundarantikorper

Cy™2-conjugated*AffiniPure donkey anti-mouse IgG (Jackson Inc., USA)
Cy™3-conjugated*AffiniPure donkey anti-mouse IgG (Jackson Inc., USA)
Cy™5-conjugated*AffiniPure donkey anti-mouse IgG (Jackson Inc., USA)

2.1.11 Lektine

Ulex europaeus agglutinin 1(UEA-1), FITC konjugiert (Vector Laboratories, Burlingame USA)
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2.1.12 Vektoren

pCRII-TOPO (Invitrogen, Carlsbad USA)

phrGFP-1 (Stratagene, La Jolla USA)

pHR’SINcPPT-CEW (zur Verfligung gestellt von Didier Trono, Universitat Genf)
pHR’SINCcPPT-SEW (zur Verfiigung gestellt von Didier Trono, Universitat Genf)
pBlueScriptll SK (-) (Stratagene, La Jolla USA)

pShuttle (Becton Dickinson Biosciences, Heidelberg)

p415-Gal-1RedStar (zur Verfigung gestellt von Michael Knop, EMBL Heidelberg)
pCITE2a(+) (Novagen, Madison USA)

pGK-loxP (zur Verfligung gestellt von Francis Stewart, Biotec TU Dresden)
pUCBMZ20-ANF (in der Arbeitsgruppe vorhanden)

pUCBM20-aMHC (in der Arbeitsgruppe vorhanden)

pCRII-TOPO-huMLC2v (in der Arbeitsgruppe vorhanden, kloniert von Bettina Sohns)
pPv/B Act lacZ (zur Verfigung gestellt von E. Kolossov, Universitat Kéin)
pcDNAZ3 (Invitrogen, Carlsbad USA)

pCMVAR8.91 (zur Verfiigung gestellt von Didier Trono, Universitat Genf)

pMD.G (zur Verfligung gestellt von Didier Trono, Universitat Genf)

2.1.13 DNA-Molekulargewichtsmarker

SmartLadder (Eurogentec, Seraing Belgien)
SmartLadder SF (Eurogentec, Seraing Belgien)

2.1.14 Oligonukleotide fiir Klonierungen

Tabelle 2 Oligonukleotide fiir Klonierungen

| Oligonukleotid | Sequenz 5- 3’ | Ziel | Ta |Zyklen
CMV-Enhancer CTATGGCCGGCCCGCTTCTTAATTA
sense AGCCCGACATTGATTATTGACTAGT CMV-
Enhancer 60°C 40
CMV-Enhancer CTATGGCCGGCCATGGGGCGGA in pcDNA3
ras GTTGTTACGACATTTTGGAAAGT
hu 3 GATA- 4 ex ras GAAGATTACGCAGTGATTATGTCC Siﬁ’m’gge 42°C ;
| hu 4 GATA- 4 ex sense | ACAGTTCCTCCCACGCAT A GATA4IN | goors
'hu2 GATA-4exras | GATTACGCAGTGATTATGTCC CDNA
| hu 3 Nkx 2.5 ex sense | ACCTGGCGCTGTGAGACT No25in | gsos | 35
[hu 3 Nkx 2.5 ex ras | GAGTCAGGGAGCTGTTGAGG cDNA
| KMB9huANFp sense | GCTCTAGACCTCGAGGGGATCCATTTG |  ANFpin 5500
| KM70huANFp ras | CATATTGGCTGCAGGGTCG PUCBM20

Ta: Annealingtemperatur; weitere Oligonukleotide in den Beschreibungen der Klonierungen.
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2.1.15 Oligonukleotide fiir RT-PCRs

Tabelle 3 Oligonukleotide fir RT-PCRs

| Oligonukleotid | Sequenz 5- 3’ | Ziel | Position | mm | Ta | Zyklen
-Acti tgtgctacgt

| hu 3 Act!n sense | aaggagaagctgtgctacgtc gi 177967 | 2302 | 3
| hu R-Actin ras | tgttggcgtacaggtctttg | 2649 | 3 60°C 40
| r R-Actin sense | caagagatggccactgcc gi 55574 | 2467 | 2
| r B-Actin ras | cttgatcttcatggtgctagga | 2866 | 3

tgct. tgtgat
| hu FOG2 sense | tgctaccacccaagatgtga gi 10862688 | 2371 | 2
| hu FOG2 ras | agccttttgggagacgtg | 2573 | 4

tectt t
| hu GATA4 sense | agcagctccttcaggcag gi 4503930 | 1233 | 6
| hu GATA4 ras | gcccatggecagacate | 1420 | 4
| r GATA4 sense | tetaagacaccagcaggtectc gi 25282464 | 1540 | 2 55°C
| r GATA4 ras | ttggagctggcectgtgat | 1823 | 3
| hu Nkx2.5 sense | ccagccctgetetcacg gi 6161957 | 184 | 2 35
| hu Nkx2.5 ras | gcccagcegtaggcectct | 351 | 3
t t tgt

| r ANF sense | atacagtgcggtgtccaaca 41202905 | 145 | 4
| r ANF ras | agccctcagtttgcttttca | 412 | 3

tgcatgct tt -
| KM15 Nkx25 sense | tgcatgctggccgecttcaa gi 4758089 | 307 | 59°C
| KM16 Nkx25 ras | tagacctgcgcectgcgagaa | 628 | -
| KM9 Mic2v sense | cttcactatcatggaccagaacag gi 340286 | 5987 | - 59°C
| KM10 Mlc2v ras | acactttgaatgcgttgagaatggt | 8492 | -

Abkirzungen fir Spezies-spezifische Oligonukleotide: r: Ratte; hu: human; mm: Anzahl der

Fehlpaarungen mit der Sequenz der jeweils anderen Spezies
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2.2 Methoden zur Klonierung von lentiviralen Transfervektoren

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollte eine Reihe von lentiviralen Transfervektoren
generiert werden, die dafir bendtigten DNA-Elemente lagen zum gréflten Teil bereits als

Inserts in verschiedenen Plasmid-Vektoren vor und wurden aus diesen umkloniert.

2.2.1 Préaparativer Restriktionsverdau

Fur die Vorbereitung der Klonierung wurden sowohl der spatere Vektor als auch der das
Insert enthaltende Vektor mit Restriktionsenzymen inkubiert, die spezifische DNA-
Sequenzen erkennen und gezielt schneiden [152,153]. Damit wurden die flr die Ligation der
zu klonierenden Fragmente bendtigten kompatiblen kohdsiven Enden geschaffen. Jeweils 1
Mg DNA wurden mit je 10 U der Enzyme fur 1,5 h bei 37 °C inkubiert, die Enzyme wurden
anschliefend durch Erhitzen auf 65 °C fir 20 min inaktiviert. Die entstandenen Fragmente
wurden dann in einer Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt, die fluoreszierenden DNA-

Banden der gewlinschten Grofien wurden aus dem Gel ausgeschnitten und extrahiert.

2.2.2 Praparativer Restriktionsverdau mit I-Ceu | und PI-Sce |

Fir die Klonierung von Expressionskassetten in pLentiShuttle-Vektoren mithilfe der
Meganukleasen I-Ceu | und PI-Sce | aus dem AdenoX-Accessory-Kit (BD Biosciences)
wurden jeweils 2 pg Plasmid-DNA mit 0,5 U I-Ceu | und 2 U PI-Sce | fur 3 h bei 37 °C
inkubiert, die Enzyme wurden anschlielend durch Erhitzen auf 65 °C flr 20 min inaktiviert.
Die entstandenen Fragmente wurden durch eine Phenol-Chloroform-Extraktion mit
anschlielender Natriumacetat-Fallung gereinigt und dann in einer Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt, die fluoreszierenden DNA-Banden der gewlinschten Grélien

wurden aus dem Gel ausgeschnitten und extrahiert.

2.2.3 Dephosphorylierung mit CIP

Zur Dephosphorylierung von 5’-Enden linearisierter DNA-Fragmente [154] wurden direkt im
Anschluss an den Restriktionsverdau dem Ansatz 0,5 U CIP (Calf intestinal phosphatase) /
pro ug Plasmid-DNA zugesetzt, um in einer anschlieRenden Ligationsreaktion die Religation
des Fragmentes zu verhindern. Der Ansatz wurde fiir weitere 60 min bei 37°C inkubiert und
die geschnittene, dephosphoryliete DNA anschlieRend durch eine Gelelektrophorese

aufgereinigt.

2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer GroRe wurde eine Elektrophorese in
einem Agarosegel [155] durchgefuhrt. Je nach Grofe der zu trennenden DNA-Fragmente
wurden 0,8 - 2 g Agarose mit 100 ml 1xTAE-Puffer in der Mikrowelle aufgekocht. Die Losung

wurde bis auf ca. 50°C abgekuhlt, dann wurden 5 pl Ethidiumbromid-Lésung zur Farbung der
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DNA im Gel zugegeben und die Agaroseldésung in eine horizontale GielRkassette mit
eingehangtem Probenkamm gegossen. Nach dem Erstarren des Gels wurde der
Probenkamm herausgenommen und das Gel in die mit 1x-TAE-Puffer geflllte
Elektrophoresekammer gelegt. Die mit 10x-DNA-Auftragspuffer versetzten Proben und ein
Molekulargewichts-Marker wurden aufgetragen, die Elektrophorese erfolgte in der Regel fir
ca. 1 h bei 130V. AnschlieBend wurde das Gel auf einem UV-Leuchttisch zur Dokumentation
der DNA-Banden fotografiert, DNA-Fragmente, die fur eine weitere Klonierung eingesetzt

werden sollten, wurden aus dem Gel ausgeschnitten und extrahiert.

2.2.5 Gelextraktion

Die Extraktion der gewiinschten DNA-Fragmente aus dem Agarosegel [156] erfolgte mit dem
Qiagen QlAquick Gel Extraction Kit nach Anweisung des Herstellers, dabei wurden 30 pl
DNA-L8sung in H,O erhalten. Die Ausbeute der Extraktion liegt bei 70-80% der eingesetzten
DNA-Menge.

2.2.6 Ligation

Die Enden verschiedener DNA-Fragmente wurden anschlielend zur Generierung neuer
Plasmide mithilfe der T4-DNA-Ligase zusammengefligt [157]. In einem Kontrollansatz wurde
aulRerdem Vektor-DNA ohne ein einzufiigendes Insert unter gleichen Bedingungen inkubiert,

um einen Anhaltspunkt fir das Ausmal der dabei auftretenden Religationsrate zu erhalten.

Tabelle 4 Ansatz fir die Ligation

’ Ligation ‘ Kontrolle

| 100 ng Vektor-DNA | 100 ng Vektor-DNA

| 10fache Menge Insert-DNA |-

| 1 ul PEG4000 | 1 ul PEG4000

| 2 ul Ligase-Puffer (10x) | 2 ul Ligase-Puffer (10x)
| 1 ul T4-DNA-Ligase | 1 ul T4-DNA-Ligase

| ad. 20 pl H,O | ad. 20 pl H,0

Die Reaktionen wurden in 0,5 mil-Eppendorffreaktionsgefalle pipettiert und fir eine erhéhte
Klonierungseffizienz im Thermocycler nach folgendem Schema bei wechselnden

Temperaturen inkubiert [158]:
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Tabelle 5 Programm fir Ligation bei wechselnden Temperaturen

| Schritt ‘ Temperatur ‘ Zeit Zyklen

| 1 | 37°C | 20min |

| 2 | 10°C | 1min 0%

| 3 | 22°C | 30s 10x
| 4 | 4°C | 30s

| 5 | 30°C | 30s

| 6 | 37°C | 60min | 1x

| 7 |  68°C | 15min | 1x

| 8 | 4Cc | | -

Der gesamte Ansatz wurde anschlieBend zur Fallung der DNA mit Natriumacetat und
Ethanol versetzt, die DNA anschlieBend in 10 pl TE-Puffer aufgenommen. Von dieser
Lésung wurden 3 ul fur die Transformation kompetenter E. coli Bakterien durch

Elektroporation eingesetzt.

2.2.7 DNA-Fallung

Um DNA-Ldsungen zu konzentrieren oder von stérenden Salzen zu reinigen, kdnnen sie
nach Zugabe von monovalenten Salzen mit Alkohol versetzt werden. Die Lésung wird
dadurch unpolarer, die polare DNA fallt aus und kann abzentrifugiert werden [159]. Zur
Fallung der DNA wurde die jeweilige Probe zunachst mit H,O auf 100 ul aufgefillt, dann mit
10 pl Natriumacetat-Lésung (3M, pH 5,2) und 250 pl kaltem 96%igem Ethanol versetzt. Die
Probe wurde durch Umschitteln gemischt und dann bei -20 °C mindestens flir 30 min oder
Uber Nacht gefallt. AnschlieRend wurden die Proben bei 13.000 rpm und 4°C fur 15 min
zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig abgenommen. Das Pellet wurde 1 x mit 70%igem

Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen in H,O aufgenommen.

2.2.8 Transformation durch Elektroporation

Bei der Elektroporation entstehen durch Entladung eines starken elektrischen Feldes
kurzzeitig Locher in der Zellmembran der zu transformierenden Zellen, durch die Plasmid-
DNA eindringen kann [160]. Je hoher dabei die Feldstarke ist, desto mehr Poren entstehen

in den Zellmembranen.

Es wurden 3 ul der Plasmidlésung auf ein 50 pl-Aliquot kompetenter Bakterien gegeben, die
Mischung wurde anschlielend in eine 1mm-Elektroporationskiivette tberfihrt und 2 min auf
Eis inkubiert. An die Klvette wurde im Elektroporator ein elektrisches Feld angelegt und
durch die Klvette entladen. Die Dauer der Entladung in ms, die sogenannte Zeitkonstante,

wird als als MaR fir die Leitfahigkeit der Losung angegeben. Direkt im Anschluss an die
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Elektroporation wurden die Bakterien mit 800 pul SOC-Medium aus der Kiivette gespllt, und
zur Expression der Antibiotikaresistenz fur Ampicillin 30 min, fir Kanamycin 60 min bei 37°C
inkubiert (fur STBL-Bakterien 90 min bei 30°C). AnschlieRend wurden von jedem Ansatz 100
Ml und der durch kurzes Zentrifugieren ankonzentrierte Rest der Bakteriensuspension auf
Antibiotika-haltigen LB-Agarplatten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert (fur
STBL-Bakterien bei 30°C) .

Tabelle 6 Bedingungen flr die Elektroporation

‘ | TOP10, HB101 | STBL4
| Widerstand R | 400 Q | 200 Q
| Kondensatorkapazitit C | 25 uF | 25 uF
| AusgangsspannungU |  25kViem | 1,2kV/icm

2.2.9 Schnellverfahren zum Nachweis von Plasmiden in Bakterienkolonien

Beim Schnellverfahren zum Nachweis von Plasmiden wurden die in Bakterien enthaltenen
Nukleinsauren durch eine Phenol/Chloroform-Extraktion isoliert [161]. Dabei werden Proteine
denaturiert und sammeln sich in der organischen Phase beziehungsweise an der
Grenzschicht zwischen den beiden Phasen an, wahrend Nukleinsauren in der wassrigen
Phase bleiben. Die isolierte Plasmid-DNA kann durch nach Elektrophorese im Agarosegel
nachgewiesen werden, ihre Reinheit ist allerdings zu gering flir eine genauere Untersuchung
in einem Restriktionsverdau.

Jeweils 200 pl LB-Medium mit Antibiotikum wurden mit einzelnen Kolonien angeimpft und fir
mehrere Stunden bei 37°C schittelnd inkubiert. 100 pl der Vorkulturen wurden mit 50 pl
eines Phenol/Chloroform-Gemisches und 10 pl Quicky-Puffer versetzt und fir 30 s gevortext.
Anschlieend wurde das Gemisch bei 13000 rpm fir 3 min zentrifugiert, je 10 pl der oberen,

Nukleinsaurehaltigen Phase wurden im Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.

2.2.10 Plasmidgewinnung aus E. coli

Die Auswahl der Methode zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakteriensuspensionen
richtete sich nach der gewiunschten Reinheit und Menge der DNA sowie dem verwendeten

Bakterienstamm.

DNA-Préparation durch alkalische Lyse und Phenol/Chloroform-Extraktion

Bei dieser Methode werden die Bakterien im alkalischen Milieu lysiert [162]. Dabei wird die
bakterielle DNA besonders effektiv entfernt, weil DNA bei stark alkalischem pH-Wert
denaturiert. Nach der Neutralisation hybridisieren die beiden Strange der kovalent

geschlossenen zirkuldren Plasmid-DNA rasch wieder, wahrend die weit groRere
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chromosomale DNA einzelstrangig bleibt, deshalb ausfallt und abgetrennt werden kann. Die

Plasmid-DNA wird dann in einer Phenol/Chloroform-Extraktion weiter aufgereinigt.

Zur Gewinnung der Plasmide aus den transformierten E. coli wurden jeweils ca. 2 ml LB-
Medium (mit Antibiotikum) mit Hilfe einer Pipettenspitze mit einer Einzelkolonie von einer LB-
Agarplatte angeimpft und Uber Nacht bei 37°C unter Schitteln inkubiert. Anschlieend
wurden die Plasmide aus den E. coli isoliert. Dazu wurden zunachst 1,5 ml der
Ubernachtkultur in einem 1,5mlI-Eppendorfreaktionsgefal abzentrifugiert. Das Pellet wurde in
250 ul Puffer P1 (Qiagen) resuspendiert. Dazu wurden 250 pl Puffer P2 (Qiagen) gegeben,
alle Proben grundlich gemischt und nach maximal 5 min mit 350 ul Puffer P3 (Qiagen)
versetzt. Nach 5 min Inkubation bei RT wurden die Proben fiir 15 min bei 13.000 rpm und
4°C zentrifugiert. Die Uberstande wurden mit 250 pl Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol
versetzt, 30 s gevortext und fir 3 min bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Die oberen
Phasen wurden in ein neues Reaktionsgefald Uberfihrt und mit 500 ul Chloroform/
Isoamylalkohol versetzt, gevortext und zentrifugiert. Die oberen Phasen wurden
abgenommen, mit 0,7 Volumenteilen Isopropanol versetzt und fir 10 min bei RT inkubiert,
danach fiir 20 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die Uberstande wurden verworfen, die
Pellets mit Ethanol 70% gewaschen, erneut zentrifugiert, und nach dem Trocknen in 30 pl

H,0 aufgenommen.

DNA-Praparation mit dem Qiagen MiniPrep Kit

Bei der Isolierung mit dem Qiagen MiniPrep Kit wird die Plasmid-DNA nach einer alkalischen
Lyse der Bakterien Uber eine Anionenaustauschersaule aufgereinigt. Diese besteht aus einer
Matrix mit positiv geladenen Gruppen. Das Rickgrat der Nukleinsauren enthalt dagegen
Phosphatgruppen, die oberhalb von pH 2 negativ geladen sind. Zur Aufreinigung wird das
Bakterienlysat auf einen niedrigen pH-Wert gebracht und auf die Saule gegeben. Die stark
geladenen Nukleinsduren binden an das Saulenmaterial, wahrend die weit weniger stark
geladenen Proteine unter diesen Bedingungen durchlaufen. Mit einem Puffer héherer
lonenstarke wird anschlielend die RNA von der Saule gewaschen und schlieRlich die DNA
mit einem Puffer noch héherer lonenstarke oder niedrigerem pH-Wert eluiert.

Zur Gewinnung der Plasmide aus E. coli wurden 1,5 ml einer Ubernachtkultur der
ausgewahlten Kolonien abzentrifugiert und die Plasmid-DNA mit dem Qiagen Miniprep Kit
nach Anweisung des Herstellers gewonnen, wobei etwa 50 ul Plasmidlésung mit einem

DNA-Gehalt von ca. 100 ng/ul erhalten wurden.
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DNA-Préparation mit dem Qiagen Midi-, Maxi-, Mega- und Gigaprep Kit

Bei dieser Methode zur Isolierung gréRerer Mengen Plasmid-DNA erfolgt die Aufreinigung
ebenfalls nach alkalischer Lyse der Bakterien Uber eine Anionenaustauschersaule.

Je nach gewunschter Ausbeute wurden zur Gewinnung der Plasmide aus E. coli geeignete
Volumina LB-Medium oder TB-Medium mit einem geeigneten Antibiotikum mit einer
Ubernachtkultur der ausgewahlten Kolonien angeimpft und tiber Nacht bei 37°C schiittelnd
inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde abzentrifugiert, aus dem Pellet mit dem

entsprechenden Qiagen Kit nach Anweisung des Herstellers die Plasmid-DNA isoliert.

Tabelle 7 Ausbeuten der DNA-Praparationen mit Qiagen-Kits

| Kit | Plasmid Midi | Plasmid Maxi | Plasmid Mega ‘ QiaFilter Giga
| Bakteriensuspension |25 ml | 100 ml | 500 ml 12,5L
| Ausbeute |75-100 yg | 300-500 ug | 1,5-2,5 mg | 7,5-10 mg

2.2.11 Bestimmung des Nukleinsdure-Gehaltes

Zur Bestimmung der DNA- oder RNA-Konzentration in Lésungen [163] wurde die optische
Dichte der Losung oder einer entsprechenden Verdinnung (1:40 oder 1:80 in Puffer) in einer
Quarzkivette bei einer Wellenlange von 260 nm gemessen. Die Konzentration errechnet
sich dann als

¢ (DNA) [ng/ul] = ODgeo xV X F
mit V = Verdinnungsfaktor
und F = Multiplikationsfaktor: 50 fur doppelstrangige DNA, 40 fir RNA

2.2.12 Analytischer Restriktionsverdau

Um zu Uberprifen, ob die selektierten Klone tatsachlich das gewlinschte Plasmid enthalten,
wurde die aus den Klonen gewonnene Plasmid-DNA einer Restriktionsanalyse unterzogen.
Dazu wurden die DNA-Proben mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen inkubiert, die
die DNA in Fragmente definierter GroRen schneiden und so nach Auftrennung des

Gemisches im Agarosegel ein charakteristisches Bandenmuster liefern.

Tabelle 8 Ansatz fur analytischen Restriktionsverdau

| ‘ Menge
IDNA-Lésung | 500 ng
|10x Puffer | 2.l
|10x BSA (optional) | 2 ul
[Enzym | 10U
IH,0 | ad 20l
| x| 20 pl
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Dieser Ansatz wurde fur 1 h bei 37°C inkubiert, nach dem Restriktionsverdau wurden die
Enzyme durch Hitze inaktiviert (65°C fur 10 min) und die Fragmente mit Hilfe einer Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Dabei sollten sich Fragmente definierter Grofen zeigen, die

sich aus der Lage der einzelnen Schnittstellen der Restriktionsenzyme im Plasmid ergeben.

2.2.13 TA-Klonierung

Bei der Methode der TA-Klonierung wird ausgenutzt, dass die fir PCR-Reaktionen haufig
verwendete Tag-Polymerase keine Fragmente mit glatten Enden produziert, sondern meist
einen unspezifischen Uberhang einer Base schafft [164,165]. Diese Base ist in der Mehrzahl
der Falle ein Adenosin, deshalb lassen sich PCR-Produkte in Vektoren mit einem Thymin-
Uberhang, sogenannte ,T-Vektoren®, klonieren. Die TA-Klonierung von PCR-Produkten

wurde mit dem TOPO-TA-Cloning Kit nach Anweisung des Herstellers durchgefuhrt.
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2.3 Klonierung von Vektoren

2.3.1 Klonierung des lentiviralen Transfervektors pLentiShuttle

Das lentivirale Transferplasmid pLentiShuttle enthalt alle lentiviralen Elemente eines
Transferplasmids einschlielBlich der LTRs, aber keine Expressionskassette. Um
pLentiShuttle zu generieren, wurden die Erkennungssequenzen fur die Meganukleasen |-
Ceu | und PI-Sce | aus dem Plasmid pShuttle in das Grundgertst des lentiviralen Vektors
pHR’SINCPPT-CEW eingefugt. Dazu wurde das Plasmid pShuttle mit EcoR | und Mfe |
geschnitten und religiert, wodurch unter anderem eine Erkennungssequenz fur Kpn | deletiert
wurde. Aus diesem deletierten Plasmid wurde mittels PCR ein 310 bp Fragment amplifiziert,
dabei wurden folgende Primer verwendet: 5-TGAATTCGCGCGCCACCTGACGTTAA-3’ (sense,
unterstrichen: Erkennungssequenz fiir EcoR I) und 5-TAGGTACCGCGCGCGTTGGCCGATTC-
3’ (reverse antisense, unterstrichen: Erkennungssequenz fir Kpn |). Das PCR-Produkt wurde
mit EcoR | und Kpn | geschnitten und in die entsprechenden Schnittstellen in pHR'SINCPPT-
CEW eingefiigt und damit der Vektor pLentiShuttle generiert [166].

2.3.2 Klonierung des ,high copy“ Plasmids pBShuttle

Das Shuttleplasmid pBShuttle basiert auf dem ,high copy“ Plasmid pBluescript Il SK (-) und
dem Plasmid pShuttle. Aus dem EcoR | / Mfe | deletierten pShuttle wurde mittels PCR ein
311 bp Fragment amplifiziert, dabei wurden folgende Primer verwendet: 5'-
TAGGTACCGCGCGCCACCTGACGTTAA-3’ (sense, unterstrichen: Erkennungssequenz flr Kpn
) and 5-GCGGAGCTCCGCGCGCGTTGGCCGATTC-3' (reverse antisense, unterstrichen:
Erkennungssequenz fiir Sac I). Das PCR-Produkt wurde mit Kpn | und Sac | geschnitten und
in die entsprechenden Schnittstellen in pBluescript Il SK (-) eingefiigt. Ein komplettes
[-Ceu | /PI-Sce I-Fragment aus pShuttle mit CMV-Promotor, einer multiple cloning site und
einem Polyadenylierungssignal wurde zwischen die neu eingefiigten Schnittstellen des
pBluescript 1l SK (-) kloniert, um das Plasmid pBShuttle+polyA zu generieren. Dieses
Plasmid wurde in den dam™ E.coli Stamm GM33 transformiert, zunachst vollstandig
geschnitten mit Bcl I, dann partiell mit Bgl Il und abschlielRend religiert. Die resultierende
Deletion eines 269 bp Fragmentes, das das Polyadenylierungssignal enthalt, ergab das
Plasmid pBShuttle [166].

Die Klonierung des Plasmids pBShuttle wurde von Frau Stephanie Wunderlich in ihrer
Diplomarbeit ,Herstellung lentiviraler ~Vektoren fur die Expression kardialer
Transkriptionsfaktoren und einer roten GFP-Variante® (2003) durchgefthrt, Planung und

Betreuung der Versuche erfolgten im Rahmen der vorliegenden Dissertation.
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2.3.3 Expressionskassetten mit Reportergenen und ubiquitdren Promotoren

Neue Expressionskassetten wurden in pBShuttle generiert. Neben dem Aequorea victoria
eGFP wurden zwei weitere Reportergene verwendet: das humanisierte Renilla reniformis
GFP hrGFP und die verbesserte DsRed-Variante RedStar [167].

Das hrGFP und RedStar sowie das regulatorische Element WPRE wurden in die folgende
multiple cloning site des pBShuttle eingefiigt: Nhe | - Xba |- Xho | - Not | - Kpn | - Afl II.
hrGFP wurde als Not | / Kpn | - Fragment aus phrGFP-1 kloniert, RedStar als Xba | / Xho I-
Fragment aus dem Plasmid p415-Gal-1RedStar. Das regulatorische Element WPRE wurde
zunachst mit Pst | und Sal | aus pHR'SINcPPT-CEW geschnitten und in den Vektor pCITE-
2a(+) umkloniert, aus diesem wurde es mittels PCR amplifiziert. An die verwendeten Primer
wurden Erkennungssequenzen von Restriktionsenzymen angefugt, um die weitere
Klonierung zu erleichtern: 5-CTGGTACCTTGCATGCCTGCAG-3' (sense, unterstrichen:
Erkennungssequenz fiur Kpn 1) and 5-ATACTTAAGCCGAATTCGAGCTCC-3’ (reverse
antisense, unterstrichen: Erkennungssequenz fur Afl Il). Das PCR-Produkt wurde mit Kpn |
und Afl Il geschnitten und in die entsprechenden Schnittstellen in pBShuttle kloniert, um
pBShuttle CMVp hrGFP WPRE bzw. pBShuttle CMVp RedStar WPRE zu generieren.

Um sicherzustellen, dass die Expression des Transgens nach der Transduktion von
Zielzellen ausschlieBlich durch die eingefiigten Promotoren vermittelt wird, und nicht durch
eventuell verbleibende regulatorische Elemente der SIN-LTR oder Promotorelementen an
der Integrationsstelle, wurde als Negativkontrolle ein weiteres Konstrukt ohne Promotor
kloniert. Dazu wurde der CMV-Promotor in pBShuttle deletiert, indem das Plasmid zunachst
mit Mfe | und Nhe | geschnitten wurde, die Uberhdnge wurden mithilfe der Klenow-
Polymerase aufgefiillt und das Plasmid anschlieBend religiert, bevor das hrGFP und das
WPRE eingefligt wurden. Drei weitere Expressionskassetten mit dem Reportergen GFP
wurden kloniert, zwei mit dem SFFV Promotor kombiniert mit eGFP bzw. hrGFP, sowie eine

weitere mit dem Phosphoglyceratkinase (PGK)-Promotor und dem Reportergen hrGFP.

Fur die Klonierung von pBShuttle SFFVp eGFP WPRE wurde in pBShuttle CMVp hrGFP
WPRE ein Mfe | / Xho | Fragment, das den CMV-Promotor enthalt, durch ein EcoR | / Sal | -
Fragment mit kompatiblen Uberhdngen aus pHR'SINCPPT-SEW ersetzt, das den SFFV-
Promoter und das Aequorea victoria eGFP enthalt. Fur die Klonierung von pBShuttle SFFV
hrGFP WPRE wurde in pBShuttle CMVp hrGFP WPRE ein Mfe | / BamH | Fragment, das
den CMV-Promotor enthalt, durch ein EcoR | / BamH | - Fragment mit kompatiblen
Uberhangen aus pHR’SINCPPT-SEW ersetzt, das den SFFV-Promotor enthalt. In diesem
Vektor wurde der SFFV-Promotor durch den PGK-Promotor aus dem Plasmid pGK-loxP
ersetzt, um pBShuttle PGKp hrGFP WPRE zu generieren [166].
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Alle Klonierungen in pBShuttle wurden in elektrokompetenten E. coli TOP10 durchgefihrt.

2.3.4 Expressionskassetten mit Reportergenen und kardialen Promotoren

Zur lentiviralen Markierung differenzierter Kardiomyozyten durch GFP unter der Kontrolle
kardialer Promotoren wurden weitere Expressionskassetten generiert. Als Grundlage dafiir
wurde das Plasmid pBShuttle mit deletiertem CMV-Promotor verwendet, in das bereits
hrGFP und das WPRE eingefligt worden waren. Die kardialen Promotoren wurden in die
enthaltene multiple cloning site Nhe | - Xba I- Xho | - Not | - Xma | - BamH | - Kpn | - Afl 1l
eingefigt.

Ein 561 bp groRes Fragment des humanen ANF-Promotors wurde aus dem Plasmid
pUCBM20-ANF mittels PCR mit den Primern KM69 und KM70 amplifiziert. An die
verwendeten Primer wurden Erkennungssequenzen fur Xba | und Not | angefigt, das PCR-
Produkt wurde mit diesen Enzymen geschnitten und in die entsprechenden Schnittstellen in
pBShuttle kloniert. Der murine a-MHC-Promotor in einer Lange von 5297 bp wurde aus dem
Plasmid pUCBM20-a-MHC als Nhe | / Not | - Fragment ebenfalls zwischen die Schnittstellen
fur Xba | und Not | in pBShuttle kloniert, sowie auch der humane MLC2v-Promotor in einer
Lange von 1304 bp als Spe | / Not | - Fragment aus dem Plasmid pCRIITOPO-huMLC2v.
Dabei wurde die Kompatibilitit der Baseniberhdange von Nhe |-, Spe |- und Xba I-
geschnittener DNA ausgenutzt. Der Promotor fir humanes kardiales Aktin wurde aus dem
Plasmid pPv/B Act lacZ zunachst mithilfe von Sal | und Hind Ill in das Plasmid pEGFP-1
umkloniert, von dort wurde er als Xma | / Bgl Il - Fragment in das Plasmid pBShuttle
zwischen die kompatiblen Schnittstellen Xma | und BamH | eingefiigt. Alle Klonierungen in

pBShuttle wurden in elektrokompetenten E. coli TOP10 durchgefuhrt.

Die Klonierung der Vektoren pLentiShuttle huANFp hrGFP WPRE und plLentiShuttle
muaMHCp hrGFP WPRE wurde von Frau Kristin Schwanke durchgefiihrt, der Vektor
pLentiShuttle huCAp hrGFP WPRE wurde von Frau Jennifer Heinke als Teil ihrer
Diplomarbeit ,Einfluss des CMV-Enhancers auf Zellspezifitit und Hohe der
Transgenexpression in lentiviralen Vektoren® (2004) generiert, diese Arbeit wurde ebenfalls
im Rahmen der vorliegenden Dissertation betreut. Alle Konstrukte wurden durch

analytischen Restriktionsverdau Uberpriift.

2.3.5 Expressionskassetten mit kardialen Transkriptionsfaktoren

Die humanen kardialen Transkriptionsfaktoren GATA4 und Nkx2.5 wurden in
Expressionskassetten unter die Kontrolle eines CMV-Promotors gestellt und in das Plasmid
pBShuttle kloniert. Dazu wurde RNA aus humanem Herzgewebe isoliert und zunachst

mithilfe der M-MLV Reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben, dazu wurde flir GATA4
39



Material und Methoden

der Primer hu3 GATA4ex ras verwendet, fir Nkx2.5 Random-Primer. Mittels PCR wurde mit
der entsprechenden cDNA als Template die fir GATA4 (1372 bp) bzw. Nkx2.5 (1062 bp)
kodierende Sequenz amplifiziert. Die GATA4-Sequenz wurde mit der ProofStart DNA-
Polymerase amplifiziert, die Nkx2.5-Sequenz mit der RedTaq DNA-Polymerase. Die PCR-
Produkte wurden durch TA-Klonierung in das Plasmid pCRII-TOPO eingebracht, wegen der
grolkeren Fehlerhaufigkeit bei der Amplifizierung durch die RedTaqg-Polymerase wurde das
Konstrukt pCRIITOPO-Nkx2.5 vor der weiteren Klonierung durch Sequenzierung (Firma
Seqlab, Géttingen) mit den Primern T7 und Sp6 Uberprift. Fir das Konstrukt pCRIITOPO-
GATA-4 wurde dagegen wegen der geringeren Fehlerhaufigkeit bei der Verwendung der
ProofStart DNA-Polymerase auf eine Sequenzierung verzichtet. Aus pCRII-TOPO wurden
die Sequenzen mit Xho | und Hind Il in das Plasmid pBShuttle umkloniert. Die Klonierungen

in pBShuttle wurden in elektrokompetenten E. coli TOP10 durchgeflhrt.

Die Klonierung der lentiviralen Vektoren pLentiShuttle CMV GATA4 und pLentiShuttle CMV
Nkx2.5 wurde von Frau Stephanie Wunderlich im Rahmen ihrer Diplomarbeit ,Herstellung
lentiviraler Vektoren fiir die Expression kardialer Transkriptionsfaktoren und einer roten GFP-
Variante® (2003) durchgefihrt, diese Arbeiten wurde ebenfalls im Rahmen der vorliegenden
Dissertation geplant und betreut. Alle Konstrukte wurden durch analytischen

Restriktionsverdau berpruft.

2.3.6 Klonierung von Expressionskassetten in den Transfervektor pLentiShuttle

Alle Expressionskassetten wurden aus pBShuttle mit den Meganukleasen I-Ceu | und PI-Sce
| ausgeschnitten und in die entsprechenden Schnittstellen in pLentiShuttle umkloniert. Da die
pLentiShuttle-Vektoren lentivirale LTRs enthalten, wurde dieser letzte Klonierungsschritt im
E. coli Stamm ElectroMax Stbl4 durchgefiihrt, um unerwiinschte Rekombinationen des
Vektors zu vermeiden. Die Klonierung der Vektoren pLentiShuttle CMVp hrGFP WPRE und
pLentiShuttle CMVp RedStar WPRE wurde von Frau Stephanie Wunderlich in ihrer
Diplomarbeit  ,Herstellung lentiviraler Vektoren fir die Expression kardialer
Transkriptionsfaktoren und einer roten GFP-Variante* (2003) durchgefiihrt, Planung und
Betreuung der Versuche waren Teil der vorliegenden Dissertation. Die Klonierung der
Vektoren pLentiShuttle SFFVp hrGFP WPRE und pLentiShuttle PGKp hrGFP WPRE wurde
von Frau Kristin Schwanke durchgefuhrt. Alle Konstrukte wurden durch analytischen
Restriktionsverdau Uberprift und zur Produktion von Lentiviren in HEK293T-Zellen

eingesetzt.

2.3.7 Klonierung des CMV-Enhancers

Der CMV-Enhancer wurde mittels PCR aus dem Plasmid pcDNA3 als 573 bp Produkt
amplifiziert und in die Eag I-Schnittstelle des Transfervektors pLentiShuttle eingefligt. Der
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Enhancer liegt damit zwischen dem lentiviralen RRE und dem im Vektor verbliebenen
verkurzten Gag-Fragment von HIV-1. Da er sich stromaufwarts der |-Ceu I-Schnittstelle
befindet, konnten anschlielliend die bereits vorhandenen Expressionskassetten mit hrGFP
und WPRE unter der Kontrolle kardialer Promotoren mithilfe der Meganukleasen [-Ceu | und
PI-Sce | in den neuen Transfervektor pLentiShuttleCe eingeflgt werden. Diese Klonierungen
wurden von Frau Jennifer Heinke im Rahmen ihrer Diplomarbeit ,Einfluss des CMV-
Enhancers auf Zellspezifitdt und HOhe der Transgenexpression in lentiviralen Vektoren®
(2004) durchgefuhrt, wobei die Planung und Betreuung der Versuche im Rahmen der

vorliegenden Dissertation erfolgte.

2.4 Methoden zur Produktion von replikationsdefizienten Lentiviren

Samtliche Arbeiten mit replikationsdefizienten Lentiviren wurden in einem gesonderten Labor

der Sicherheitsstufe 2 unter einer Sicherheitswerkbank durchgefuhrt.

2.4.1 Calcium-Phosphat-Transfektion

Zur Verpackung der klonierten Expressionskassetten in replikationsdefiziente Lentiviren
wurden die generierten lentiviralen Transfervektoren mittels Calcium-Phosphat-Transfektion
zusammen mit einem Verpackungsplasmid und einem Haullproteinplasmid in HEK293T-
Zellen eingebracht. Bei der Calcium-Phosphat-Transfektion wird die zu lbertragende DNA
zusammen mit CaCl, in einen Phosphat-haltigen Puffer gegeben, in dem sich ein feines
Prazipitat aus DNA und Calciumphosphat bildet [168]. Dieses kann dann von Saugerzellen
aufgenommen werden.

In Poly-L-Lysin-beschichtete 175cm? Zellkulturflaschen wurden 9 x 10° HEK293T-Zellen in
DMEM mit 10% Fotalem Kélberserum (FCS), 2 mmol/L L-glutamine, Penicillin (100 U/ml)
und Streptomycin (100 mg/ml) (DMEM mit Zusatzen) ausgesat.

Nach 24 h wurde eine Ko-Transfektion mit dem lentiviralen Transferplasmid, dem
Verpackungsplasmid pCMVAR8.91, das flr die Proteine Gag, Pol, Rev und Tat kodiert, und
dem Hullprotein-Plasmid pMD.G durchgefiihrt, das fir das heterologe Hullprotein VSV-G
kodiert, mit dem die lentiviralen Partikel pseudotypisiert werden.

Dazu wurden 60 pg Transferplasmid, 39 ug Verpackungsplasmids und 21 ug Hdllprotein-
Plasmid mit 183 ul einer 2M CaCl,-Ldsung versetzt und mit H,O auf 1,5 ml aufgefiillt. Diese
DNA/CaCl,-Mischung wurde tropfenweise zu 1,5 ml 2xHBS-Puffer gegeben, dabei wurde mit
einer Pipette gleichzeitig kontinuierlich Luft in die Lésung einstrémen lassen, damit sich an
den aufsteigenden Luftblasen ein feines Calciumphosphat-DNA-Prazipitat bilden konnte. Auf
die Zellen wurden 9 ml komplettes DMEM mit 33nM Chloroquine gegeben und das Prazipitat

vorsichtig zugetropft. Die Zellen wurden Uber Nacht bei 37°C und 5% CO, weiter kultiviert.
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2.4.2 Ernte der replikationsdefizienten Lentiviren

Die in den HEK293T-Zellen nach Ko-Transfektion gebildeten Viruspartikel werden von den
Zellen in das Kulturmedium abgegeben und kénnen so geerntet werden [150].

Ca. 16 h nach der Calcium-Phosphat-Transfektion wurden die HEK293T-Zellen mit DMEM
mit Zusatzen und 10mM Natriumbutyrat versetzt, nach weiteren 8 h wurde dieses Medium
durch DMEM mit 2 mmol/L L-glutamine, Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 mg/ml)
ersetzt. In dieses serumfreie Medium wurden nun die gebildeten lentiviralen Partikel
abgegeben. Nach 16 h und weiteren 24 h wurden die virushaltigen Zellkulturiiberstande
abgenommen und durch einen Filter mit einer Porengrélle von 0,45um gereinigt um
Ruckstande der HEK293T-Zellen zu entfernen.

Die Zellkulturiberstdnde mit den produzierten lentiviralen Partikeln wurden frisch zur
Transduktion von eukaryoten Zellen verwendet oder fur 5 min in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bis zur spateren Verwendung bei —80°C gelagert.

2.4.3 Konzentration der Lentiviren

Bei Bedarf an grofleren Mengen replikationsdefizienter Lentiviren, wurden die im
Zellkulturiberstand enthaltenen lentiviralen Partikel durch Zentrifugieren ankonzentriert.
Dazu wurden die filtrierten Uberstéande in 36ml-ZentrifugationsgefaBe (berfiihrt und bei
18.000 x g fir 16 h bei 4°C zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand vorsichtig
abgenommen, das virushaltige Pellet in etwa 1/100 Volumen Zellkulturmedium
aufgenommen und sofort zur Transduktion verwendet oder fir 5 min in flussigem Stickstoff

schockgefroren und bis zur spateren Verwendung bei —80°C gelagert.

2.4.4 Titerbestimmung durch Transduktion von HEK293T-Zellen

Zur Bestimmung der biologischen Titer der lentiviralen Partikel in den Zellkulturiiberstanden
und den konzentrierten Viruspraparationen wurde diese in verschiedenen Verdinnungen zur
Transduktion von HEK293T-Zellen eingesetzt [169]. Dazu wurden 16 h vor der Transduktion
1 x 10° HEK293T-Zellen in Gelatine-beschichtete 24well-Platten ausgeséat. Die Zellen wurden
dann mit je 1 ml der Viruspraparation in verschiedenen Verdinnungen in komplettem DMEM
mit 8 ug/ml Polybrene versetzt, fiir nicht konzentrierten Virus wurden die Verdliinnungsstufen
10, 10 und 10 gewahlt, fiir konzentrierten Virus 10, 10”° und 10°.

72 h nach der Transduktion wurden die Zellen zweimal mit PBS mit Ca®*/Mg?* gewaschen,
mit PBS ohne Ca?/Mg®"* versetzt und durch Pipettieren abgeldst. Die Zellen wurden im
Durchflusszytometer auf ihnre GFP-Expression untersucht, als Negativkontrolle dienten nicht-
transduzierte HEK293T-Zellen. Aus dem Anteil GFP-positiver Zellen wurde auf den Virus-
Titer in 1 ml der Praparation zurtickgerechnet und der Titer in infektidsen Einheiten

(»infectious units®) pro Milliliter (IU/ml) angegeben.
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2.4.5 Virusbestimmung durch Real-Time-PCR

Zum Nachweis integrierter lentiviraler Sequenzen nach Transduktion wurden transduzierte
Zellen mit Proteinase K lysiert und als Template fir eine Real-Time-PCR eingesetzt, die
Sequenzen in den viralen LTRs detektiert [169]. Diese wurde freundlicherweise von Frau
Sandra Menke durchgefihrt, auf eine genaue Beschreibung der Ansatze und Durchflihrung

wird deshalb hier verzichtet.

2.5 Methoden zur Charakterisierung der lentiviralen Vektoren

2.5.1 Transfektion durch Lipofektion

Die Funktionalitat der generierten Expressionskassetten sollte zunachst nach nicht-viralem
Gentransfer der lentiviralen Transfervektoren in Sdugerzellen mittels Transfektion Uberprift
werden. Bei der Transferrin-vermittelten Transfektion durch Lipofektion wird die zu
Ubertragende DNA zusammen mit Transferrin in kationischen Lipiden komplexiert, diese
Komplexe binden an Transferrinrezeptoren auf der Oberflache von Saugerzellen und werden
dann von den Zellen aufgenommen [170,171].

Zur Transfektion durch Lipofektion wurden ca. 16 h vor der Transfektion HEK293T-Zellen in
komplettem DMEM in einer Dichte von 2 x 10° pro well in Gelatine-beschichteten 6well-
Platten ausgesat. Am Tag der Transfektion wurde das Kulturmedium abgenommen, die
Zellen wurden 2 x mit PBS gewaschen, mit 800 ul serumfreiem Medium Optimem-1 versetzt
und fur 2 h bei 37°C und 5% CO, vorinkubiert. Wahrenddessen wurde der Transfektionsmix
vorbereitet. Dazu wurden pro well 1,5 uyg DNA in 100 pl Optimem-1 verdinnt und weitere
100 pl Optimem-1 mit 30 ug bovinem Transferrin und 5 pl Lipofectamin versetzt. Beide
Ansatze wurden zusammengegeben, flir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und nach
Ablauf der 2 h Vorinkubation auf die Zellen gegeben. Nach 4-5 h wurde das Medium
gewechselt und die Zellen wurden in komplettem DMEM bei 37°C und 5% CO,

weiterkultiviert.

2.5.2 Transduktion

Die durch Verpackung in HEK293T-Zellen produzierten rekombinanten Lentiviren sollten fiir
einen viralen Gentransfer durch Infektion verschiedener Zielzellen eingesetzt werden. Zur
Transduktion von adharent wachsenden Zellen mit Lentiviren wurde zunachst das
Kulturmedium abgenommen und die Zellen wurden mit Virus in einem geringen Volumen
kompletten DMEMs mit 4 pg/ml Protaminsulfat und 100 uM Desoxynukleosidtriphosphaten
(dNTPs) versetzt, z.B. 250 ul je well einer 24well-Platte. Die Transduktion erfolgte durch
Inkubation im Brutschrank bei 37°C und 5% CO.,. Nach friihestens 4 h oder spatestens 24h

wurde das Medium gewechselt und die Zellen wurden in ihrem jeweiligen Kulturmedium
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weiterkultiviert. Bei der Transduktion wird das Verhaltnis der Anzahl der eingesetzten

Viruspartikel zur Zellzahl als ,multiplicity of infection® MOI angegeben.

2.5.3 Transwell-Versuche

Transwell-Einsatze enthalten eine Membran mit definierter PorengréRe, durch die sich
Zellkulturgefale in zwei Kompartimente teilen lassen. Zellen in den verschiedenen
Kompartimenten stehen nur Uber das Kulturmedium in Kontakt, ein direkter Zell-Zell-Kontakt
wird in der Regel durch die Membran ausgeschlossen, wahrend bei der hier gewahlten
Porengrofie von 0,4 um z.B. lentivirale Partikel die Membran passieren koénnen.
HEK293T-Zellen wurden in einer Dichte von 2 x 10° Zellen pro well in komplettem DMEM in
Gelatine-beschichtete 6well-Platten ausgesat. Nach 2 h wurden Transwell-Einsatze mit einer
Porengrofie von 0,4 um in die wells gesetzt.

Neonatale Rattenkardiomyozyten bzw. rat-1 Fibroblasten wurden lentiviral mit dem Virus
pHR’SINcPPT-CEW mit einer MOI von 7 transduziert, anschlielend wurden die Zellen in der
gleichen Dichte entweder direkt in die Transwell-Einsatze gegeben oder zuvor 1-6 x
gewaschen. Zum Waschen wurden die Zellsuspensionen mit PBS ohne Ca?/Mg?* auf 40 ml
aufgeflllt, abzentrifugiert und das Pellet in Medium aufgenommen. Die transduzierten und
gewaschenen Zellen wurden entweder sofort oder nach Ablauf von 3h oder 9 h in die
Transwell-Einsatze gegeben.

Nach 24 h Kokultivierung der HEK293T-Zellen mit den transduzierten Zellen ohne direkten
Zellkontakt wurden die Transwell-Einsatze entfernt, die HEK293T-Zellen wurden weiter
kultiviert. Nach 5 Tagen wurden die Zellen im Durchflusszytometer auf ihre GFP-Expression
untersucht, als Negativkontrolle dienten HEK293T-Zellen, die nicht mit transduzierten Zellen
kokultiviert wurden. In einem Kontrollexperiment wurden statt frisch transduzierter Zellen

stabil GFP-exprimierende rat-1 Fibroblasten verwendet.

2.6 Methoden zur Zellkultur

Samtliche Arbeiten mit Saugetierzellen wurden unter sterilen Bedingungen unter einer
Sicherheitswerkbank durchgeflhrt. Sdmtliche Materialien wurden vor der Verwendung durch
Autoklavieren bei 121°C flir 20 min oder durch Erhitzen auf 180°C flr mehr als 4 h sterilisiert.
Lésungen und Medien wurden, sofern sie nicht vom Hersteller steril geliefert wurden,

autoklaviert oder durch einen Filter mit einer Porengrofie von 0,22 um sterilfiltriert.

2.6.1 Auftauen von Zellen

Um tiefgefrorene, in flussigem Stickstoff gelagerte Zellen in Kultur zu nehmen, wurden die
Einfrierrdhrchen dem Stickstofftank enthommen und im Wasserbad bei 37°C erwarmt. Bevor
die Zellsuspension vollstandig aufgetaut war, wurde sie in ein Falconréhrchen abgekippt und
unter Schiitteln mit 10 ml kaltem Stoppmedium DMEM mit 20 % FCS versetzt. Die Zellen
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wurden bei 800 bis 1800 rpm abzentrifugiert, das Pellet wurde in 10 ml warmem
Kulturmedium aufgenommen und in eine 75 cm? Zellkulturflasche Uberfiihrt, die fiir einige

Zelltypen zuvor beschichtet wurde.

2.6.2 Beschichtung von ZellkulturgefalRen

Einige adharent wachsende Zellen bendtigen fir die Anheftung an Zellkulturgefalie speziell
beschichtete Oberflachen. Zur Beschichtung mit Gelatine wurde eine 1%ige Gelatine-Losung
in die Zellkulturgefalte gegeben und flir mindestens 20 min bei 37°C inkubiert. AnschlielRend
wurde die Oberfliche einmal mit PBS (mit Ca*/Mg?) gewaschen und sofort die
Zellsuspension aufgegeben. Entsprechend wurde auch die Beschichtung von Oberflachen
mit 1% Gelatine und 0,01% Fibronektin durchgefihrt.

Zur Beschichtung mit Poly-L-Lysin wurde eine 0,1%ige Poly-L-Lysin auf die Oberflache
gegeben, fur mindestens 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und ebenfalls einmal mit PBS
(mit Ca**/Mg®*) gewaschen. Das PBS wurde anschlieRend abgenommen, erst nachdem die

Oberflache vollstandig trocken war, wurden die Zellen aufgegeben.

2.6.3 Kultur von adhérenten Zellen

Fur die Vermehrung und Weiterkultivierung der Zellen wurde regelmafig das Kulturmedium
gewechselt. Sobald die Zellen auf dem gesamten Boden der Flasche einen konfluenten
Monolayer bildeten, wurden sie passagiert. Dazu wurde von den Zellen das Kulturmedium
abgenommen, die Zellen wurden mit 10 ml PBS (ohne Ca**/Mg?*) gewaschen, anschlieRend
wurden 1,5 ml Trypsin/EDTA-L6sung zugegeben. Die Zellen wurden 3-5 min bei 37°C
inkubiert, und konnten dann vom Boden der Zellkulturflasche abgeschlagen werden. Sie
wurden mit 10 ml Stoppmedium DMEM mit 20 % FCS versetzt und bei 800 bis 1800 rpm fur
5 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde in Kulturmedium resuspendiert, die Zellen wurden im
Verhaltnis 1:2 bis 1:10 gesplittet und bei 37°C und 5% CO, weiter kultiviert.

2.6.4 Einfrieren von Zellen

Zur langerfristigen Aufbewahrung von Zellen wurden diese in fliissigem Stickstoff tiefgefroren
gelagert. Dazu wurde von adhdrent wachsenden Zellen einer 75 cm? Zellkulturflasche das
Kulturmedium abgenommen, die Zellen wurden mit 10 ml PBS (ohne Ca*/Mg?*) gewaschen,
anschlielend wurden 1,5 ml Trypsin/EDTA-L6sung zugegeben. Die Zellen wurden 3-5 min
bei 37°C inkubiert, dann vom Boden der Zellkulturflasche abgeschlagen und mit 10 ml
kaltem Stoppmedium DMEM mit 20 % FCS versetzt, anschlieRend wurden die Zellen bei 800
bis 1800 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml Einfriermedium aus 90% FCS und
10% DMSO resuspendiert und in ein Einfrierrohrchen Uberfiihrt. Dieses wurde in einer
Einfrierbox anschlieRend zunachst auf —80°C abgekihlt und nach 24 h in flissigen Stickstoff
Uberfuhrt.
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2.6.5 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung erfolgte in einer Neubauerkammer. Dafir wurden 10 pl
Zellsuspension mit 90 ul Trypanblau-Lésung gemischt, die die Kerne toter Zellen anfarbt. Ein
Tropfen dieser Suspension wurde unter ein Deckglaschen auf die Neubauerkammer
pipettiert. Unter dem Mikroskop wurden die hellen Zellen in 4 GroRquadraten ausgezahlt.
AnschlielRend wurde die Anzahl der Zellen nach folgender Formel berechnet:

(Zahl der Zellen in 4 GroRquadraten / 4) x 10 x 10* = Zellzahl / ml.

2.6.6 Isolierung neonataler Rattenkardiomyozyten

Neonatale Rattenkardiomyozyten (NRCMs) wurden aus den Herzen von neugeborenen,
maximal einen Tag alten Wistar-Ratten isoliert [172]. Die Tiere wurden dekapitiert, die
entnommenen Herzen rasch zerkleinert und durch Inkubation mit Trypsin und DNAse
enzymatisch vorbehandelt. AnschlieBend wurden die einzelnen Kardiomyozyten durch
Pipettieren mechanisch aus dem Gewebe gelést. Die gewonnene Einzelzell-Suspension
wurde zur Entfernung von Geweberesten Uber ein 100pm-Zellsieb gegeben und bei 600 rpm
und 4°C fir 10 min zentrifugiert. Die Zellen wurden im Zellkulturmedium Dulbecco’s Minimal
Essentials Medium (DMEM) mit 10% Fo6talem Kalberserum (FCS), 2 mmol/L L-glutamine,
Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 mg/ml) aufgenommen und in Gelatine-
beschichteten Zellkulturflaschen bei 37°C und 5% CO, weiter kultiviert.

Die Isolierung der neonatalen Rattenkardiomyozyten wurde in der Regel von Frau Ingrid
Schmidt-Richter durchgeflhrt.

2.6.7 Isolierung humaner endothelialer Progenitorzellen

Humane Endotheliale Progenitorzellen (EPCs) wurden aus dem peripheren Blut freiwilliger
Spender isoliert [173]. Direkt nach der Entnahme wurde das Blut mit PBS (ohne Ca®*/Mg*")
im Verhaltnis 1:1 verdiinnt und vorsichtig auf eine Biocoll Trennlésung der Dichte 1,073
g/cm® geschichtet. Nach einer Zentrifugation bei 800 rpm und 18°C fiir 20 min hatten sich die
mononuklearen Zellen Uber der Phasengrenze gesammelt und konnten vorsichtig
abgenommen werden. Die Zellen wurden noch zweimal mit PBS gewaschen, anschlieRend
im Medium EGM mit 10 % oder 20 % FCS verschiedener Chargen aufgenommen und in mit
Gelatine und Fibronektin beschichtete ZellkulturgefalRe ausgesat und bei 37°C und 5% CO,
weiter kultiviert. Nach drei Tagen wurden die nicht-adhdrenten Zellen durch Waschen mit

PBS und einen Wechsel des Mediums entfernt.

2.6.8 Markierung der EPCs

Wenn die isolierten EPCs mit anderen Zellen kokultiviert werden sollten, wurden sie zuvor
mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert [173]. Zum einen wurden die adharenten EPCs mit dem
rot fluoreszierenden Carbocyanin Farbstoff Vybrant CM-Dil markiert, der sich in
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Zellmembranen einlagert. Dazu wurden die Zellen mit 5 yM CM-Dil in Medium fir 20 min bei
37°C und 5% CO; inkubiert. Zum anderen wurde zur Markierung der EPCs acetyliertes low-
density Lipoprotein (LDL) aus humanem Plasma verwendet, an das der rote
Fluoreszenzfarbstoff Dil gebunden ist. Dieses DilAcLDL wird selektiv von Endothelzellen,
aber auch von Monozyten/Makrophagen aufgenommen. Zur Markierung wurden die EPCs
mit 1 pg/ml DilAcLDL in Medium flr 24h bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die Zellen wurden

anschlief3end dreimal mit Medium gewaschen und fir die Kokulturen eingesetzt.

2.6.9 Kokultivierung der EPCs mit neonatalen Rattenkardiomyozyten

Eine Kokultivierung der EPCs mit neonatalen Rattenkardiomyozyten zur Untersuchung einer
eventuell induzierten kardialen Differenzierung der EPCs [67] erfolgte in ,CultureSlides®,
Objekttragern mit aufgesetzten Kammern fir Zellkulturmedium, in denen die Zellen zunachst
kultiviert und anschliefend immunhistologisch gefarbt werden kénnen. Der Vorteil dieser
Methode ist, dass die Zellen fur die Farbung nicht abgelost werden missen und ihre
Morphologie erhalten bleibt.

Fir die Kokultivierung wurden die EPCs nach der Isolierung in ,CultureSlides“ ausgesat und
nach drei Tagen markiert. AnschlieBend wurden zu den EPCs frisch isolierte
Kardiomyozyten gegeben, wobei das Verhaltnis der Zellzahlen 1:4 oder 1:1 betrug. Die
Zellen wurden zunachst in DMEM mit 10% Pferdeserum (horse serum, HS) und 5% Fétalem
Kalberserum, 2 mmol/L L-glutamine, Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 mg/ml)
kultiviert, nach 2 Tagen wurde auf DMEM gewechselt, das 5% Pferdeserum, 2 mmol/L L-
glutamine, Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 mg/ml) enthielt. Dieses Medium
wurde alle 2 Tage ersetzt. Als Kontrollen wurden in weiteren Ansatzen humane EPCs und
Kardiomyozyten unter den gleichen Bedingungen getrennt kultiviert. Fur die Kokultivierung
von EPCs und neonatalen Rattenkardiomyozyten wurden aulerdem eine Reihe von

Variationen in verschiedenen Kombinationen getestet:

Tabelle 9 Variationen der Kokulturbedingungen

Parameter Variation Variation Variation Variation
| Beschichtung [ keine | Gelatine | Gelatin / Fibronektin | Laminin
. Endothelial Growth +10% FCS oder
EPC-Medium Medium (PromoCell) EGM (CellSystems) +20% FCS
[ EPC-Labeling [ cm-Dil [ DilAcLDL [- [-
Verhaltnis . .
EPC / NRCM 1 14
Fir 2 Tage: DMEM Fir 2 Tage: DMEM
Kokultur-Medium +5%FCS + 10% HS, +10% FCS DMEM
danach: DMEM danach: DMEM +10% FCS
+5% HS +5% HS
Farbung Anti sarkomer. a-Actinin Anti . Anti Troponin T Anti Titin
sarkomer. Myosin
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2.6.10 Isolierung mesenchymaler Stammzellen aus der Ratte

Die Isolierung mesenchymaler Stammzellen aus dem Knochenmark von Ratten (rMSCs)
erfolgte durch Aspirieren bzw. Ausspulen gereinigter und durchtrennter Knochen von Femur
und Tibia [174]. Dazu wurden die praparierten Knochen zunachst von Geweberesten befreit
und durchgebrochen. Die Hohlrdume der Roéhrenknochen wurden dann mit PBS (ohne
Ca?*/Mg®") ausgespiilt. Die gewonnene Suspension wurde bei 1500 rpm fiir 5 min bei 4°C
zentrifugiert, das Pellet wurde in 10 ml PBS mit 2% FCS und 1mM EDTA resuspendiert.
Diese Suspension wurde Uber 5 ml einer Percoll-Losung der Dichte 1,073 g/ml geschichtet,
und bei 1100 rpm fir 30 min bei 22°C zentrifugiert. Anschlielend wurde die deutlich
sichtbare Zellschicht oberhalb der Phasengrenze, die sogenannte ,low density“ -Fraktion,
vorsichtig abgenommen und mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden nach der letzten
Zentrifugation in 5 ml Alpha-MEM aufgenommen und in Zellkulturflaschen weiter bei 37°C
und 5% CO; kultiviert.

2.6.11 Differenzierung der rMSCs

Der Einfluss der Substanz 5-Azacytidin auf die kardiale Differenzierung der rMSC [33] sollte
im Rahmen der vorliegenden Dissertation untersucht werden. Zur Stimulierung der
Differenzierung wurde 5-Azacytidin in einer Konzentration von 10 uM zum Kulturmedium der
rMSC gegeben, die Zellen wurden flir 24 h inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation wurde

das Kulturmedium gewechselt, die Zellen wurden bei 37°C und 5 % CO., weiter kultiviert.

2.7 Methoden zur Zell-Charakterisierung

2.7.1 Immunfluoreszenz-Farbung

Zum Nachweis zelltypspezifischer Proteine der undifferenzierten und differenzierten Zellen
wurden immunhistologische Farbungen durchgefuhrt. Die Zellen wurden zu diesem Zweck in
,CultureSlides® kultiviert und zunachst in 4% Paraformaldehyd fir 4 min bis 1h bei 4°C fixiert.
Um eine unspezifische Bindung der Antikdrper zu verhindern, wurden die Objekttrager fur 20
min mit dem Puffer TBS+ inkubiert, dem Serum derjenigen Spezies zugesetzt ist, aus
welcher der Sekundarantikérper stammt. Dann wurde mit dem Primarantikdrper verdinnt in
Farbepuffer (PBS + 1% BSA) in der Regel fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert,
anschlieflend mit dem fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérper flir 30 min. Zwischen allen
Inkubationsschritten wurden die Objekttrager jeweils 3 x 5 min mit PBS bei 4°C zum
Waschen inkubiert. Die Zellen wurden fir eine Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI
(1,7 pg/ml) inkubiert, bevor die Rahmen der ,CultureSlides” entfernt, die Objekttrager mit
MountingMedium versetzt und mit Deckglaschen versiegelt wurden. Fir Mehrfachfarbungen

wurden die Zellen mit den jeweiligen Primar- bzw. Sekundarantikérpern gleichzeitig inkubiert.
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Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden in der Regel von Frau Ingrid Schmidt-Richter
durchgefiuhrt.
Die Auswertung der Immunfluoreszenz-Farbung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop mit

Filtern fur die entsprechenden Wellenlangen oder am konfokalen Laser-Scan Mikroskop.

2.7.2 Analyse im Durchflusszytometer

Der Nachweis zelltypspezifischer Proteine erfolgte z.T. auch durch Inkubation mit
Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern und anschlieBender Analyse der Zellen im
Durchflusszytometer. Dort durchflieRen die Zellen einzeln eine Messkapillare, wobei in
verschiedenen Kanalen Messwerte erfasst werden, die charkteristisch fir die Zellgrée und
die Zellgranularitat sowie fiir Fluoreszenz der Zellen sind. Um dabei die Uberlappung der
Emissionsspektren einzelner Fluorochrome zu kompensieren, wird dabei vom Signal eines
gemessenen Fluorochroms ein prozentualer Anteil des im benachbarten Kanal detektierten
Signals subtrahiert. Damit wird ein Messwert erreicht, der dem tatsachlich vom einzelnen

Fluorochrom emittierten entspricht.

Die Farbung von Zellen mit Antikdrpern gegen intrazellulare Antigene erfolgte mit dem BD
Cytofix/Cytoperm Kit. Die Zellen wurden zunachst mit PBS ohne Ca**/Mg?* gewaschen und
abzentrifugiert, pro Ansatz wurden 5 x 10* bis 2 x 10° Zellen in jeweils 200
Cytofix/Cytoperm resuspendiert, in eine 96well-Mikrotiterplatte gegeben und fir 20 min bei
4°C im Dunkeln inkubiert. Anschliefend wurden sie und bei 2000 rpm fir 2 min

abzentrifugiert und der Reihe nach mit folgenden Lésungen inkubiert:

Tabelle 10 Protokoll intrazellulare Immunfarbung

Lésung Volumen [ul] |Inkubation
Cytofix/Cytoperm 100 20 min
1x BD Perm/Wash 200 -

1x BD Perm/Wash 200 -
Primarantikérper in 1x BD Perm/Wash 50 1h

1x BD Perm/Wash 200 -

1x BD Perm/Wash 200 -
Sekundarantikorper in 1x BD Perm/Wash 50 30 min
1x BD Perm/Wash 200 -

1x BD Perm/Wash 200 -

49



Material und Methoden

Zum Wechseln der Losungen wurde die Platte nach einer Zentrifugation (2000 rpm, 2 min)
auf einem saugfahigen Untergrund abgekippt, die neue Lésung wurde in die wells gegeben,
die Platte mit einer Klebefolie versiegelt, gevortext und bei 4°C inkubiert. Zum Schluss
wurden die Antikdrper-markierten Zellen in 200 pyl PBS ohne Ca?/Mg*" aufgenommen, in
500ul-Polystyrolreagenzglaser Uberfuhrt und fur die Messungen am Durchflusszytometer
eingesetzt. Die Messungen erfolgten in einem BD FACSCalibur Gerat, die Auswertung der
Daten mit den Programmen CellQuest, WinMDI, Corel PHOTO-PAINT und CorelDRAW,
Microsoft Excel und GraphPad Prism 3.0.

2.7.3 RNA-Isolierung

Alle Arbeiten mit RNA wurden an einem gesonderten Arbeitsplatz durchgefiihrt um eine
Kontamination mit RNAsen zu vermeiden. Alle verwendeten Lésungen wurden mit DEPC-
behandeltem Wasser angesetzt, um RNAsen zu inaktivieren.

Zur lIsolierung der Gesamt-RNA [175] wurde von den Zellen das Kulturmedium
abgenommen, 1 x mit PBS gewaschen und 1 ml TriZol pro 10 cm? Kulturfliche zugegeben.
Die Zellen wurden durch auf- und abpipettieren lysiert und fir 5 min bei RT inkubiert.
Anschliel3end wurden 0,1 ml Bromchlorpropan (BCP) je ml TriZol zugegeben, die Proben fir
15 s gevortext und fir weitere 2-3 min bei RT inkubiert. Anschlielend wurden die Proben bei
12000 rpm und 4°C fur 15 min zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase wurde in ein neues
Gefald Gberfuhrt, mit 0,5 ml Isopropanol je ml TriZol gemischt, fir 10 min bei RT inkubiert und
anschlieBend fiir 10 min bei 12000 rpm und 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet mit 1 ml 75%igem Ethanol gewaschen und erneut fir 5 min
abzentrifugiert (12000 rpm, 4°C). Das Pellet wurde getrocknet und konnte dann in 50 ul
DEPC-H,0 aufgenommen werden. Die Lagerung der RNA erfolgte bei -80°C.

2.7.4 Bestimmung des RNA-Gehaltes

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration in Lésungen [163] wurde die optische Dichte der
Lésung oder einer entsprechenden Verdiinnung (meist 1:80 in H,O) in einer Quarzkivette
bei einer Wellenlange von 260 nm gemessen.
Die Konzentration errechnet sich dann als

¢ (DNA) [ng/ul] = ODgeo xV xF
mit V = Verdinnungsfaktor und F = Multiplikationsfaktor, fiir RNA = 40.
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2.7.5 DNAse-Verdau

Um kontaminierende DNA aus RNA-Praparationen zu entfernen, wurde ein DNAse-Verdau

durchgefiihrt. Dabei wurde folgender Ansatz verwendet:

Tabelle 11 Ansatz fir DNAse-Verdau

| Lésung | Menge

| RNA [ 11 ug

| Tris-HCI, pH 7,5 | 50 mM

| RNAse Block 40U

| MgCl, |10 mM
|DTT [1 mM

| DNAse 10U

| H,0 | ad 30 pl

Der Ansatz wurde fur 15 min bei 37°C inkubiert und anschlie®end durch eine
Phenol/Chloroform-Extraktion aufgereinigt und bis zur weiteren Verwendung bei —80°C

gelagert.

2.7.6 Phenol/Chloroform-Extraktion

Zur Aufreinigung der RNA nach dem DNAse-Verdau wurde der Ansatz mit DEPC-H,O auf
200 pl aufgeflllt und mit 100 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol versetzt [176]. Der Ansatz
wurde gevortext und bei 12000 rpm und 4°C fir 2 min zentrifugiert. Die obere, wassrige
Phase wurde in ein neues Gefal Uberfihrt, zur unteren, organischen Phase wurden 100 pl
DEPC-H,O gegeben und erneut gevortext und zentrifugiert. Die oberen, wassrigen Phasen
wurden vereint, mit 200 yl Chloroform/Isoamylalkohol versetzt und nochmals gevortext und
zentrifugiert. Die in der wassrigen oberen Phase enthaltene aufgereinigte RNA wurde

anschlieflend durch eine Natrium-Acetat-Fallung ankonzentriert.

2.7.7 Natrium-Acetat-Fallung

Zur Aufreinigung der RNA von unerwiinschten Salzen und Proteinen in Lésungen wurde eine
Natrium-Acetat-Fallung durchgefiihrt [159]. Die RNA-L&6sung wurde mit einem 1/10 Volumen
Natriumacetat-Lésung (3M, pH 7,5) und der 3-fachen Menge eiskaltem 96%igen Ethanol
versetzt und fir 30 min bei -80°C inkubiert. AnschlieRend wurde fir 30 min bei 12000 rpm
und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit 75%igem Ethanol
gewaschen und erneut fir 5 min abzentrifugiert (12000 rpm, 4°C). Das Pellet wurde
getrocknet und konnte dann in 11 yl DEPC-H,O aufgenommen werden, die Lagerung der
DNAse-behandelten RNA erfolgte bei -80°C.
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2.7.8 cDNA-Synthese

Die Umschreibung der isolierten RNA in stabilere cDNA fiir eine anschlieRende PCR zur
Detektion der zellularen Genexpression erfolgte in vitro durch Inkubation mit einer Reversen
Transkriptase, die mit Hilfe von RNA als Matrize 2'-Desoxynucleotidetriphosphate unter
Diphosphat-Abspaltung zur komplementaren DNA polymerisiert [177]. Verwendet wurde die
M-MLV Reverse Transkriptase oder fiir geringe RNA-Mengen die Superscript Reverse
Transkriptase. Die Polymerase bendtigt flr die Erststrang-DNA-Synthese Primer, daflr
wurden Oligo-dT-Primer aus 16-20 Thymidinen verwendet, die an den PolyA*-Schwanz von
mRNAs binden, wodurch alle Erststrange der DNA beginnend am 3‘-Ende der mRNAs
synthetisiert werden, oder Hexamerprimer (,Random Hexamers® oder ,Random Primer®), die

irgendwo auf der RNA hybridisieren.

Far Ansatze mit der M-MLV wurden jeweils 2 yg RNA mit 1 yl Random Primer oder Oligo dT
Primer versetzt, fir 5 min bei 70°C denaturiert und anschlieRend auf Eis gestellt. Dann
wurden hinzugeflgt:

5,0 yl DEPC-H,O

5,0 ul M-MLV-RT 5x Puffer

2,0 yl ANTPs

1,0 yl RNAse Block

1,0 yl M-MLV Reverse Transkriptase

Der gesamte Ansatz wurde fir eine Stunde inkubiert, das Temperaturoptimum fir die
Reverse Transkription lag bei der Verwendung von Random Primern bei 37°C, bei der
Verwendung von Oligo dT Primern bei 42°C, anschlief’iend wurden die Ansatze flir 5 min auf
95°C erhitzt.

Fur Ansatze mit der SuperScript II-Reversen Transkriptase wurden zunachst jeweils 0,75 ug
RNA mit 1 pl Random Primer (200ng/ul) und 1 yl dNTP-Mix (10mM) versetzt und auf ein
Volumen von 12 ul mit H,O aufgeflillt. Der Ansatz wurde fiir 5 min bei 65°C denaturiert und
anschlief3end auf Eis gestellt. Dann wurden hinzugefugt:

4 pl 5x-FirstStrand Buffer

2uIDTT 0,1M

1 pl RNAse Block

Der Ansatz wurde fir 2 min bei 25°C inkubiert, dann 1 pl SuperScript || Reverse
Transkriptase zugegeben und fur 10 min bei 25°C, fur 50 min bei 42°C und abschlielend fur
15 min bei 72°C inkubiert.

Die Lagerung der cDNA bis zur weiteren Verwendung erfolgte bei —20°C.
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2.7.9 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Vervielfaltigung spezifischer DNA-Sequenzen fiir eine weitere Klonierung oder zur
Analyse der zellularen Genexpression erfolgte in vitro mit Hilfe der Polymerase-Ketten-
Reaktion (PCR) [178]. Dabei binden nach Denaturierung des Ausgangsmolekiils zwei kurze
einzelstrangige Oligonukleotide (Primer) an die DNA-Sequenz, eines komplementar zum 5°-
Ende der gesuchten DNA-Sequenz und ein zweites komplementar zum 5-Ende des
entsprechenden Gegenstrangs. Eine thermostabile DNA-Polymerase verlangert diese Primer
und synthetisiert dabei aus Desoxyribonukleotidtriphosphaten (dNTPs) exakte Kopien der
Ausgangssequenz. Zum Nachweis der Expression spezifischer Gene in untersuchten Zellen
mittels RT-PCR wurde von mRNA mittels reverser Transkriptase umgeschriebene cDNA flr
eine PCR-Reaktion eingesetzt, die Primerpaare wurden so gewahlt, dass eine Amplifikation
durch die RedTag-DNA-Polymerase Produkte spezifischer Lange ergibt. Dazu wurden

jeweils 1 yl der cDNA-L&sung mit 18 ul Master Mix und 6 pl Primer Mix versetzt.

Tabelle 12 Ansatze fur Standard-PCR

| Master Mix ‘ Primer Mix

| 1ul ANTPs (10 mM) | 1 pl Primer 1 (10 pmol/ul)
| 2,5 ul 10x Puffer | 1 ul Primer 2 (10 pmol/ul)
| 1,25 pl RedTaq Polymerase |4 pl H,0

(13,25 pl H,0 |

Die Proben durchliefen in einem Thermocycler nach einer kompletten Denaturierung aller
zugesetzter DNAs in Einzelstrange mehrere Zyklen von Denaturierung, Annealing der Primer
an die zu amplifizierende DNA und Elongation der DNA-Sequenzen. In einem
abschlielenden Elongationsschritt sollte die Synthese bereits begonnener DNA-Strange
abgeschlossen werden. StandardmaRig wurde folgendes PCR-Programm verwendet, dabei
wurde die Annealingtemperatur (Tanneaing) den jeweiligen Schmelztemperaturen der

einzelnen Primerpaare angepasst:

Tabelle 13 Programm fur Standard-PCR

T[°C]

94
94

‘ | t [min] Zyklen
| |
| |
| TAnneaIinq |
| |
| |
| |

35

— -

72
72
4
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3 Ergebnisse

3.1 Aufbau des LentiShuttle-Systems

Fur die Detektion kardial differenzierter Zellen sollte ein Nachweissystem etabliert werden,
fur das Reportergene unter der Kontrolle herzspezifischer Promotoren mittels lentiviralem

Gentransfer in die zu untersuchenden Zellen eingebracht werden.

Die Klonierung der dazu benétigten lentiviralen Transfervektoren erwies sich zu Beginn der
Arbeiten als problematisch. Schwierigkeiten ergaben sich aus der Grélke der Vektoren, der
Abwesenheit von Polylinker-Bereichen mit einer ausreichenden Anzahl an Schnittstellen fiir
Restriktionsenzyme und hohen Rekombinationsraten. Die fir das Einbringen neuer
Elemente in das lentivirale Transferplasmid durchgeflhrten Klonierungen ergaben oft nicht
das gewunschte Produkt, stattdessen entstanden haufig kleinere Plasmide, die nicht mit den
Ausgangsplasmiden identisch waren, sondern rekombinierte Plasmide darstellten. Es stellte
sich heraus, dass die viralen LTRs auch in ublicherweise zur Klonierung viraler Vektoren
verwendeten rekombinationsdefizienten E. coli Stdmmen wie HB101 nicht ausreichend stabil
repliziert wurden. Dieses Problem konnte durch die Verwendung spezieller Rekombinase-
defizienter Bakterienstamme wie STBL2 und STBL4 umgangen werden, allerdings ist die
Klonierung in STBL-Stdmmen aufwendiger und teurer als fur herkdmmliche

Bakterienstamme.

Um die Generierung von lentiviralen Transfervektoren zu vereinfachen, sollte deshalb die
Zahl der Klonierungsschritte im lentiviralen Vektor durch den Aufbau eines geeigneten
Shuttle-Systems minimiert werden. Ausgehend vom selbst-inaktivierenden lentiviralen
Transferplasmid pHR'SINcPPT-CEW [179] wurde im Rahmen der Promotion das lentivirale
Shuttle-Klonierungssystem ,LentiShuttle® generiert [166], mit dem es maoglich ist, komplette
Expressionskassetten zunachst in einem konventionellen ,high copy* Plasmid in
herkdbmmlichen Bakterienstdmmen wie E. coli TOP10 fertigzustellen und diese Kassetten
anschlielend in einem einzigen Klonierungsschritt in Rekombinase-defizienten STBL-

Bakterien in den lentiviralen Transfervektor einzufiigen.

Dazu wurden sowohl in ein ,high copy“ Plasmid als auch in das lentivirale Transferplasmid
Schnittstellen flr die Homing Endonukleasen I-Ceu | und PI-Sce | eingefugt. Die Nuklease |-
Ceu | stammt aus Chlamydomonas eugametos, PI-Sce | aus Saccharomyces cerevisiae,
beide Nukleasen erkennen und schneiden &hnlich wie Restriktionsenzyme spezifische DNA-

Sequenzen, wobei sich die beiden Enzyme durch besonders lange Erkennungssequenzen
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auszeichnen (26 bp fir I-Ceu |, 39 bp fiir PI-Sce ), weshalb sie auch als Meganukleasen
bezeichnet werden. Deshalb ist es sehr unwahrscheinlich, dass diese Sequenzen auch in
den zu klonierenden DNA-Fragmenten vorkommen, bei denen es sich meist um Saugetier-

Gene, virale Elemente oder Plasmide handelt.
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Abbildung 3.1 Aufbau des LentiShuttle-Systems

Das ,high copy“ Plasmid pBShuttle (A) und das lentivirale Transferplasmid pLentiShuttle (B)
wurden durch Einflgen der Schnittstellen fir die Meganukleasen |-Ceu | und PI-Sce | (C)
generiert. Expressionskassetten kénnen so in pBShuttle generiert und in einem letzen Schritt

komplett in den Transfervektor pLentiShuttle umkloniert werden. Aus [166].

Da alle genetischen Elemente in einem lentiviralen Transferplasmid einen Einfluss auf die
Hoéhe der zu erreichenden Virustiter und die Hohe der Transgenexpression haben kdnnen,
wurde untersucht, ob die in pLentiShuttle eingefiigten Sequenzen mit den
Erkennungssequenzen fir die Restriktionsenzyme 1-Ceu | und PI-Sce | einen negativen
Einfluss austben. Dazu wurden verschiedene Expressionskassetten mit Reportergenen
unter der Kontrolle von allgemeinen Promotoren kloniert, die einen direkten Vergleich mit

entsprechenden Expressionskassetten in konventionellen Transferplasmiden ermdéglichen.

Um zu Uberprifen, ob die Expressionskassetten in den lentiviralen Transfervektoren
funktionell sind, wurden die Vektoren durch Transferrin-vermittelte Lipofektion in HEK293T-
Zellen eingebracht. Nach 2 Tagen wurden die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop und
durchflusszytometrisch auf eine Reportergen-Expression untersucht (Daten nicht gezeigt).
Transfervektoren, die nach Transfektion zu einer ausreichend starken Expression flihrten,

wurden fur die Produktion von Lentiviren eingesetzt.
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3.1.1 Titerbestimmung der Lentiviren mit ubiquitaren Promotoren

Lentiviren wurden in HEK293T-Zellen nach Calcium-Phosphat-Transfektion mit den
lentiviralen Transfervektoren und den Verpackungsplasmiden pCMVAR8.91 und pMD.G
produziert. Mit den infektiésen Viruspartikeln im Zellkulturiiberstand wurden HEK293T-Zellen
transduziert, nach 3 Tagen wurde im Durchflusszytometer der Prozentsatz der Zellen
bestimmt, die das Reportergen exprimieren. Daraus wurden die Titer der Viren als infektiose

Einheiten pro ml Zellkulturtiberstand (infectious units per ml = IlU/ml) berechnet.
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Abbildung 3.2 Titer der Lentiviren mit Reportergenen und allgemeinen Promotoren

Anzahl der Reportergen-exprimierenden HEK293T-Zellen je ml eingesetztem Zellkultur-

Uberstand fir die einzelnen lentiviralen Vektoren. Aus [166].

Die mit pLentiShuttle-Konstrukten erzielten Titer waren mit denen konventioneller lentiviraler
Vektoren mit ahnlichen Expressionskassetten vergleichbar. Ein direkter Vergleich des
konventionellen lentiviralen Vektors der fortgeschrittenen Generation pHR’SINCPPT-SEW
(5 x 10°+ 2 x 10° IU/ml) mit dem entsprechenden LentiShuttle-Vektor pLentiShuttle SFFV
eGFP WPRE (2 x 10° + 2 x 10° 1U/ml) und pLentiShuttle SFFV hrGFP WPRE (3 x 10° +
2 x 10° IU/ml) zeigt sehr ahnliche Titer. Auch der konventionelle Vektor pHR’SINcPPT-CEW
(4 x 10° + 2 x 10° IU/ml) und pLentiShuttle CMV hrGFP WPRE (3 x 10° + 4 x 10* IU/ml)
sowie pLentiShuttle PGK hrGFP WPRE (3 x 10° + 1 x 10° IU/ml) zeigten ahnliche Werte.
Etwa um den Faktor 40 niedrigerer Titer wurde mit dem Vektor pLentiShuttle CMV RedStar
WPRE (8 x 10*+ 9 x 10° IU/ml) erzielt.
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Die Transduktion von HEK293T-Zellen mit dem promotorlosen Kontroll-Vektor pLentiShuttle
hrGFP WPRE filhrte nicht zu einer messbaren Expression von hrGFP, der Titer im
Zellkulturiberstand als Mal} fir die Effizienz der Virusproduktion lasst sich in diesem Fall
durchflusszytometrisch nicht bestimmen. Mit pLentiShuttle hrGFP WPRE transduzierte
HEK293T-Zellen wurden deshalb zusatzlich lysiert und die DNA in den Lysaten mittels
quantitativer Real-Time-PCR auf das Vorhandensein integrierter lentiviraler Sequenzen
untersucht. Die dabei erhaltenen Werte fur die Zahl der integrierten Sequenzen und damit
viralen Partikel schwankten z.T. erheblich (ohne Abbildung), belegten aber auch fir
pLentiShuttle hrGFP WPRE eine vergleichbare Transduktionsrate in HEK293T-Zellen wie fur

die anderen, durchflusszytometrisch bestimmbaren Vektoren.

3.1.2 Expressionshohe der Lentiviren mit ubiquitdren Promotoren

Neben dem Einfluss auf die Virus-Titer sollte auch ein potentieller Einfluss der in die
lentiviralen Vektoren eingefuigten Sequenzen mit den Restriktionsschnittstellen fir die
Meganukleasen |-Ceu | und PI-Sce | auf die Expressionshéhe der lentiviralen Vektoren nach

Transduktion untersucht werden.

Dazu wurden HEK293T-Zellen mit einer MOI von 1 transduziert. Verwendet wurden Viren
der konventionellen Vektoren pHR’SINCPPT-SEW und pHR'SINCPPT-CEW, damit
verglichen wurden die Vektoren pLentiShuttle SFFV hrGFP WPRE und pLentiShuttle CMV
hrGFP WPRE. Nach 3 Tagen wurden die Zellen im Durchflusszytometer untersucht.

A256 A 256 B

Anzahl der Zellen

| |

100 101 102 103 104 100 101 102 108 104

Fluoreszenzintensitat (eGFP/hrGFP)

Abbildung 3.3 Expressionshdhen der Lentiviren mit allgemeinen Promotoren

Die Expressionshéhe des Reportergens in transduzierten HEK293T-Zellen (MOI von 1) von
konventionellen lentiviralen Vektoren mit eGFP WPRE (breite graue Linie) wurden mit
pLentiShuttle-Konstrukten mit hrGFP WPRE (schwarze Linie) im Durchflusszytometer
verglichen, A) SFFV-Promotor, B) CMV-Promotor. Aus [166].

57



Ergebnisse

Die durchflusszytometrische Analyse transduzierter HEK293T-Zellen zeigt fir pLentiShuttle-
Vektoren und konventionellen lentiviralen Vektoren eine sehr &hnliche Verteilung der
Fluoreszenzintensitaten Uber einen grolRen Messbereich. Ein negativer Einfluss der
eingefiigten Sequenzen auf die GFP-Expression in HEK293T-Zellen konnte nicht festgestellt

werden.

3.1.3 Lentivirale Transduktion der Zielzellen

Fur eine Verwendung der generierten Lentiviren zur Detektion von kardial differenzierten
Zellen ist eine ausreichend hohe Effizienz der Transduktion sowohl von Kardiomyozyten als
auch von den verwendeten Stammzellpopulationen entscheidend. Um diese zu Uberprifen,
wurden neonatale Rattenkardiomyozyten (NRCMs), humane endotheliale Progenitorzellen
(huEPCs) und mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark adulter Ratten (rMSCs)
zunachst mit dem Lentivirus LentiShuttle CMV hrGFP WPRE mit einer MOl von 5-10
transduziert. Nach 3-5 Tagen wurde die Reportergen-Expression mit dem

Fluoreszenzmikroskop dokumentiert.

. ‘.

Abbildung 3.4 Lentivirale Transduktion der Zielzellen NRCM, MSC und EPC

Neonatale Rattenkardiomyozyten (A, B), MSCs (C, D) und humane EPCs (E, F) wurden mit
dem Lentivirus LentiShuttle CMV hrGFP WPRE mit einer MOI von 5-10 transduziert, die Zellen
wurden nach 3-5 Tagen am Fluoreszenzmikroskop untersucht. Originalvergréerung A-D 100x,
E, F 200x.

Fir alle Zielzellen zeigte die Auswertung der Transduktion mit dem Fluoreszenzmikroskop
eine deutliche hrGFP-Expression, in alle untersuchten Zelltypen lassen sich also mithilfe
lentiviraler Vektoren Transgene einbringen und exprimieren. Es stellte sich weiterhin heraus,
dass nach 3 Tagen die GFP-Expression in den Kardiomyozyten eher schwach war, erst an

Tag 5 wurde die maximale Expressionshohe erreicht.
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Fir neonatale Rattenkardiomyozyten und MSCs der Ratte wurde zusatzlich die Hohe der
Reportergenexpression fur eine Reihe von lentiviralen Vektoren untersucht. Dazu wurden die
Zellen mit einer MOI von 5 transduziert, die Auswertung der Expressionshdhe des jeweiligen

Reportergens erfolgte nach 5 Tagen im Durchflusszytometer.
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Abbildung 3.5 Expressionshdhe in NRCMs und MSCs

Durchflusszytometrische Untersuchung der Expressionshéhe in NRCMs (A, C, E) und Ratten-
MSCs (B, D, F, G, H), transduziert mit den Vektoren pHR'SINCPPT-CEW (A, B) sowie
pLentiShuttle SFFV hrGFP WPRE (C, D), pLentiShuttle PGK hrGFP WPRE (E, F),
pLentiShuttle CMV RedStar WPRE (G) und pLentiShuttle CMV hrGFP WPRE (H), alle als
durchgehende Linie. Gestrichelte Linie: Hintergrundfluoreszenz nicht-transduzierter Zellen. In

jedem Histogramm ist der Prozentsatz der Transgen-positiven Zellen angegeben.

In der durchflusszytometrischen Analyse transduzierter Kardiomyozyten und rMSCs zeigten
sich vergleichbare Expressionshéhen fir Viren konventioneller und von pLentiShuttle
abgeleiteter lentiviraler Vektoren. Bei einer MOI von 5 lag die Effizienz der Transduktion in
den rMSCs mit durchschnittlich 42 % Transgen-positiven Zellen etwas hoéher als in den

Kardiomyozyten mit 34 %.

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass sich mit lentiviralen Transfervektoren, die mithilfe
des pLentiShuttle-Systems kloniert wurden, vergleichbare Titer von lentiviralen Partikeln
erzielen lieken wie bei konventionellen lentiviralen Vektoren, nach Transduktion
verschiedener Zielzellen ergaben sich aullerdem vergleichbare Expressionshéhen von
verschiedenen Reportergenen. Ein negativer Einfluss durch die eingefligten Sequenzen
wurde nicht festgestellt, dabei wurde die Klonierung neuer lentiviraler Vektoren durch die

Verwendung des Shuttle-Systems stark vereinfacht.
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Zusatzlich wurde mit dem Konstrukt pLentiShuttle CMV RedStar WPRE erstmals ein rot
fluoreszierendes Reportergen erfolgreich in einen rekombinanten Lentivirus integriert,
woraus sich die Maoglichkeit einer Mehrfarben-Reportergen-Analyse durch stabil in die

Zielzellen integrierte lentivirale Konstrukte ergibt.

Das auf Funktionalitdt Uberprifte LentiShuttle-System wurde anschlielend fir die

Generierung von lentiviralen Vektoren zur Detektion kardialer Differenzierung eingesetzt.

3.2 Lentivirale Vektoren zur Detektion kardialer Differenzierung

3.2.1 Durch kardiale Promotoren vermittelte lentivirale hrGFP-Expression

Lentiviren zur Expression von hrGFP unter der Kontrolle kardialer Promotoren huANFp,
huMLC2vp, muo-MHCp und huCAp wurden durch Transduktion von neonatalen
Rattenkardiomyozyten getestet, da humane Kardiomyozyten bisher nicht zur Verfligung
standen. Bei Praparationen von NRCMs handelt es sich nicht um reine Kardiomyozyten, das
Herzgewebe enthalt auch Fibroblasten, die bei der Kardiomyozyten-Isolierung mit
aufgereinigt werden. Wahrend der Kultur proliferieren die Fibroblasten im Gegensatz zu den
Kardiomyozyten bis sie bei vollstandiger Konfluenz im Kulturgefall durch Zell-Zell-Kontakt in
ihrem Wachstum inhibiert werden. Der Kardiomyozytenanteil wurde nach Farbung der Zellen
mit einem herzspezifischen o-Aktinin-Antikérper im Durchflusszytometer bestimmt, direkt
nach der Isolierung betragt er 60-70% (Daten nicht gezeigt) und nimmt dann wegen der
wachsenden Anzahl an Fibroblasten ab. Da das Herzgewebe auch Blutgefalie enthalt, ist
nicht auszuschlieBen, dass sich in den Praparationen auch ein geringer Anteil an

Endothelzellen und glatten Muskelzellen befinden kdnnte.

Praparationen von Kardiomyozyten wurden nach zwei Tagen in Kultur in adharentem
Zustand mit Lentiviren zur Expression von hrGFP unter der Kontrolle der verschiedenen
kardialen Promotoren sowie als Positivkontrolle mit LentiShuttle CMVp hrGFP WPRE
transduziert. Um zu untersuchen, ob sich die LentiShuttle-vermittelte hrGFP-Expression
tatsachlich auf Kardiomyozyten beschrankt, wurden die Zellen nach weiteren 5 Tagen in
Kultur fixiert und mit einem anti-a-Aktinin-Antikbrper und einem Cy3-markierten

Sekundarantikérper immunhistologisch angefarbt.
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hu MLC2vp mu o-MHCp hu CAp

Abbildung 3.6 Kardiomyozyten-spezifische GFP-Expression in NRCMs

NRCMs lentiviral transduziert mit hrGFP WPRE unter der Kontrolle der Promotoren CMVp, hu
ANFp, hu MLC2vp, mu a-MHCp und hu CAp. a) Phasenkontrast-Aufnahme; b) GFP (griin) und
DAPI-Kernfarbung (blau); c¢) Immunhistologische Farbung mit anti-a-Aktinin-Antikdrper und
Cy3-markiertem Sekundarantikérper (rot); d) GFP, DAPI und Cy3. Original-Vergrof3erung 200x.

Fur alle verwendeten Promotoren lieBen sich in den Kardiomyozyten-Kulturen hrGFP-
positive Zellen detektieren. Aufgrund der in den Kulturen vorhandenen Fibroblasten konnten
erste Aussagen uber die kardiale Spezifitat der LentiShuttle-vermittelten hrGFP-Expression
getroffen werden. Nach Transduktion mit LentiShuttle CMV hrGFP WPRE wurde eine GFP-
Expression wie erwartet in Kardiomyozyten und Nicht-Kardiomyozyten gezeigt. Die
Promotoren huANFp, huMLC2vp und mua-MHCp vermittelten dagegen ausschlie3lich eine
Expression in den a-Aktinin-positiven Kardiomyozyten. Es wurden keine GFP-positiven / a-
Aktinin-negativen Zellen detektiert. Diese wurden aber bei Verwendung des Cardiac Aktin-
Promotors beobachtet, der keine ausschliellich Kardiomyozyten-spezifische hrGFP-

Expression vermittelte.

Es zeigte sich auch, dass die Expression des Reportergens hrGFP in den Kardiomyozyten
z.T. eher schwach war, wahrend nur einzelne hell fluoreszierende Zellen beobachtet werden
konnten. Deshalb wurden vor der weiteren Charakterisierung und Verwendung der Lentiviren
mit kardialen Promotoren weitere Konstrukte generiert, bei denen die Expression durch
Insertion des CMV-Enhancers (Ce) gesteigert werden sollte. Es konnte gezeigt werden, dass
die Insertion des CMV-Enhancers zu einer verstarkten GFP-Expression bereits nach 3
Tagen fUhrte, wahrend ein Einfluss auf die Hohe der Virustiter nicht zu erkennen war.
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3.2.2 Spezifitat der LentiShuttle-vermittelten kardialen GFP-Expression

Die Spezifitat der GFP-Expression unter der Kontrolle der verwendeten Kkardialen
Promotoren wurde abschlieBend durch Transduktion von Kardiomyozyten und
verschiedenen anderen Zelltypen uUberprift, die Kontaminationen von Kardiomyozyten-
Praparationen darstellen kénnten. Kardiomyozyten-Praparationen aus Atrium und Ventrikel,
Zellen der Fibroblasten-Linie rat-1, humane glatte Muskelzellen (huSMC) und humane
Endothelzellen aus der Nabelschnur (HUVEC) wurden mit den einzelnen Lentiviren
transduziert. Eine Auswertung der GFP-Expression erfolgte nach 5 Tagen am
Fluoreszenzmikroskop. Die Hohe der beobachteten Reportergen-Expression in den

verschiedenen Zellen ist in Tabelle 14 zusammengefasst.

Tabelle 14 Spezifitat der LentiShuttle-vermittelten kardialen GFP-Expression

NRCM NRCM Fibroblasten rat-1
atrial | ventrikular | inNRCM | Fibroblasten | "WSMC | HUVEC
CMVp +++ +++ +++ +++ +++ +++
+
huANFp in ) ) ) ) )
ohne Ce wenigen
Zellen
+ + + *
H 0,
hlfANFp ++ in wenigen in wenigen in <5% in <1% -
mit Ce der
Zellen Zellen der Zellen
Zellen
+
LnlEE 2 - in wenigen - - - -
ohne Ce 9
Zellen
++ + + *
H 0,
thLCZVP - in vielen in wenigen in <10% in <10% -
mit Ce der
Zellen Zellen der Zellen
Zellen
mua-MHCp o
ohne Ce wenigen ++ - n.d. n.d. n.d.
Zellen
* + + + *
huCAp in . . . . . o in <5%
ohne Ce wenigen in wenigen in wenigen in <5% - der
Zellen Zellen der Zellen
Zellen Zellen
-+ + +
huCAp r . - in >75% in>30% | in>75%
mit Ce ° der der
der Zellen
Zellen Zellen

Die Reportergenexpression in den einzelnen Zelltypen wurde 5 Tage nach der Transduktion im
Fluoreszenzmikroskop bewertet, die NRCM-Praparationen wurden dazu mit einem anti-
sarcomeric o-Aktinin-Antikérper und einem Cy3-markiertem Sekundéarantikdrper gefarbt.

Expressionshéhen: +++ sehr hoch, ++ hoch, + niedrig, - negativ, n.d. nicht durchgefihrt.
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Die Spezifitat der kardialen Promotoren ANFp und MLC2vp wurde durch den CMV-Enhancer
nur in geringem Ausmal beeinflusst, es zeigten nun auch einige Nicht-Kardiomyozyten eine
GFP-Expression, diese war aber deutlich schwacher als die durch den CMV-Enhancer
verstarkte Expression in Kardiomyozyten. Die Spezifitdt der GFP-Expression unter der
Kontrolle des murinen a-MHC-Promotors wurde noch nicht vollstdndig untersucht, fir das
verwendete Fragment des Cardiac Aktin-Promotor steht dagegen bereits fest, dass es keine

spezifische kardiale Expression vermittelt.

Mit den im Rahmen der Dissertation mithilfe des LentiShuttle-Systems entwickelten Vektoren
zur Expression von hrGFP unter der Kontrolle der Promotoren ANFp und MLC2vp konnte
damit zum ersten Mal mithilfe von Lentiviren eine ausreichend starke gewebespezifische
Expression eines Reportergens erzielt werden. Aufgrund des akzeptablen Hintergrunds in
nicht-kardialen Zellen sollte mit ihnen auch eine Selektion von kardial differenzierten

Stammzellen maoglich sein.

3.3 Lentivirale Vektoren zur Induktion kardialer Differenzierungq

3.3.1 LentiShuttle-vermittelte Expression von GATA4 und Nkx2.5

Neben der Verwendung lentiviraler Vektoren fiir eine gewebespezifische Reportergen-
Expression, gibt es weitere Anwendungsmdglichkeiten wie die stabile Uberexpression von
Proteinen in Saugerzellen. Eine solche Uberexpression von kardialen Transkriptionsfaktoren
in verschiedenen Stammzellen koénnte moglicherweise ihre kardiale Differenzierung
induzieren oder unterstitzen. Hierfir wurden ebenfalls geeignete lentivirale Transfervektoren

auf der Grundlage des pLentiShuttle-Systems generiert.

Die generierten Lentiviren zur Expression von GATA4 und Nkx2.5 wurden durch
Transduktion von mesenchymalen Stammzellen der Ratte (rMSC) getestet. Die Zellen
wurden mit je 1 ml virushaltigem Uberstand von LentiShuttle CMV GATA4 und LentiShuttle
CMV Nkx2.5 sowie LentiShuttle CMV hrGFP WPRE als Positivkontrolle transduziert. Nach 4
Tagen war fir die Positivkontrolle unter dem Fluoreszenzmikroskop eine deutliche GFP-
Expression zu erkennen (ohne Abbildung). Nach 20 Tagen in Kultur wurde die Gesamt-RNA
der Zellen isoliert, DNAse-behandelt und in cDNA umgeschrieben. Diese wurde mittels RT-
PCR auf eine Expression von GATA4 und Nkx2.5 in den rMSCs untersucht. Dabei wurden
Primer verwendet, die spezies-spezifisch ausschliellich die Expression der humanen
Formen von GATA4 und Nkx2.5 detektieren, wahrend die entsprechende Sequenz der Ratte

kein Signal ergibt.
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GATA-4

Nkx2.5

Abbildung 3.7 LentiShuttle-vermittelte Expression von GATA4 und Nkx2.5 in rMSCs

RT-PCR von cDNAs aus rMSC, 20 Tage nach Transduktion mit den angegebenen Vektoren.
Produktgrofien: humanes B-actin 254 bp (flir cDNA, 348 bp fir genomische DNA), humanes
GATA-4 188 bp, humanes Nkx2.5 168 bp, beide fir cDNA und genomische DNA.
Positivkontrolle: cDNA aus humanem Herzgewebe. Negativkontrolle: H,O. Kontaminationen in

den Negativkontrollen und einigen Ansatzen vermutlich durch PCR-Produkte.

Die Analyse RT-PCR zeigte durch deutliche B-Actin-Banden fur alle Proben eine intakte
cDNA, und damit auch mRNA zum Zeitpunkt der reversen Transkription. Auch wenn die
Kontrollansatze vermutlich aufgrund von Kontaminationen mit PCR-Produkten z.T. ebenfalls
schwache Banden zeigten, konnte fir die mit LentiShuttle CMV GATA4 transduzierten
rMSCs eine deutliche Expression von humanem GATA4 nachgewiesen werden, sowie flr
die mit LentiShuttle CMV Nkx2.5 transduzierten rMSCs eine deutliche Expression von

humanem Nkx2.5.

Damit wurde gezeigt, dass LentiShuttle-Konstrukte, deren Expressionskassetten die
Sequenzen flir humanes GATA4 und Nkx2.5 unter der Kontrolle des CMV-Promotors
enthalten, zumindest fiir die Bildung der entsprechenden RNAs funktionell sind und flr
weitere Versuche zur Uberexpression der kardialen Transkriptionsfaktoren eingesetzt

werden konnen.
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3.4 Ubertragung replikationsdefizienter Lentiviren durch transduzierte Zellen

3.4.1 Risiko der Ubertragung replikationsdefizienter Lentiviren in vivo

Lentivirale Vektoren bieten sich fir einen effizienten Gentransfer in vitro und in vivo an. Sie
kénnen klinisch fir eine ex vivo Gentherapie genutzt werden, zum anderen aber auch
experimentell zur Markierung von Zellen. Eine Anwendung ist dabei die Markierung von
Stammzellen vor einer Transplantation zur Untersuchung einer anschlieRenden potentiellen

Differenzierung dieser Zellen in vivo.

Im Rahmen von Untersuchungen zur Regeneration von geschadigtem Herzgewebe wurden
innerhalb der eigenen Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Ulrike Bldmer und Herrn Hendrik
Witschel frisch transduzierte neonatale Rattenkardiomyozyten in Rattenherzen transplantiert.
In Kontrollansatzen wurden auch in einen Hinterlauf-Muskel bzw. das Gehirn von Ratten
lentiviral markierte Zellen injiziert, die zuvor zweimal gewaschen worden waren. Nach
Transplantation zeigte sich, anders als erwartet, nicht nur in den transplantierten Zellen eine
GFP-Expression, sondern auch in anliegenden Skelettmuskelfasern und neuronalen bzw.
Glia-Zellen [180]. Im Gegensatz dazu flihrte die Transplantation stabil GFP-exprimierender

Fibroblasten nicht zu einer Expression in benachbarten Zellen.

Abbildung 3.8 Transplantation transduzierter NRCM in das ZNS

Frisch transduzierte NRCMs (griin) wurden zweimal gewaschen und in das ZNS der Ratte
transplantiert. Die Zellen integrierten in das Gewebe (A), auch Nervenzellen des Empféngers
erwiesen sich als GFP-positiv (B, F). NeuN wurde als Marker fir terminal differenzierte
Neuronen verwendet (rot, C, E, G, I); GFAP farbt spezifisch Astrozyten (blau, D, E, H, I). Aus
[180].

Theoretisch kénnen fur diesen Effekt eine Reihe von Mechanismen wie z.B. eine in diesem
Fall eher unwahrscheinliche Zelldifferenzierung oder eine Fusion von Zellen verantwortlich
sein. Auflerdem konnten transduzierten Zellen mdglicherweise als Folge von
Rekombinationen der verwendeten Plasmide replikationskompetente Viren gebildet haben

und nach Transplantation freisetzen. Deshalb wurden die Zellkultur-Uberstande von Rat-1
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Fibroblasten 5 Passagen nach Transduktion in einem p24-Assay untersucht.
Replikationskompetente Viren werden dabei in einem ELISA-Test aufgrund ihres HIV-p24-
Proteins detektiert. Der Assay mit einer Nachweisgrenze von 15 pg zeigte fur die
verwendeten Viruspraparationen ein negatives Ergebnis und schloss die Bildung
replikationskompetenter Viren in den transduzierten Zellen aus. Der p24-Assay wurde
freundlicherweise von Frau Patricia Schult-Dietrich vom Georg-Speyer-Haus in Frankfurt
durchgefihrt.

Als weitere Mdglichkeit kommt auch eine Ubertragung von viralen Partikeln zusammen mit
den frisch transduzierten Zellen in Betracht. Diese Ubertragung kénnte zu einer
unerwlnschten Transduktion von Empfangerzellen in vivo fiihren und kann prinzipiell nicht
ausgeschlossen werden, obwohl die Zellen nach der lentiviralen Transduktion zweimal

gewaschen wurden.

Um zu klaren, welche der oben genannten Mechanismen fiir die beobachteten Effekte
verantwortlich sind, wurden als Erganzung zu den in vivo Versuchen von Prof. Dr. Ulrike
Blémer und Herrn Hendrik Witschel im Rahmen der vorliegenden Dissertation weitergehende
in vitro Untersuchungen einer Ubertragung von Lentiviren durch transduzierte Zellen
durchgefiihrt.

3.4.2 Risiko der Ubertragung replikationsdefizienter Lentiviren in vitro

Es sollte in in vitro Untersuchungen der Ubertragung von Lentiviren zum einen geklart
werden, ob Kardiomyozyten nach der Transduktion tatsachlich lentivirale Partikel abgeben,
die andere Zellen transduzieren konnen. Zum anderen sollte untersucht werden, wie sich die
weitere Behandlung der transduzierten Zellen, z.B. die Anzahl der nach der Transduktion

durchgefiihrten Waschschritte, auf die Anzahl der lbertragenen Viren auswirkt.

Zu diesem Zweck wurden frisch transduzierte neonatale Rattenkardiomyozyten einer
unterschiedlichen Anzahl von Waschschritten unterzogen und anschlieBend mit HEK293T-
Zellen in einem Transwell-System kokultiviert. Neonatale Rattenkardiomyozyten wurden mit
dem Vektor pHR’SINCPPT-CEW bei einer MOI von 7 flir 5 h bei 37°C lentiviral transduziert.
AnschlieRend wurde der virushaltige Uberstand durch Zentrifugation von den Zellen
abgetrennt, die Zellen wurden mehrfach durch Resuspendieren in PBS und erneutes
Zentrifugieren gewaschen. Nach bis zu 6 Waschschritten waren die transduzierten
Kardiomyozyten vital, nach dem Waschen direkt ausgesat, zeigten sie in Kultur spontane

Kontraktionen (nicht gezeigt).
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Die frisch transduzierten Zellen wurden anschlief3end in die obere Kammer eines Transwell-
Einsatzes gegeben, der auf kultivierte HEK293T-Zellen gesetzt wurde. Noch in der
Zellsuspension existierende infektidse Viren kdnnen so durch die Membran des Transwell-
Einsatzes in das untere Kompartiment gelangen, ohne dass ein direkten Zell-Zell-Kontakt
zwischen Kardiomyozyten und HEK293T-Zellen stattfindet. Nach 24 h Kokultivierung wurden
die Transwell-Einsatze entfernt, nach 5 Tagen weiterer Kultivierung wurden die HEK293T-

Zellen im Fluoreszenzmikroskop auf eine GFP-Expression untersucht.

A c

Abbildung 3.9 Viruslibertragung durch transduzierte NRCMs in vitro

Im Transwell-System mit frisch transduzierten NRCMs kokultivierte HEK293T-Zellen wurden im
Fluoreszenzmikroskop untersucht. A) HEK293T-Zellen nach Kokultur mit nicht gewaschenen
NRCMs; B) mit 1 x gewaschenen NRCMs; C) mit 6 x gewaschenen NRCMs.
Originalvergrofierung 100x. Aus [180].

Zur Quantifizierung der transduzierten HEK293T-Zellen wurden die Zellen zusatzlich im

Durchflusszytometer untersucht.
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Abbildung 3.10 Quantifizierung der Virustubertragung durch transduzierte NRCMs

Als MaR fiir die Virusiibertragung wurde der Anteil der eGFP*-HEK293T-Zellen nach Kokultur
mit frisch transduzierten NRCMs im Durchflusszytometer bestimmt. Angegeben ist die Anzahl
der Waschschritte, denen die NRCMs vor Kokultivierung unterzogen wurden. Fehlerbalken

stellen die Standardabweichung aus 3 Anséatzen dar. Aus [180].
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Bei der Verwendung von nicht gewaschenen NRCMs wurden nach 5 Tagen 12,55% + 0,48%
GFP-positive transduzierte HEK293T-Zellen beobachtet. Ein Waschschritt verminderte den
Titer kontaminierender lentiviraler Vektorpartikel signifikant, so dass noch 0,4% + 0,04%
GFP-positive  transduzierten HEK293T-Zellen detektiert wurden. Auch nach 6
Waschschritten konnte ein geringer Titer kontaminierender lentiviraler Vektorpartikel
festgestellt werden, der zu einem Anteil von 0,09% * 0,02% GFP-positive HEK293T-Zellen
fuhrte.

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob es sich bei der gezeigten
Virusibertragung um einen Kardiomyozyten-spezifischen Effekt handelt. Dazu wurde ein
vergleichender Versuch mit frisch transduzierte Kardiomyozyten und frisch transduzierten
Rat-1 Fibroblasten durchgefiihrt. Der Anteil GFP-positiver transduzierter HEK293T-Zellen

wurde wieder nach 5 Tagen im Durchflusszytometer bestimmt.
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Abbildung 3.11 Vergleich der Virustibertragung durch NRCM und Rat-1

Als MaR fiir die Virusiibertragung wurde der Anteil der eGFP*-HEK293T-Zellen nach Kokultur
mit frisch transduzierten NRCMs bzw. Rat-1 Zellen im Durchflusszytometer bestimmt.
Angegeben ist die Anzahl der Waschschritte, denen die Zellen vor Kokultivierung unterzogen

wurden. Fehlerbalken stellen die Standardabweichung aus 2 Ansatzen dar. Aus [180].

Obwohl bei der Verwendung von frisch transduzierten Rat-1 Fibroblasten nach dem
Waschen geringere Mengen lentiviraler Vektorpartikel verblieben als bei Kardiomyozyten,
wurden flr beide Zelltypen Kontaminationen mit infektidsen Vektorpartikeln festgestellt. Nach
4 Waschritten fihrten diese im Fall der Kardiomyozyten zu 0,15% GFP-positiven HEK293T-
Zellen, fir die Rat-1 Fibroblasten zu 0,03% GFP-positiven HEK293T-Zellen, daher kann die
gezeigte Viruslbertragung nicht als Kardiomyozyten-spezifischer Effekt angesehen werden.
Bei der Verwendung stabil transduzierter Rat-1 Fibroblasten flir die Transwell-Kokultur,

konnte anschlief3end fiir die HEK293T-Zellen keine GFP-Expression festgestellt werden.
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In einer Verlaufsstudie wurde durch zusatzliche Inkubation der Zellen nach der Transduktion
untersucht, ob sich die Zahl der an den transduzierten Zellen anhaftenden Viren durch
weitere Fusion vermindert. Ein Teil der Zellen wurde nach der Transduktion und den
verschieden haufigen Waschschritten zundchst fur weitere 3 oder 9 h unter
Transduktionsbedingungen inkubiert und erst dann in die Transwell-Einsatze gegeben. Der
Anteil GFP-positiver transduzierter HEK293T-Zellen wurde wieder nach 5 Tagen im

Durchflusszytometer bestimmt.
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Abbildung 3.12 Abnahme der Virustbertragung durch verlangerte Inkubation

Als MaR fiir die Virusiibertragung wurde der Anteil der eGFP*-HEK293T-Zellen nach Kokultur
mit frisch transduzierten NRCMs im Durchflusszytometer bestimmt. Angegeben ist die Anzahl
der Waschschritte, denen die Zellen vor Kokultivierung unterzogen wurden. Die Zellen wurden
nach dem Waschen fiir weitere 0, 3 oder 9 Stunden inkubiert. Fehlerbalken stellen die
Standardabweichung aus 2 Anséatzen dar. Aus [180].

Zusatzliche Inkubation nach der Transduktion und dem Waschen flihrte zu einer deutlich
verminderten Anzahl kontaminierender lentiviraler Partikel auf durchschnittliche 68,4% +
0,96% nach 3 h, bzw. 35,9% = 1,95% nach 9 h. Allerdings waren selbst nach 4
Waschschritten und 9 h zuséatzlicher Inkubation bei 37°C noch deutlich messbare 0,03%

infektiose kontaminierende virale Partikel nachweisbar.

AbschlieRend wurde untersucht, ob tatsdchlich eine weitere Aufnahme der Partikel in
transduzierte Zellen oder ein anderer Mechanismus fiir die Reduktion der Anzahl lentiviraler
Partikel verantwortlich sein kdnnte. Dazu wurden Lentiviren unter zellfreien, ansonsten
identischen Bedingungen, ebenfalls fir weitere 0, 3 bzw. 9 h, zusatzlich zu einer
angenommenen Dauer der Transduktion von 5 h, inkubiert und anschlieBend fir eine
Transduktion von HEK293T-Zellen eingesetzt. Die Virusmenge wurde dabei so gewahilt,
dass bei 100% intakten Viruspartikeln eine MOI von 0,5 bei der Transduktion eingesetzt

wurde.
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Abbildung 3.13 Abnahme der Titer infektioser Viren durch verlangerte Inkubation

Lentiviren wurden flr 5h + Oh, 5h + 3h bzw. 5h + 9h unter Transduktionsbedingungen in einem
zellfreien Ansatz inkubiert und in einer MOI von 0,5 zur Transduktion von HEK293T-Zellen
eingesetzt. Gezeigt ist der im Durchflusszytometer bestimmte Anteil eGFPP**-HEK293T-Zellen
nach 5 Tagen. Aus [180].

Es zeigte sich, dass die Virustiter nach weiterer Inkubation fiir 3h bzw. 9 h bei 37°C auf einen
Wert von 68,4% % 2,13% bzw. 36,0% % 3,59% reduziert wurden. Dabei entsprach die
Abnahme in einem zellfreien Milieu sehr genau der Abnahme lentiviraler Partikel bei weiterer
Inkubation zusammen mit Zielzellen fir eine Transduktion, so dass eine weitere Aufnahme
der Partikel in transduzierte Zellen nicht der entscheidende Faktor flr die verminderten
Mengen an Lentiviren sein kann. Stattdessen scheint die Infektiositat der Viren bei
Inkubation in Zellkulturmedium bei 37°C stark abzunehmen.

Frisch transduzierte Zellen kénnen damit also eine Quelle fir die Ubertragung
kontaminierender virale Partikel sein, die sich bei den im Rahmen der durchgeflihrten
Untersuchungen auch durch intensives Waschen nicht vollstdndig entfernen lieRen [180].
Das Risiko einer solchen Virus-Ubertragung wurde in bisherigen Studien, in denen frisch
transduzierte Zellen verwendet wurden, nur ungeniigend berticksichtigt, obwohl eine solche
Ubertragung einen groRen Einfluss auf die erhaltenen Ergebnisse und auch auf die
gentechnische Sicherheit bei solchen Versuchen haben kann.
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3.5 Versuche zur kardialen Differenzierung von EPCs

Die erstmals 2003 von Badorff et al. beschriebene Differenzierung humaner
Endothelvorlauferzellen (EPCs) in funktionelle Kardiomyozyten nach Kokultivierung mit
neonatalen Rattenkardiomyozyten (NRCMs) [67] wurde bisher nicht von anderen
Arbeitsgruppen reproduziert. Das Differenzierungspotential der EPCs in solchen Kokulturen
und ihr moéglicher Beitrag zu einer Regeneration von geschadigtem Herzgewebe sind daher
bisher nicht geklart und wurden im Rahmen der vorliegenden Dissertation naher untersucht.
Kokulturen von EPCs und Kardiomyozyten wurden durchgefiihrt und mithilfe verschiedener
zell- und molekularbiologischer Methoden in Hinblick auf eine kardiale Differenzierung der
EPCs analysiert. Dabei sollten die verwendeten Methoden detailliertere Aussagen Uber die

Vorgange innerhalb der Kokulturen erméglichen als die bisher verdffentlichten Daten.

Humane EPCs aus dem peripheren Blut freiwilliger Spender wurden isoliert, Uber einen
Biocoll-Gradienten aufgereinigt und in beschichteten ,CultureSlides” kultiviert. Nach drei
Tagen wurden die nicht adharenten Zellen entfernt, die EPCs mit dem Farbstoff Vybrant CM-
Dil oder Dil-konjugiertem AcLDL markiert und frisch isoliete neonatale Ratten-
Kardiomyozyten zugegeben. Zusammen wurden die Zellen weitere 5-10 Tage kokultiviert
und anschlieend analysiert. In Kontrollansatzen wurden EPCs bzw. Kardiomyozyten einzeln

unter gleichen Bedingungen wie in den Kokulturen kultiviert.

3.5.1 Charakterisierung der Zellen vor der Kokultur

Wie von Badorff et al. beschrieben, wurden EPCs aus humanem Blut isoliert und kultiviert
[67,173]. Nach drei Tagen, der typischen Zeitspanne vor der Kokultivierung, wurden die
Zellen mit Dil-konjugiertem AcLDL inkubiert, das von Endothelzellen, aber auch von
Monozyten / Makrophagen aufgenommen wird [70]. Zusétzlich wurden die Zellen nach
Paraformaldehyd-Fixierung mit dem FITC-gekoppelten Lektin UEA-1 gegengefarbt, dieses
Lektin wird u.a. benutzt, um Endothelzellen (UEA-1°°) von Fibroblasten (UEA-1"°) zu
unterscheiden [181,182].

-:..'v,. B

Abbildung 3.14 Charakterisierung der EPCs

Isolierte EPCs wurden in Endothelzellmedium fir 3 Tage kultiviert (A), mit Dil-assoziiertem
AcLDL inkubiert (B, rot) und mit UEA-1-FITC gefarbt (C, griin); Ubereinandergelegte Bilder (D).

OriginalvergréRerung 100x.
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Es zeigte sich, dass nahezu 100% der Zellen Dil-assoziertes AcLDL aufgenommen hatten
und gleichzeitig mit dem FITC-gekoppelten Lektin UEA-1 angefarbt werden konnten. Damit
entsprechen die isolierten Zellen dem beschriebenen Phanotyp [173]. Allerdings handelt es
sich bei der Mehrheit der mononukledren Zellen aus dem peripheren Blut, die sich nach der
Isolierung in Zellkultur anfangs an Plastikoberflachen anheften, um Monozyten /
Makrophagen [183], die ebenfalls DilAcLDL?*® / UEA-1"*° sind [70,184]. Trotz des
monozytaren / makrophagen-ahnlichen Phanotyps der groRen Mehrzahl der Zellen werden
die in den Versuchen verwendeten Zellen in der Dissertation der Einfachheit halber weiterhin

als ,EPC*“-Praparationen bezeichnet.

Die Rattenkardiomyozyten wurden aus den Herzen neonataler Ratten (maximal 1 Tag alt)
durch enzymatischen Verdau und mechanische Dissoziation des Gewebes isoliert. Die
gewonnenen Einzelzellen adharierten nach 1-2 Tagen in Kultur und kontrahierten spontan.
Direkt nach der Isolierung und nach 2 Tagen lag der im Durchflusszytometer nach Farbung
gegen sarkomerisches a-Aktinin bestimmte Kardiomyozytenanteil in den Kulturen bei > 67%.
Bei den < 33% kontaminierenden Zellen handelt es sich hauptsachlich um Fibroblasten, die
immunhistologisch mit einem Antikdrper gegen Prolyl4-hydroxylase (Acris, Himmelreich)

nachgewiesen wurden (ohne Abbildung).

3.5.2 Morphologie der Kokulturen von EPCs und NRCMs

In den durchgeflihrten Kokulturen sowie den Kontrollansatzen mit getrennt kultivierten EPCs
und Kardiomyozyten wurde nach 6 Tagen zunachst die Morphologie der eingesetzten Zellen
untersucht, die markierten EPCs wurden dabei im Fluoreszenzmikroskop anhand der Dil-

Markierung identifiziert.

Abbildung 3.15 Morphologie der markierten EPCs

Dil-markierte EPCs nach 6 Tagen Kultur, A: Fluoreszenz-Aufnahme, B: Phasenkontrast-

Aufnahme, C: Hellfeld-Aufnahme. Originalvergréferung 200x.

Die EPCs zeigten nach insgesamt 10 Tagen Kultivierung (4 Tage in Endothelzellmedium, 6

Tage unter Kokultur-Bedingungen) eine heterogene Morphologie, ein Teil der Zellen ist rund
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wie direkt nach der Isolierung, ein anderer Teil weist eine langgestreckte Form auf, die haufig
spindelférmig, z.T. auch verzweigt ist. Die EPCs erscheinen in der Phasenkontrast-
Aufnahme (B) haufig sehr hell und kdnnen dadurch in den Kokulturen z.T. auch ohne
Markierung identifiziert werden. In der Zellkultur zeigten die EPCs keine nennenswerte

Proliferation.

Abbildung 3.16 Morphologie der neonatalen Rattenkardiomyozyten

NRCMs nach 6 Tagen Kultur, Ubersicht (A) und Detailaufnahme (B) sternférmiger
Kardiomyozyten-Aggregate, einzeln liegende Zellen sind langgestreckt und quergestreift (C).
OriginalvergréRerung 40x (A) bzw. 200x (B, C).

Die isolierten Kardiomyozyten sind nach 6 Tagen Kultivierung unter Kokulturbedingungen in
einen konfluenten Monolayer kontaminierender Fibroblasten integriert (A). Sie bilden
Aggregate aus mehreren Zellen, die durch die Auslaufer der einzelnen Kardiomyozyten
haufig ein sternformiges Aussehen haben (A, B). In einigen einzeln liegenden Zellen (C, von
Endothelzellen umgebene Kardiomyozyten) lassen sich bereits in der Phasenkontrast-
Aufnahme kontraktile Elemente der Zellen als Querstreifen erkennen. Die Kardiomyozyten

sind elektrisch gekoppelt und zeigen spontan synchrone rhythmische Kontraktionen.
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Zusatzlich zu den Monokulturen von EPCs bzw. Kardiomyozyten wurde auch die

Morphologie der Zellen in den Kokulturen der beiden Zelltypen nach 6 Tagen untersucht.

Abbildung 3.17 Morphologie der Kokulturen von EPCs und NRCMs

EPCs + NRCMs nach 6 Tagen Kokultur, Fluoreszenzaufnahmen zur Detektion der markierten
EPCs (A, C) , jeweils mit den entsprechenden Phasenkontrast-Aufnahmen (B, D). Pfeile
markieren Beispiele fir unterschiedliche Morphologien der Dil**® Zellen. OriginalvergréRerung
200x.

In den Kokulturen lassen sich klar Dil**® Zellen erkennen, diese liegen z.T. als kleine runde,
sehr helle Zellen auf den anderen Zellen auf (A, B), sie adharieren zwar, scheinen aber nicht
in den Zellverband integriert zu sein. Andere, integrierte Zellen erscheinen ebenfalls eher
rund (A, B, Pfeil) oder auch langgestreckt (C, D, Pfeil) wie in den Monokulturen. In den
Kokulturen wurden auch Dil-markierte Zellen beobachtet, die sich rhythmisch bewegten,
allerdings schienen diese Bewegungen bei genauerer Betrachtung in den meisten Fallen auf

einer mechanischen Kopplung der Zellen an kontrahierende Kardiomyozyten zu beruhen.

Um zu beurteilen, ob die morphologischen Veranderungen der Dil’*® EPCs in den Kokulturen
wie von Badorff et al. [67] angedeutet, ein Zeichen einer kardialen Differenzierung der EPCs
sein konnten, wurden diese Veranderungen sowohl in den Kokulturen als auch in EPC-
Monokulturen verglichen. Zur Quantifizierung der morphologischen Veranderungen wurden
die Zell-Langen und -Flachen der Dil-markierten EPCs in Fluoreszenzmikroskop-Aufnahmen
mithilfe der Software ImagedJ [185] und GraphPad Prism [186] ausgewertet. Zum Vergleich
wurde ebenfalls die durchschnittliche Lange der neonatalen Rattenkardiomyozyten nach 6

Tagen Kultivierung bestimmt.
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Abbildung 3.18 Morphologische Veranderungen der EPCs in Kokultur

Auswertung der Zell-Langen (A) und Zell-Flache (B) der EPCs in Monokultur bzw. Kokultur an
Tag 0 bzw. Tag 6. Zum Vergleich: NRCMs in Monokultur nach 6 Tagen. Fehlerbalken zeigen

die Standardabweichung der einzelnen Messwerte.

In den Kokulturen nahm die durchschnittliche Zellgrofle der EPCs von Tag 0 zu Tag 6
tatsachlich leicht zu. Allerdings wurde neben der Zunahme von Lange und Flache in den
Kokulturen auch in den Monokulturen der EPCs eine entsprechende Veranderung der
Morphologie der Zellen beobachtet. Die Zellen wurden auch hier langer bzw. flacher, z.T.
bildeten sich lange Zellauslaufer. Es wurde gezeigt, dass die Unterschiede der Werte flr
Lange und Flache der EPCs an Tag 0 und Tag 6 im Vergleich von Kokulturen und
Monokulturen statistisch nicht signifikant waren (Auswertung mit Kruskal-Wallis Test
inklusive Dunn’s Post-Test, durch GraphPad Prism Software [186]). Die Morphologie der
Kardiomyozyten in den Kulturen wurde nach Farbung mit einem Antikdrper gegen
sarkomerisches a-Aktinin und einem fluoreszenzmarkierten Sekundarantikorper ebenfalls mit
Imaged ausgewertet. Die flr Kardiomyozyten an Tag 6 bestimmten Werte fir Zell-Lange
(55 p = 11 um) und Zell-Flache (774 + 309 ym?) waren deutlich groRer als fiir die EPCs in
den Kokulturen (Lange 22 + 10 pm; Flache 159 + 87 pym?).

3.5.3 Zweidimensionale Analyse der Kokulturen

Fir den Nachweis einer kardialen Differenzierung der EPCs wurden die Kokulturen nach
5 bzw. 10 Tagen immunhistologisch untersucht. Die Zellen wurden nach Paraformaldehyd-
Fixierung mit Antikbrpern gegen herzspezifische Proteine wie sarkomerisches a-Aktinin
inkubiert, dabei wurden Cy2™-markierte Sekundarantikdrper (griin) verwendet. Bei doppelt-
positiven Zellen in den Kokulturen kénnte es sich dann theoretisch um humane EPCs
handeln (Dil-markiert, rot), die einen kardialen Phanotyp angenommen haben (a-Aktinin®®,
gran). In den gefarbten und im Fluoreszenzmikroskop analysierten Kokulturen erschienen
eine Reihe von Zellen zumindest teilweise doppelt positiv gefarbt, wie von Badorff et al.

beschrieben [67]. Die in den Kokulturen beobachteten anscheinend oder tatsachlich doppelt
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gefarbten Zellen wurden

fuir die

in drei Kategorien eingeteilt, in der Abbildung

3.19reprasentative Bilder dargestellt sind.

Abbildung 3.19 Kategorien I-lll der doppelt-positiven Zellen in den Kokulturen

Die Kokulturen wurden an Tag 6 fixiert und mit Antikdrpern gegen herzspezifische Proteine wie
sarkomerisches a-Aktinin (+ Cy2™-markiertem Sekundérantikdrper, grin) gefarbt. Rot: Dil,
blau: Kernfarbung mit DAPI. Die Zellen wurden nach der Wahrscheinlichkeit fur das Vorliegen
einer echten Doppelfarbung in die Kategorien I-lll eingeteilt. Kategorie I: es ist deutlich zu
erkennen, dass zwei verschieden gefarbte Zellen libereinander liegen. Kategorie Il: es kann
nicht vollig ausgeschlossen werden, dass die rote Farbung innerhalb eines Kardiomyozyten
lokalisiert ist, aber moglicherweise beruht die Doppelfarbung darauf, dass Kardiomyozyten tiber
EPCs oder EPC-Fragmente oder um diese herum gewachsen sind. Kategorie lll: die
Auswertung der zweidimensionalen Bilder erlaubt definitiv keine Unterscheidung zwischen
doppelt-gefarbten und moglicherweise transdifferenzierten (oder mit Rattenkardiomyozyten
fusionierten) EPCs einerseits und auf EPCs oder EPC-Fragmenten liegenden Kardiomyozyten

andererseits.

Die Haufigkeitsverteilung, mit der Bilder der Kategorien I-lll in den Kokulturen beobachtet

wurden, ist in Tabelle 15 dargestellt.

Tabelle 15 Haufigkeitsverteilung der Kategorien I-ll in den Kokulturen

Markierung der EPCs | Kategorie | Kategorie Il Kategorie lll | Summe

CM-Dil 668 (75,6%) | 141 (16,0%) |75 (8,5%) 884

Dil-AcLDL 251 (59,0%) |96 (22,6%) [78(18,4%) [425

Summe 919 (70,2%) [237 (18,1 %) [153 (11,7%) [1309
Haufigkeitsverteilung, mit der Bilder der Kategorien I-lll in den Kokulturen beobachtet wurden.

Kokulturen aus Dil-markierten EPCs und gefarbten Kardiomyozyten wurden unter dem
Fluoreszenzmikroskop ausgewertet, doppelt-positive Zellen wie in Abbildung 3.19 wurden in die

Kategorien I-Ill eingeteilt und ausgezahit.
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Es zeigte sich, dass flir ca. 12 % der Falle eine echte Doppelfarbung mdéglich erscheint, in
der zweidimensionalen Analyse der Kulturen kann sie zumindest nicht ausgeschlossen
werden. Ahnliche Bilder wurden nach Farbung mit weiteren herzspezifischen Antikdrpern
gegen sarkomerisches Myosin (MF20), Troponin T oder Titin erhalten (ohne Abbildung). Die
Kokulturen zur Bestimmung der Haufigkeit von Doppelfarbungen, sowie die Einteilung der
Ereignisse in den Kategorien I-lll, wurden von Frau Janina Beilner im Rahmen ihrer

medizinischen Dissertation durchgefihrt.

3.5.4 Dreidimensionale Analyse der Kokulturen

Um zu Uberprifen, ob es sich bei den im Fluoreszenzmikroskop beobachteten Ereignissen
tatsachlich um doppelt-positive, moglicherweise transdifferenzierte Zellen handelt, oder ob
Zellen in den Kulturen Ubereinander liegen, wurden zusatzliche Analysen am konfokalen
Laser-Scan-Mikroskop durchgefiihrt, das eine dreidimensionale Darstellung der Kulturen

erlaubt. Eine reprasentative Aufnahme ist in Abbildung 3.20 dargestellt.

Abbildung 3.20 Dreidimensionale Analyse der Kokulturen mit Dil-EPCs

Kokulturen aus Dil-markierten EPCs (rot) und gefarbten Kardiomyozyten (anti sarkomerisches
a-Aktinin + Cy2™, griin) wurden mit dem konfokalen Laser-Scan-Mikroskop ausgewertet, A:
Projektion aller aufgenommenen Ebenen, B: 3D-Auswertung, oben und an der Seite Schnitte
entlang der griinen bzw. roten Linie, die blaue Linie zeigt die Ebene, in der das grof3e Bild

aufgenommen wurde.

Mithilfe der dreidimensionalen Analyse konnte gezeigt werden, dass es sich bei der Mehrheit
der untersuchten vermeintlich doppelt positiven Zellen (A) tatsachlich um Kardiomyozyten
handelte, die auf oder unter EPCs oder EPC-Fragmenten lagen bzw. um diese
herumgewachsen waren. Dies wurde besonders in der durch die dreidimensionale

Auswertung ermdglichten Seitenansicht der Kokulturen deutlich (B).
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Fur einige vermeintlich doppelt-positive Zellen war es aber aufgrund der Komplexitat der
erhaltenen Bilder auch mithilfe der konfokalen Laser-Scan-Mikroskopie nicht mdglich,
zwischen einer echten Doppelfarbung und damit Transdifferenzierung oder Fusion der Zellen
einerseits und Ubereinander liegenden bzw. ineinander gewachsenen Zellen andererseits zu
unterscheiden (siehe Abbildung 3.21A). Ob in diesen Fallen andere Mechanismen als eine
Transdifferenzierung zur vermeintlichen Doppelfarbung fihren kénnten, wurde in weiteren
Kokultur-Ansatzen untersucht. Dazu wurden Kardiomyozyten mit anderen Zelltypen als
EPCs kokultiviert, z.B. mit der terminal differenzierten Pneumozytenzelllinie MLE-12 und der
Ratten Fibroblastenlinie RAT-1 und ebenfalls im konfokalen Laser-Scan-Mikroskop

ausgewertet. Reprasentative Beispiele sind in der Abbildung 3.21B dargestellt.

Abbildung 3.21 Dreidimensionale Analyse der Kokulturen mit Dil-EPCs bzw. Dil-MLE-12

Kokulturen aus Dil-markierten EPCs (rot) (A) bzw. MLE-12-Zellen (B) und gefarbten
Kardiomyozyten (anti sarkomerisches o-Aktinin + CyZTM, grin) wurden mit dem konfokalen
Laser-Scan-Mikroskop ausgewertet, bei der 3D-Auswertung, sind oben und an der Seite
Schnitte entlang der griinen bzw. roten Linie zu sehen, die blaue Linie zeigt die Ebene, in der

das grof3e Bild aufgenommen wurde.

Obwohl fur die verwendeten Zelltypen MLE-12 und Rat-1 eine kardiale Differenzierung nicht
beschrieben ist und als ausgesprochen unwahrscheinlich erscheint, ergaben sich auch hier
im konfokalen Laser-Scan-Mikroskop Bilder, bei denen eine echte Doppelfarbung nicht
ausgeschlossen werden konnte. Damit kdnnten auch andere Mechanismen als eine kardiale
Differenzierung als Ursache fiir die scheinbare Doppelfarbung in Kokulturen aus

Rattenkardiomyozyten und EPCs in Frage zu kommen.
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Neben vermeintlich doppelt-gefarbten Zellen, die eine flir Kardiomyozyten in der Zellkultur
typische Morphologie aufwiesen, wurden in den mithilfe des konfokalen Laser-Scan-
Mikroskops untersuchten Kokulturen auch eine Vielzahl kleiner runder Zellen oder Vesikel
beobachtet, die sowohl positiv fir sarkomerisches Aktinin waren, als auch eine rote

Fluoreszenz zeigten. Die Abbildung 3.22 zeigt reprasentative Bilder dieser Zellen.

Abbildung 3.22 Auto-Fluoreszenz absterbender Kardiomyozyten

Die Kokulturen von NRCMs und EPCs wurden an Tag 6 mit Paraformaldehyd fixiert und mit
Antikdrpern gegen herzspezifische Proteine wie sarkomerisches a-Aktinin (+ Cy2-markiertem
Sekundérantikorper, grin) gefarbt und im konfokalen Laser-Scan-Mikroskop ausgewertet. Rot:
Dil, blau: Kernfarbung mit DAPI.

In den Kokulturen sind sowohl markierte EPCs (a) als auch Aggregate vitaler
Kardiomyozyten (b) zu erkennen. Die vermeintlich doppelt-positiven Zellen befanden sich
hauptsachlich in der unmittelbaren Nahe dieser Aggregate. Durch eine Kernfarbung mit DAPI
konnte gezeigt werden, dass die Mehrheit dieser Zellen bzw. Zytosome einen kondensierten
Zellkern (c) hatte oder sogar Uberhaupt keinen Zellkern (d). Es kann auch nicht
ausgeschlossen werden, dass diese kernlosen, fir sarkomerisches a-Aktinin positiven
Partikel aus Vesikeln entstanden sind, die von den Kardiomyozyten abgeschnirt werden (e).
Die rot fluoreszierenden, a-Aktinin®®® Zellen wurden nicht nur in den Kokulturen mit Dil-
markierten EPCs beobachtet, sondern auch in Kokulturen mit nicht-markierten EPCs und
reinen Kardiomyozyten-Kulturen. Die detektierte rote Fluoreszenz beruhte also nicht auf
einer Dil-Farbung, sondern einer starken Autofluoreszenz der Kardiomyozyten, wobei die
Morphologie der autofluoreszierenden Zellen vermuten liel3, dass es sich um absterbende

Kardiomyozyten handelt.
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3.5.5 Untersuchungen zur Autofluoreszenz von Kardiomyozyten in Zellkultur

Eine starke Eigenfluoreszenz der Kardiomyozyten konnte ebenfalls im Durchflusszytometer
gezeigt werden. Die Zellen wurden nach der Isolierung 2 oder 7 Tage unter den Kokultur-
Bedingungen kultiviert, anschlieRend wurden die Zellen mit Trypsin abgeldést und nach
Farbung gegen sarkomerisches a-Aktinin (+ Cy2™-markiertem oder Cy5™-markiertem

Sekundarantikorper) im Durchflusszytometer analysiert.
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Abbildung 3.23 FACS-Analyse autofluoreszierender Kardiomyozyten

Kardiomyozyten-Kulturen wurden 2 (A, B) und 7 Tage (C, D) nach der Isolierung untersucht. In
den Kulturen wurden NRCMs zunéchst als o-Aktinin®®® identifiziert (A, C, Zellen innerhalb der
Region R1), nur diese Zellen wurden dann auf eine rote Fluoreszenz (Detektionskanal FL-2)
untersucht (B, D). Die Zahl autofluoreszierender NRCMs ist als Prozentsatz o-Aktinin®® / FL-

2°°° angegeben.

Die Analyse reiner Kardiomyozyten-Kulturen im FACS zeigte einen deutlichen Anstieg der

rot autofluoreszierenden a-Aktinin®®® Zellen im Verlauf der Kultur. Die genauen Prozentsatze
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dieser Zellen, die bei einer Untersuchung auf doppelt-positive Zellen als Anzeichen flr eine
Differenzierung zu falsch-positiven Ergebnissen beitragen konnten, schwankten stark
zwischen verschiedenen Kulturen (ohne Abbildung), ein wie hier beobachteter Anstieg der

autofluoreszierenden Zellen war aber jeweils deutlich zu erkennen.

Obwohl das Vorhandensein kondensierter Zellkerne in den vermutlich absterbenden
Kardiomyozyten ein Anzeichen fur eine Apoptose der Zellen darstellt, konnte diese in einem
TUNEL-Assay von Kardiomyozyten-Kulturen an Tag 2 und Tag 6 nicht nachgewiesen

werden (ohne Abbildung).

Als weiterer Ansatz zur Charakterisierung der absterbenden Kardiomyozyten wurden von
Herrn PD Dr. Andreas Schmiedl, Abteilung ,Funktionelle und Angewandte Anatomie“ der

Medizinischen Hochschule Hannover, Aufnahmen der Kulturen im Elektronenmikroskop

angefertigt und ausgewertet.

Abbildung 3.24 Elektronenmikroskopie eines absterbenden Kardiomyozyten

Elektronenmikroskopische Aufnahme von NRCMs nach 6 Tagen in Kultur. Neben vitalen
Kardiomyozyten (VC, in A und B) sind nekrotische Kardiomyozyten (NC) mit geschadigten
Mitochondrien (Mi) und Resten des kontraktilen Apparates (*) zu erkennen (in B).
OriginalvergréRerung 6000x.

Die Aufnahmen der neonatalen Rattenkardiomyozyten nach 6 Tagen in Kultur zeigten zum
Uberwiegenden Teil vitale Kardiomyozyten mit intakter Sarkomerstruktur. Neben den vitalen
Kardiomyozyten wurden auch abgerundete Zellen mit desintegriertem Zellkern, geschadigten
Mitochondrien und Restfragmenten des kontraktilen Apparates beobachtet. Hierbei handelt
es sich wahrscheinlich um nekrotische Zellen, die in der Kultur durch eine starke
Autofluoreszenz eine ahnliche rote Fluoreszenzfarbung wie nach einer Dil-Markierung

aufweisen.
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3.5.6 Untersuchungen auf eine kardiale Genexpression in den EPCs

Um eine kardiale Differenzierung humaner EPCs in den Kokulturen mit neonatalen
Rattenkardiomyozyten auf molekularer Ebene zu detektieren, wurden spezies-spezifische
RT-PCRs fir friihe humane kardiale Transkriptionsfaktoren etabliert. Da fiir diese PCRs eine
sehr niedrige Nachweisgrenze von 10-100 Molekiilen pro PCR-Ansatz gezeigt werden
konnte (ohne Abbildung), sollten damit durchgefiihrte Expressionsanalysen auch eine kleine

Anzahl von kardial transdifferenzierten humanen Zellen nachweisen konnen.

Da sich bei anderen Versuchen innerhalb der Arbeitsgruppe eine starke Abhangigkeit der
Effizienz der kardialen Differenzierung muriner ES-Zellen von dem zur Kultivierung
verwendeten FCS gezeigt hatte, wurden auch fir die Kokulturen der humanen EPCs mit
Kardiomyozyten verschiedene FCS-Marken und -Chargen sowie -Konzentrationen getestet.
Die Ergebnisse der RT-PCRs fur 4 verschiedene FCS sind exemplarisch in der Abbildung
3.25 dargestellt.
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Abbildung 3.25 Spezies-spezifische RT-PCRs der Kokulturen

Aus den Kulturen isolierte Gesamt-RNA wurde DNAse-behandelt, Produkte der cDNA-Synthese
mit Reverser Transkriptase (+RT) und ohne RT (-RT) wurden als Template fiir eine PCR mit
spezies-spezifischen Primern eingesetzt. Die eingesetzten B-Actin-Primer umschlielen ein
Intron, ProduktgrofRen: Ratte pB-Actin genomisch 400 bp; Ratte pB-Actin cDNA 305 bp; Ratte
GATA-4 284 bp; humanes B-Actin, genomisch 348 bp; humanes B-Actin cDNA 254 bp;
humanes GATA-4 188 bp; humanes FOG-2 203 bp; humanes Nkx 2.5 168 bp.

Es konnte fir alle durchgeflinrten Ansatze der Kokulturen durch die Expression von B-Actin

und GATA-4 der Ratte die Anwesenheit von neonatalen Rattenkardiomyozyten gezeigt
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werden. Mit der Expression von humanem B-Actin wurden die humanen EPCs in den
Kokulturen nachgewiesen. Dagegen konnte trotz der grof3en Sensitivitdt der RT-PCRs in
keinem der Kokultur-Ansatze eine Expression der friihen humanen relativ herzspezifischen
Transkriptionsfaktoren nachgewiesen werden. Es zeigten sich lediglich einige schwache
unspezifische Banden. In einem hier nicht gezeigten frilheren Versuch ergab sich fiir die
Kokulturen von EPCs und Kardiomyozyten eine sehr schwache Bande fiur FOG-2, das
allerdings auch in lymphozytaren Zellen exprimiert wird [187], die eventuell die EPC-

Praparation kontaminiert haben kénnten.

In den im Rahmen der Promotion durchgefiihrten Versuchen lie} sich damit die von Badorff
et al. beschriebene Differenzierung humaner EPCs in funktionelle Kardiomyozyten [67] nicht
bestatigen. Durch morphologische Analysen der Kokulturen liefien sich keine schliissigen
Beweise fir eine kardiale Differenzierung der humanen EPCs in Kokulturen mit neonatalen
Rattenkardiomyozyten finden. Bei vermeintlich doppelt-positiven Zellen, die durch rote
Fluoreszenz zunachst als Dil-markierte EPCs identifiziert wurden, und deren grine
Fluoreszenz auf einen kardialen Phanotyp hinwies, handelte es sich in den meisten Fallen
um Kardiomyozyten, die auf oder unter markierten EPCs oder EPC-Fragmenten lagen, oder
alternativ dazu, um nekrotische, stark autofluoreszierende Kardiomyozyten. Auch eine
Fusion von EPC-Fragmenten mit Kardiomyozyten konnte nicht ausgeschlossen werden. In
den kokultivierten EPCs konnte keine Expression humaner kardialer Transkriptionsfaktoren
nachgewiesen werden, die sowohl nach einer Transdifferenzierung der Zellen als auch bei
einer Fusion von humanen EPCs mit Rattenkardiomyozyten zu erwarten gewesen ware.
Obwohl letztlich nicht vdllig ausgeschlossen werden kann, dass geringe Abweichungen von
den beschriebenen Bedingungen fir die Isolierung der EPCs [173] und die Kokultivierung mit
neonatalen Rattenkardiomyozyten [67] eine Differenzierung der EPCs in den durchgefihrten
Versuchen verhindert haben konnten, konnten im Rahmen der Dissertation deutlich die
Grenzen einiger standardmafig zur Analyse von Kokulturen verwendeten Methoden wie
FACS-Analyse, zweidimensionaler Fluoreszenzmikroskopie und sogar der konfokalen Laser-

Scan-Mikroskopie aufgezeigt werden.

Da sich zeigte, dass es in den humanen EPCs in den Kokulturen mit Kardiomyozyten nicht
zu einer kardialen Differenzierung kommt, wurde auf den Einsatz der generierten Lentiviren
zur Detektion kardialer Differenzierung in EPCs verzichtet. |hr Potential zur Detektion
kardialer Differenzierung in lebenden Zellen sollte stattdessen zunachst an mesenchymalen
Stammzellen der Ratte getestet werden, fur die eine Reihe von Berichten Uber eine

Expression herzspezifischer Gene nach Behandlung mit 5-Azacytidin vorliegen.
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3.6 Versuche zur kardialen Differenzierung von MSCs

Eine Induktion kardialer Genexpression in mesenchymalen Stammzellen verschiedener
Spezies durch Behandlung mit 5-Azacytidin ist bereits mehrfach beschrieben worden. Bisher
wurde allerdings kontrovers diskutiert, ob eine solche Differenzierung von MSCs auch bei
primaren, nicht immortalisierte Ratten-MSCs induziert werden kann [33,34]. Diese Frage
sollte im Rahmen der vorliegenden Dissertation mithilfe der generierten Lentiviren zur

Detektion kardialer Differenzierung untersucht werden.

Aus dem Knochenmark von Ratten isoliete MSCs wurden zur Induktion einer kardialen
Genexpression fir 24 h mit 10 yM 5-Azacytidin inkubiert. In ersten Vorversuchen zur
Induktion kardialer Differenzierung durch Uberexpression von humanem GATA-4 und Nkx2.5
sollte darlber hinaus getestet werden, ob in den mit LentiShuttle CMV GATA4 bzw.
LentiShuttle CMV Nkx2.5 transduzierten rMSCs ein Einfluss auf die kardiale Genexpression
nach 5-Azacytidin-Behandlung festgestellt werden kann. Nach vierwdchiger weiterer
Kultivierung konnten in den Kulturen keine morphologischen Veranderungen festgestellt
werden, besonders die von Makino et al. als Zeichen einer kardialen Differenzierung
angegebene Bildung von Myotuben [26] sowie spontane Kontraktionen der Zellen wurden
nicht beobachtet. Deshalb wurde aus den Kulturen isolierte RNA zunadchst auf die
Expression der kardialer Proteine ANF und MLC2v untersucht, da diese fir eine
Verwendung der generierten LentiShuttle-Vektoren zur Detektion kardialer Differenzierung
entscheidend ist.
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Abbildung 3.26 RT-PCRs 5-Azacytidin-behandelter rMSCs

rMSCs wurden mit den Lentiviren LentiShuttle CMV hrGFP WPRE (Kontrolle), LentiShuttle
CMV GATA4 bzw. LentiShuttle CMV Nkx2.5 transduziert und nach Behandlung mit 10 uM bzw.
ohne 5-Azacytidin 4 Wochen kultiviert. Aus den Kulturen isolierte RNA wurde DNAse-behandelt,
Produkte der cDNA-Synthese mit Reverser Transkriptase (+RT) und ohne RT (-RT) als
Template fir die PCR eingesetzt. Die eingesetzten Primerpaare umschlieen ein Intron,
ProduktgroRen: B-Actin genomisch 400 bp; B-Actin cDNA 305 bp; ANF genomisch 372 bp; ANF
cDNA 268 bp; MLC2v genomisch 2500 bp; MLC2v cDNA 220 bp.
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Dabei zeigte sich in den mit 10 yM 5-Azacytidin-stimulierten Ansatzen eine schwache ANF-
Expression, die ohne Stimulierung nicht gezeigt werden konnte. Daneben detektierte die
sehr sensitive ANF-PCR in allen Ansatzen das Produkt fir genomische DNA, die trotz
DNAse-Behandlung der RNA noch in geringen Mengen vorhanden war. Ein signifikanter
Unterschied zwischen GATA-4 / Nkx2.5 -exprimierenden Zellen und dem Kontrollansatz
konnte dabei nicht festgestellt werden. Dagegen zeigte die PCR fir MLC2v nur im
Kontrollansatz und bei GATA-4 transduzierten Zellen eine schwache Expression der 5-
Azacytidin-behandelten Zellen. Nach Transduktion mit Nkx 2.5 konnte diese nicht festgestellt
werden. In weiteren, hier nicht dargestellten RT-PCRs konnte auch die Induktion der
Expression von GATA-4 nach 5-Azacytidin-Behandlung gezeigt werden, wahrend RT-PCRs
fir a-MHC und MLC2a negativ blieben.

Aufgrund der positiven Befunde flir eine Expression von ANF und MLC2v wurde ein Teil der
Zellen mit den Lentiviren LentiShuttle Ce huANFp hrGFP WPRE bzw. LentiShuttle Ce
huMLC2vp hrGFP WPRE zur Detektion kardialer Genexpression transduziert. In einem
Kontrollansatz erfolgte eine Transduktion weiterer rMSCs mit dem Virus LentiShuttle CMV
hrGFP WPRE, das unabhangig von einer Differenzierung eine GFP-Expression vermitteln
sollte. Zur Induktion einer kardialen Genexpression wurden die kultivierten rMSCs in
Passage 17 fur 24 h mit 10 yM 5-Azacytidin inkubiert. Im Verlauf einer weiteren 5-wochigen
Kultivierung wurden die Zellen regelmallig fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet. In
Abbildung 3.27 sind reprasentative Zellen 2 Wochen nach 5-Azacytidin-Behandlung

dargestellt.

Abbildung 3.27 Transduzierte rMSCs 2 Wochen nach 5-Azacytidin-Behandlung

rMSCs wurden mit den Lentiviren LentiShuttle CMV hrGFP WPRE (Kontrolle)(A, B, C),
LentiShuttle Ce MLC2vp hrGFP WPRE (D, E) bzw. LentiShuttle Ce ANFp hrGFP WPRE (ohne
Abbildung) transduziert und nach Behandlung mit 10 yM bzw. ohne 5-Azacytidin insgesamt 5
Wochen Kkultiviert. Die Zellen wurden anschlieRend am Fluoreszenzmikroskop untersucht,

OriginalvergrofRerungen sind im Bild angegeben.
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Dabei zeigte sich wie zu erwarten durchgehend eine stabile GFP-Expression fur die als
Positivkontrolle mit LentiShuttle CMV hrGFP WPRE transduzierten rMSCs unabhangig von
einer Behandlung mit 5-Azacytidin. Allerdings ergab sich auch fur die zuvor mit Lentiviren zur
Detektion kardialer Differenzierung (mit ANFp und MLC2vp, jeweils mit CMV-Enhancer)
transduzierten Ansatze zu allen Zeitpunkten eine schwache Expression von GFP in einigen
Zellen, auch hier unabhangig von einer 5-Azacytidin-Behandlung. Die Intensitat der
Fluoreszenz entsprach dabei der bereits in transduzierten Fibroblasten der Kardiomyozyten-
Praparationen beobachteten unspezifischen Fluoreszenz. Die mit LentiShuttle Ce huANFp
hrGFP WPRE transduzierten Zellen zeigten eine sehr schwache Fluoreszenz und sind daher
nicht abgebildet.

Ein Anstieg des Anteils GFP-positiver Zellen oder das Erscheinen wesentlich starker
fluoreszierender Zellen als Folge einer Induktion kardialer Expression durch 5-Azacytidin

konnte im Verlauf der 5-wochigen Kultivierung nicht festgestellt werden (ohne Abbildung).

Damit konnte auch in diesem Versuch eine kardiale Differenzierung von Stammzellen nicht
mithilfe der generierten LentiShuttle-Vektoren dokumentiert werden. Die durchgefiihrten RT-
PCRs zeigten zwar einen Anstieg der Expression von ANF und MLC2v in den Kulturen nach
5-Azacytidin-Behandlung, erlauben aber keine Aussage Uber die Hohe der Expression in
einzelnen Zellen. Es ware deshalb méglich, dass in vielen Zellen geringe Mengen der
herzspezifischen RNAs gebildet werden, die zusammen in der PCR zu einem schwachen
Signal fuhren. Die Expressionshohe in den einzelnen Zellen und damit auch die
Fluoreszenzintensitat eines Reportergens konnte dagegen fur eine Detektion mit

LentiShuttle-Vektoren zu gering gewesen sein.
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4 Diskussion

4.1 Lentivirale Vektoren

Fur eine Detektion kardialer Differenzierung von Stamm- und Progenitorzellen, bzw. fir die
Aufreinigung derart differenzierter Zellen, bietet sich die Verwendung lentiviraler Vektoren
an. Diese sind in der Lage, auch nicht-proliferierende Zellen [145] wie Kardiomyozyten
effizient zu transduzieren und erlauben durch eine stabile Integration der Transgene in das
Genom der Zielzelle eine Langzeit-Expression bei einem geringen Mal® an Gen-Silencing
[146]. Die fir die Generierung rekombinanter Lentiviren benotigten genetischen
Informationen werden in der Regel durch drei bis vier Plasmide kodiert, mit denen virus-
produzierende Zellen ko-transfiziert werden [148]. Eines dieser Plasmide ist das lentivirale
Transferplasmid, in das die zu Ubertragenden Transgen-Sequenzen zwischen zwei virale

LTRs und hinter einem Verpackungssignal eingefligt werden.

4.1.1 Entwicklung des LentiShuttle-Systems

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollten lentivirale Transfervektoren generiert
werden, die eine Expression von Reportergenen unter der Kontrolle herzspezifischer
Promotoren vermitteln. Anfangliche Schwierigkeiten bei der Klonierung lentiviraler
Transfervektoren ergaben sich besonders durch hohe Rekombinationsraten in mehreren
standardmaRig im Labor zur Klonierung von Plasmiden verwendeten E.coli Stammen wie
TOP10, DH5a und auch den Rekombinase-defizienten Bakterien HB101. Lentivirale
Transfervektoren sind in E. coli -Bakterien nicht stabil, da die enthaltenen lentiviralen LTRs
haufig rekombinieren, dies flhrt haufig zu einer kompletten Deletion der zwischen den
beiden LTRs liegenden Expressionskassette, zurlick bleibt eine einzelne Kopie der LTR
[188]. Zwar kann dieses Problem durch die Verwendung spezieller Rekombinase-defizienter
Bakterienstdmmen wie STBL2 und STBL4 umgangen werden, die ist aber u.a. wegen der
geringeren Wachstumsraten der bei 30°C zu kultivierenden Bakterien aufwendiger und
wegen der ausschlieBlich kommerziellen Verfligbarkeit kompetenter Bakterien auch teurer

als fir herkdmmliche Bakterienstamme.

Im Rahmen der Dissertation wurde deshalb auf der Basis eines selbst-inaktivierenden
lentiviralen Transferplasmids das lentivirale Shuttle-Klonierungssystem ,LentiShuttle®
entwickelt [166]. Dieses System ermoglicht zunachst die Fertigstellung kompletter
Expressionskassetten in einem konventionellen ,high copy“ Plasmid in herkémmlichen
Bakterienstammen, die gesamte Kassette wird anschlieBend in einem einzigen
Klonierungsschritt in den lentiviralen Transfervektor eingefiugt. Nur fur den letzten Schritt

mussen STBL-Bakterien verwendet werden. Um fir diesen abschlieenden Schritt eine
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standardisierte Klonierung fir alle Expressionskassetten zu erlauben, wurden sowohl in ein
,high copy“ Plasmid als auch in das lentivirale Transferplasmid Schnittstellen fur die Homing

Endonukleasen I-Ceu | und PI-Sce | eingeflugt.

Die viralen Titer und Expressionshoéhen, die mit LentiShuttle-Konstrukten erreicht wurden,
waren mit denen konventioneller lentiviraler Vektoren mit ahnlichen Expressionskassetten
absolut vergleichbar (Abb. 3.2). Ein negativer Einfluss durch die eingefiigten Sequenzen
wurde nicht festgestellt. Fir den Titer des Konstrukts pLentiShuttle CMV RedStar WPRE
erhaltene Werte lagen dagegen deutlich niedriger. Allerdings ist der tatsachliche Titer des
pLentiShuttle CMV RedStar WPRE wahrscheinlich héher als in den durchgeflihrten
Titerbestimmungen gemessen, da die Wellenlange, die im Durchflusszytometer zur
Anregung der Fluoreszenz-Reporter verwendet wurde (Standard-Argonlaser, 488 nm), nur
schlecht zum Exzitationsmaximum des RedStar passt, dieses liegt bei einer Wellenlange von
558 nm. Fir eine optimale Titerbestimmung kénnte daher das RedStar mit einem leider im
FACSCalibur-Gerat nicht verfigbaren Helium-Neon-Laser (543 nm) wesentlich effektiver

angeregt werden.

Da fir das Kontrollplasmid pLentiShuttle hrGFP WPRE keine Reportergenexpression
festgestellt wurde (Abb. 3.2), konnte gezeigt werden, dass die Expression von Transgenen in
den lentiviralen Expressionskassetten ausschliel3lich von den eingefiigten Promotoren
abhangt. Eine Integration der Expressionskassette in transduzierte Zellen wurde dabei
mittels quantitativer Real-Time-PCR bestatigt. Die fur LentiShuttle-Viren erreichten
Expressionshohen in transduzierten Zellen waren sowohl fur HEK293T-Zellen (Abb. 3.3) als
auch flr neonatale Rattenkardiomyozyten und mesenchymale Stammzellen der Ratte (Abb.
3.5) vergleichbar mit denen konventioneller lentiviraler Vektoren der fortgeschrittenen

Generation.

Es konnte damit gezeigt werden, dass das im Rahmen der Promotion entwickelte
Klonierungssystem ,LentiShuttle® [166] zur Generierung lentiviraler Transfervektoren eine
vereinfachte Klonierung bei vergleichbaren Resultaten in Bezug auf Titer und
Expressionshdhe der erhaltenen rekombinanten Lentiviren ermdglicht. Mit der Reduzierung
der Klonierungsschritte im lentiviralen Vektor durch den Transfer kompletter
Expressionskassetten konnte damit eines der Hauptprobleme bei der Klonierung lentiviraler

Vektoren gelost werden.

Mit dem Konstrukt pLentiShuttle CMV RedStar WPRE wurde dartiber hinaus erstmals ein rot

fluoreszierendes Reportergen erfolgreich in einen rekombinanten Lentivirus integriert,
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woraus sich die Maoglichkeit einer Mehrfarben-Reportergen-Analyse durch stabil in die
Zielzellen integrierte lentivirale Konstrukte ergibt. Das Fluoreszenzprotein RedStar hat dabei
gegenlber bereits existierenden Rotvarianten des GFP den Vorteil, dass es aus einer
anderen Spezies (einer Koralle des Genus Discosoma) isoliert wurde und aufgrund von
geringen Homologien zum Wild-Typ GFP nicht von GFP-Antikérpern detektiert werden sollte,
sowie eine kurze Reifungszeit des Chromophors [167], die bei anderen rot fluoreszierenden
Proteinen einen langsamen Farbwechsel (ber griin nach rot einschliet, und so in

Zweifarben-Analysen zu verfalschten Ergebnissen fuhren kann.

4.1.2 Lentivirale Vektoren zur Detektion kardialer Differenzierung

Mit dem LentiShuttle-System generierte Viren zur Expression von hrGFP unter der Kontrolle
der kardialen Promotoren huANFp, huMLC2vp, mua-MHCp und huCAp wurden zur
Transduktion von neonatalen Rattenkardiomyozyten-Praparationen eingesetzt, bei denen es

sich um eine Mischkultur aus Kardiomyozyten und Fibroblasten handelt.

Die Transduktion mit LentiShuttle CMV hrGFP WPRE fiihrte dabei aufgrund des
verwendeten ubiquitdren Promotors wie erwartet zu einer GFP-Expression in
Kardiomyozyten und Nicht-Kardiomyozyten. Die kardialen Promotoren huANFp, huMLC2vp
und mua-MHCp in den urspriinglichen Konstrukten ohne CMV-Enhancer vermittelten wie
gewlnscht ausschliellich eine Reportergen-Expression in den Kardiomyozyten. Allerdings
konnte fir den im Rahmen der Promotion verwendeten Cardiac Aktin-Promotor keine

ausschlieBllich herzspezifische hrGFP-Expression festgestellt werden.

Es zeigte sich auch, dass die Expression des Reportergens hrGFP in den Kardiomyozyten
meist eher schwach war, wahrend nur einzelne hell fluoreszierende Zellen beobachtet
werden konnten. Zunachst wurde vermutet, dass niedrige Titer der Viren mit kardialen
Promotoren fur die schwache Expression in wenigen Zellen verantwortlich sein kdnnten. Bei
Lentiviren gibt es zwar im Gegensatz zu anderen Retroviren keine definierte Obergrenze fur
die Grofe der verpackten Sequenzen, allerdings nimmt die Verpackungseffizienz mit
zunehmender GroRRe der eingefligten Sequenzen stark ab [149], so dass zumindest fir den
mit Uber 5 kb langen mua-MHCp ein reduzierter Titer erwartet wurde. Da sich aber mit der
gleichen Haufigkeit auch fir die kiirzeren Promotoren huANFp und huMLC2vp das gleiche
Bild einzelner hell leuchtender Zellen ergab, schienen andere Mechanismen eine Rolle zu
spielen. Eine Mdglichkeit ist ein Einfluss des genomischen Umfelds, in das die
Expressionskassette des lentiviralen Provirus integriert. Eventuell kdnnte eine durch eher

schwache kardiale Promotoren vermittelte Reportergen-Expression nur in denjenigen Zellen
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zu einer deutlichen Fluoreszenz flihren, in denen sie durch Elemente in der genomischen

DNA nahe dem Integrationsort verstarkt wird.

Deshalb wurden weitere lentivirale Konstrukte mit kardialen Promotoren generiert, bei denen
die Expression in allen transduzierten Zellen durch Insertion eines verstarkenden Elementes
stromaufwarts der Expressionskassetten gesteigert werden sollte. Hierflir wurde der CMV-
Enhancer ausgewahlt, der bereits in nicht-viralen Konstrukten flr die Steigerung der
Expressionshéhe in Kombination mit ubiquitiren Promotoren verwendet wurde [189].
Dagegen gibt es erst wenige Berichte Uber eine Kombination des CMV-Enhancers mit
zelltyp-spezifischen Promotoren in nicht-viralen Vektoren [111,190], in lentiviralen Vektoren
fur eine zelltyp-spezifische Expression wurde er bisher noch gar nicht eingesetzt. Nach
Integration des CMV-Enhancer (Ce) in den lentiviralen Transfervektor pLentiShuttle konnte
tatsachlich eine verstarkte GFP-Expression gezeigt werden, ein negativer Einfluss auf die

Hohe der Virustiter war nicht zu erkennen.

Um die Spezifitat der durch kardiale Promotoren vermittelten GFP-Expression zu Uberprifen,
wurden stellvertretend flir die drei Zelltypen Fibroblasten, glatte Muskelzellen und
Endothelzellen, die als Kontaminationen in Kardiomyozyten-Praparationen vorhanden sein
konnen, rat-1 Fibroblasten, huSMC und HUVEC mit den generierten Lentiviren transduziert.
Bei einer durch die Lentiviren mit kardialen Promotoren vermittelten ausschlieRlich herz-
spezifischen Expression sollte in diesen Zellen keine signifikante Fluoreszenz zu beobachten
sein. In der Realitdt zeigte sich z.T. auch in Nicht-Kardiomyozyten eine schwache
Fluoreszenz, deren Intensitat allerdings sehr deutlich geringer war als die in Kardiomyozyten
beobachtete. Fir diese relativ niedrige, aber doch klar nachweisbare Hintergrundexpression

des Reportergens gibt es zunachst mehrere Erklarungsansatze:

In den Viruspraparationen kdnnten Reste von Plasmid-DNA der Transfervektoren vorhanden
sein, die unter Transduktionsbedingungen ebenfalls in die Zellen gelangt sind. Durch die
Promotoraktivitat der lentiviralen 5’-LTR im Plasmid, die bei den SIN-Vektoren erst bei der
Integration des Provirus in das Genom der Zielzelle inaktiviert wird [148], kbnnte es dann
auch ohne Induktion des kardialen Promotors zu einer GFP-Expression kommen. Diese
sollte dann allerdings nicht stabil sein, sondern nur solange auftreten wie die Plasmide in den
Zellen vorhanden sind. Da eine schwache Expression in Nicht-Kardiomyozyten mindestens
Uber zwei Wochen auch in den primaren humanen glatten Muskelzellen (hnSMCs) beobachtet
werden konnte, in denen eingebrachte Plasmide nicht repliziert werden sollten, scheint diese

Madglichkeit aber eher eine untergeordnete Rolle zu spielen.
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Eine weitere Moglichkeit ist, dass der kardiale Promotor an sich bereits eine unspezifische
Expression vermittelt, z.B. weil das verwendete Fragment zu kurz gewahlt wurde und
wichtige Elemente wie Bindungsstellen fur herzspezifische Faktoren fehlen. Dies scheint
insbesondere flr den verwendeten cardiac Actin-Promotor der Fall sein. Obwohl Berichte
Uber eine spezifisch kardiale Expression fiir das im Rahmen der Promotion verwendete
Fragment des cardiac Aktin-Promotors vorlagen, welches Bereiche der 5°-UTR bis ca. -0,5
kb stromaufwarts der TATA-Box umfasst [191], bestédtigten die hier beschriebenen
Ergebnisse doch eher andere Publikationen, die zu dem Schluss kommen, dass fir eine
spezifische Expression in Kardiomyozyten durch den hCA-Promotor verschiedene Enhancer-
Bereiche bendtigt zu werden, die sich in der Region -0,7 kb bis -5,4 kb stromaufwarts der
TATA-Box befinden [132,133].

Die Spezifitat der kardialen Genexpression durch die gewahlten Promotoren kénnte aber
auch durch die Insertion des CMV-Enhancers beeinflusst werden. In diesem Zusammenhang
fallt auf, dass die Spezifitdt der kardialen Promotoren im Falle des huANFp und des
huMLC2vp nur geringfiigig beeinflusst wurde, und in Nicht-Kardiomyozyten nur eine
schwache GFP-Expression beobachtet wird, wahrend sich fir den huCAp nach Insertion des
CMV-Enhancers eine starke GFP-Expression in allen untersuchten Zelltypen zeigte. Fir den
mu o-MHC-Promotor liegen bisher keine Ergebnisse fir Expressionskassetten mit einem

zusatzlichen CMV-Enhancer vor.

Aufgrund von Deletionsmutanten der Promotorregion wird vermutet, dass der ANF-Promotor
negativ reguliert wird, also die ANF-Expression in Nicht-Kardiomyozyten reprimiert und so
die spezifische ANF-Expression in atrialen Kardiomyozyten etabliert wird [115]. Da auch far
den MLC2v-Promotor eine Repression von hMLC2V in nicht-kardialen Zellen durch die
,cardiac specific sequence“ CSS erfolgt [124], liegt die Vermutung nahe, dass eine
allgemeine Verstarkung der Expression Uber den CMV-Enhancer durch diese Repressor-
Elemente in nicht-kardialen Zellen aufgehoben bzw. unterdriickt werden kann und die
kardiale Spezifitat der Promotoren so erhalten bleibt. Dagegen wird die kardiale Expression
durch den humanen CA-Promotor hauptsachlich durch verstarkende Elemente positiv
reguliert [132,133], die ubiquitare Verstarkung des Promotors durch den CMV-Enhancer
kann in diesem Fall in Nicht-Kardiomyozyten nicht unterdrickt werden. Fur den o-MHC-
Promotor liegen derzeit keine Erkenntnisse Uber Elemente zur Repression der Expression in
nicht-kardialen Zellen vor, der Einfluss des CMV-Enhancers auf die Spezifitdt der a-MHCp

vermittelten Expression bleibt deshalb abzuwarten.
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In Hinblick auf die Tatsache, dass verschiedene Zellen auch natlrlicherweise schon eine
mehr oder weniger hohe Eigenfluoreszenz zeigen, ist flir die Verwendung der generierten
Lentiviren zur Detektion kardial differenzierter Zellen letztlich ein ausreichend groler
Intensitatsunterschied der herzspezifischen GFP-Expression im Vergleich zur unspezifischen
Expression in Nicht-Kardiomyozyten entscheidend. Dieser ist im Falle der CMV-Enhancer-
verstarkten Expression von hrGFP unter der Kontrolle des humanen ANF-Promotors wie
auch des MLC2v-Promotors klar erkennbar und sollte z.B. eine selektive Aufreinigung stark
GFP-positiver kardialer Zellen oder kardial differenzierter Stammzellen mithilfe eines FACS-
Sorters ermdglichen. Damit konnte insgesamt durch die Insertion des CMV-Enhancers eine
signifikante Verbesserung der bisher vorhandenen pLentiShuttle-Konstrukte erzielt werden.
Mit den im Rahmen der Promotion entwickelten Vektoren zur Expression von hrGFP unter
der Kontrolle der Promotoren ANFp und MLC2vp konnte aullerdem erstmals eine
ausreichend starke gewebespezifische Expression eines Reportergens durch lentiviralen

Gentransfer erzielt werden.

Lentiviralen Konstrukte zur Detektion kardialer Differenzierung, bei denen GFP unter der
Kontrolle des humanen ANF-Promotors bzw. des MLC2v-Promotors exprimiert wird, lassen
sich vermutlich auch verwenden, um innerhalb der Kardiomyozyten-Praparationen oder auch
bei kardial differenzierten Stammzellen zwischen einem atrialen (ANF-exprimierenden) und
ventrikuldaren (MLC2v-exprimierenden) Phanotyp zu unterscheiden. Erste Ergebnisse
entsprechender Immunfluoreszenzfarbungen GFP-positiver Zellen gegen die Proteine ANF
und MLC2v sind vielversprechend und zeigen eine sehr gute Korrelation von ANF- bzw.
MLC2v-Promotor vermittelter GFP-Expression und der entsprechenden ANF- bzw. MLC2v-
Antikérperfarbung. Wahrend der Embryonalentwicklung des Herzens wird allerdings
zunachst z.B. auch in den ventrikuldren Kardiomyozyten ANF exprimiert, die Expression von
ANF geht in den Ventrikeln postnatal erst innerhalb einer Woche zurick und ist erst im

adulten Herzen ausschlieBlich auf die Atrien beschrankt [115].

Zur Zeit werden deshalb auf’erdem Versuche durchgefiihrt, in denen ANF- bzw. MLC2v-
GFP-positive Zellen auf Unterschiede in ihrer Elektrophysiologie untersucht werden. Nur
derartige Messungen erlauben letztendlich eine Aussage darlber, ob die verwendeten
Konstrukte  spezifisch  atriale, ventrikulare oder auch Kardiomyozyten des
Reizleitungssystems anfarben. Die Morphologie einiger ANFp-GFP-positiver Zellen, die
extrem schmal und langgestreckt erscheinen, wie z.B. in Abbildung 3.6 zu erkennen ist,
deutet bereits darauf hin, dass es sich hier um derartige Reizleitungszellen handeln kénnte,
die ebenfalls ANF exprimieren und ebenfalls mithilfe der generierten Vektoren detektiert

werden konnten.
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Zur abschlieRenden Bestimmung der jeweiligen Spezifitdt der humanen Promotoren fiir ANF
und MLC2v sollten daher die entsprechenden Versuche auch in adulten Kardiomyozyten

sowie Kardiomyozyten verschiedener Spezies, u. a. humanen Zellen, wiederholt werden.

4.1.3 Lentivirale Vektoren zur Induktion kardialer Differenzierung

Lentivirale Vektoren kdnnten auch fiir eine stabile Uberexpression von Proteinen in
Siugerzellen eingesetzt werden. Eine solche Uberexpression von kardialen
Transkriptionsfaktoren in verschiedenen Stammzellen kénnte mdéglicherweise ihre kardiale
Differenzierung induzieren oder unterstitzen. Ein solcher Effekt wurde z.B. flur die
Differenzierung muriner embryonaler Stammzellen in viszerales Endoderm durch ektope
Expression der Transkriptionsfaktoren GATA-4 und GATA-6 gezeigt [192]. Die
Uberexpression von GATA-4 fiihrte zu einer gesteigerten Kardiogenese in murinen ES-
Zellen [193] sowie bei gleichzeitiger Uberexpression von Nkx2.5 zu einer kardialen

Differenzierung in P19CL6noggin Zellen [194].

Auf der Grundlage des pLentiShuttle-Systems generierte lentivirale Transfervektoren fir eine
Uberexpression der herzspezifischen Transkriptionsfaktoren GATA-4 und Nkx2.5, zeigten
nach Transduktion von Ratten MSCs eine starke Expression auf der mRNA-Ebene. Diese
war deutlich von den schwachen Banden zu unterscheiden, die vermutlich durch
Kontaminationen der PCRs mit PCR-Produkten oder aber genomischer DNA zu erklaren
sind (Abb.3.7). Nach einer ersten Anwendung der LentiShuttle-Vektoren zur Uberexpression
von GATA-4 und Nkx2.5 im Rahmen der Versuche zur kardialen Differenzierung von MSCs
wurde aber zunachst kein Einfluss auf die kardiale Genexpression festgestellt (Abb. 3.26,
siehe auch Diskussion 4.3). Allerdings wurde im Rahmen der zur Promotion durchgefiihrten
Versuche auch nicht explizit untersucht, ob nach lentiviraler Transduktion als Folge der RNA-
Expression auch funktionelle Proteine in den Zielzellen vorhanden waren. Weil die GATA-4
Sequenz mit der wenig fehleranfalligen ProofStart-Polymerase amplifiziert wurde, ist fir sie
auf eine Sequenzierung verzichtet worden. Deshalb ware es theoretisch auch madglich, dass
die zur Klonierung verwendete Sequenz Fehler enthielt und deshalb kein funktionelles

Protein gebildet wurde.
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4.1.4 Ubertragung replikationsdefizienter Lentiviren durch transduzierte Zellen

Lentivirale Vektoren kénnen fir einen effizienten Gentransfer in vitro und in vivo genutzt
werden und bieten sich auch klinisch flr eine ex vivo Gentherapie an. Experimentell werden
sie immer haufiger zur Markierung von Zellen verwendet [66]. Eine mdgliche Anwendung ist
dabei die Markierung von Stammzellen vor einer Transplantation zur Untersuchung einer
anschlielienden potentiellen Differenzierung dieser Zellen in vivo. Einige hierfir verwendete
Zelltypen muassen direkt nach der Isolierung bzw. Transduktion transplantiert werden, um zu
verhindern, dass sie in Kultur absterben, differenzieren oder auch dedifferenzieren, wie z.B.
bei hamatopoetischen Stammzellen zu beobachten. Dies gilt auch flir primare
Kardiomyozyten, die in Kultur relativ schnell dedifferenzieren und zudem nicht passagiert

werden konnen.

Innerhalb der eigenen Arbeitsgruppe wurden von Prof. Dr. Ulrike Bldmer und Herrn Hendrik
Witschel frisch transduzierte neonatale Rattenkardiomyozyten in Rattenherzen transplantiert,
um eine eventuell daraus resultierende Regeneration von geschadigtem Herzgewebe zu
untersuchen. In Kontrollansatzen wurden diese Zellen auflerdem in einen Hinterlauf-Muskel
bzw. das Gehirn von Ratten injiziert. Nach der ex vivo Transduktion mit einem GFP-
Expression vermittelnden lentiviralen Vektor waren die Zellen vor der Transplantation dabei
zweimal gewaschen worden, um Uberschussige virale Partikel aus dem Transduktionsansatz
zu entfernen. Es zeigte sich, dass die markierten Zellen anschlieRend in histologischen
Schnitten der Gewebe leicht identifiziert werden konnten. Allerdings erwiesen sich im Muskel
auller den transplantierten Zellen Uberraschenderweise auch Empfangermuskelfasern als
GFP-positiv. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich nach Transplantation der frisch transduzierten
und gewaschenen Kardiomyozyten in das Zentrale Nervensystem (ZNS) des Rattengehirns.
Auch hier integrierten die GFP-positiven Kardiomyozyten in das Gewebe. Verschiedene
Nervenzellen des Empfangers, die durch immunhistologische Anfarbung als Neuronen und
Astrozyten identifiziert wurden, waren ebenfalls GFP-positiv. Nach Transplantation stabil
GFP-exprimierender Fibroblasten wurden dagegen keine GFPP** Empfangerzellen detektiert
[180].

Theoretisch kénnen fir diesen Effekt eine Reihe von Mechanismen verantwortlich sein. Zum
einen ware es prinzipiell denkbar, dass transplantierte Zellen im Gewebe zu
Skelettmuskelzellen bzw. Gehirnzellen differenzieren und deshalb neben der GFP-
Markierung auch die beobachteten gewebespezifischen Marker aufweisen. Auch eine Fusion
der transplantierten GFP"® Zellen mit Skelettmuskel- oder Gehirnzellen ware moglich. Diese

Méglichkeiten kénnen in vivo zwar nicht ausgeschlossen werden, erscheinen bei der
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Verwendung von terminal differenzierten Kardiomyozyten zur Transplantation aber eher

unwahrscheinlich.

Die GFP-exprimierende Zellen im Skelettmuskel und im Gehirn entstanden daher vermutlich
als Folge einer Transduktion von Empfangerzellen durch infektidsen Virus, der mit den
transduzierten Kardiomyozyten zusammen Ubertragen wurde. Zu dieser Virusibertragung
kam es, obwohl die transduzierten Zellen vor der Transplantation zweimal gewaschen
worden waren. In einem negativen p24-Assay wurde das Vorhandensein
replikationskompetenter Viren in den transduzierten Zellen ausgeschlossen, die theoretisch
ebenfalls nach Freisetzung aus den transplantierten Zellen fir eine Transduktion von

Empfangerzellen verantwortlich sein kénnten.

Als Erganzung zu den oben beschriebenen Versuchen von Frau Prof. Dr. Ulrike Blémer und
Herrn Hendrik Witschel wurden im Rahmen der vorliegenden Dissertation in vitro Transwell-
Experimente [180] durchgefiihrt, um weitere Hinweise auf eine Ubertragung von Lentiviren
wahrend der Transplantation transduzierter Zellen zu erhalten. Dabei sollte auch Uberprift
werden, ob ein intensiveres Waschen der Zellen nach der Transduktion diese Ubertragung
verhindern konnte. Bei diesen Versuchen wurde lentiviralen Partikeln, die an transduzierte
Zellen anhaften und von diesen in das Kulturmedium abgegeben werden, die Moglichkeit
gegeben, durch eine Membran, die einen direkten Zell-Zell-Kontakt verhindert, in ein
Kompartiment mit HEK293T-Zellen zu gelangen und diese Zellen zu transduzieren. Vor
Zugabe der transduzierten Zellen in das Transwell-System wurden sie in der Regel einer

verschiedenen Zahl von Waschschritten unterzogen.

Die Transwell-Experimente zeigten, dass auch nach sechs Waschschritten einzelne
Kolonien GFPP*® transduzierter HEK293T-Zellen im unteren Teil der Transwellplatten
detektiert werden (Abb. 3.9), es kann nur spekuliert werden, warum selbst dann noch
infektiose virale Partikel in den Kardiomyozyten-Praparationen vorhanden sind. Wie die
Abb. 3.10 zeigt, nimmt der Anteil infektidser Partikel ab dem zweiten Waschschritt nicht
signifikant ab. Einige Partikel scheinen daher unter den Bedingungen beim Waschen der
Zellen an deren Membran zu adharieren, obwohl sie unter den Bedingungen der weiteren

Kultivierung freigesetzt werden kénnen.

Eine mogliche Erklarung dafir ist die Tatsache, dass die verwendeten Lentiviren mit der
Glykoprotein-Hulle des Vesikularen Stomatitis Virus pseudotypisiert wurden, um einen
breiteren Tropismus sowie eine grolere Stabilitdt der Lentiviren zu vermitteln. Der Eintritt

von Lentiviren in die Wirtszelle beruht auf einer Membranfusion, die durch eine
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Konformationsanderungen der viralen Hillproteine ausgel6st wird [195]. Eine Infektion mit
dem Vesikuldren Stomatitis Virus (VSV) wird durch das Glykoprotein G vermittelt, das im
sauren Milieu der Endosomen eine Membranfusion induziert. Die VSV-G induzierte Fusion
findet in einem sehr engen pH-Bereich statt und kann durch einen abweichenden pH-Wert
verhindert werden [196]. Es ist daher mdglich, dass das verwendete Kulturmedium die
Freisetzung von an Zellen gebundenen viralen Partikeln, die noch nicht mit der Zellmembran
fusioniert sind, ermdglicht. Ob es sich dabei um eine besondere Eigenschaft VSV-G-
pseudotypisierter Viren handelt, oder ob dieses Phanomen auch bei der Verwendung

anderer Hullproteine beobachtet werden kann, ist noch nicht geklart.

Die wesentlich geringeren Zahlen kontaminierender viraler Partikel in Praparationen von
frisch transduzierten Rat-1 Fibroblasten im Vergleich zu Kardiomyozyten (siehe Abb. 3.11)
lassen vermuten, dass die Zahl der anhaftenden Partikel von spezifischen Eigenschaften der

Membranoberflachen des jeweiligen Zelltyps abhangen kénnte.

Eine Zeitverlaufsstudie zeigte, dass die Zahl der kontaminierenden infektiésen Virionen bei
weiterer Inkubation der frisch transduzierten Zellen vor dem Ausséden in den Transwell-
Experimenten reduziert wurde (Abb. 3.12). Im Prinzip kénnen dafir zwei Mechanismen
verantwortlich sein: 1. Virionen, die an die Zelloberflache gebunden haben, kénnen weiter
fusionieren und infizieren dadurch die Zelle, an die sie sich angeheftet haben und 2.
Anhaftende Viren verlieren unter den verwendeten Kulturbedingungen mit der Zeit ihre
Infektiositdt. Um diese Fragestellung zu untersuchen, wurde ein Kontrollexperiment
durchgefthrt, bei dem Viren unter gleichen Bedingungen in einer zellfreien Umgebung
inkubiert wurden. Es zeigten sich hier vergleichbare Raten einer Abnahme der infektidsen
Titer wie bei einer weiteren Inkubation frisch transduzierter Zellen (Abb. 3.13). Dieser Befund
spricht eher flr einen physikalischen Zerfall der Virionen, oder einen Verlust der Infektiositat,
als fur eine weitere Virusaufnahme in Zielzellen als dem Hauptgrund fiir die beobachtete

Abnahme der Titer kontaminierender Viren im Zeitverlauf.

Obwohl bereits deutliche Mengen kontaminierender lentiviraler Vektoren in den Transwell-
Experimenten nachgewiesen werden konnten, ist die Zahl infektidser Virionen unter in vivo
Bedingungen wie bei der Transplantation eventuell noch wesentlich héher. In den Transwell-
Versuchen kdénnen nur die Viren, die sich von den Kardiomyozyten ablésen und durch die
Transwell-Membran zu den HEK293T-Zellen gelangen und diese transduzieren,
nachgewiesen werden. Dagegen sollte bei den in vivo Bedingungen nahezu jeder virale
Partikel, der noch auf den transduzierten Zellen haftet, nach Transplantation direkten Kontakt

zu einer Empfangerzelle haben und diese theoretisch auch transduzieren kénnen.
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Zwar kann in den jn vivo Transplantations-Experimenten wie schon erwahnt auch eine
Fusion von transduzierten Zellen und Empfangerzellen nicht vollig ausgeschlossen werden,
diese kann aber den Nachweis GFP"*® HEK293T-Zellen in den in vitro Experimenten nicht
erklaren. Es wurde auch von einem direkten Transfer des GFP-Proteins, eine sogenannte
Pseudotransduktion, in andere Zellen berichtet, wobei nicht-transgene Zellen fir bis zu 4
Tage eine grine Fluoreszenz zeigten [197]. Prinzipiell kbnnte auch dieser Mechanismus zu
einer Anfarbung der Empfangerzellen nach Transplantation transduzierter Zellen gefuhrt
haben. Allerdings scheint ein solcher direkter GFP-Transfer in den durchgefihrten
Versuchen eher unwahrscheinlich, da in diesem Fall auch fir stabil transduzierte GFP-

exprimierender Rat-1 Fibroblasten eine solche Ubertragung erwartet wiirde.

Zusammenfassend zeigen die im Rahmen der Promotion durchgefihrten in vitro
Experimente, zusammen mit den Befunden aus den in vivo Versuchen, deutlich, dass eine
Transplantation von Zellen unmittelbar nach einer lentiviralen Transduktion das Risiko einer
unerwiinschten Ubertragung von infektidsen Viren auf die Zellen des Empfangers birgt [180].
Unter Berlicksichtigung dieser Ergebnisse sollten z.B. Experimente zur Differenzierung von
Stammzellen, bei denen diese direkt nach Transduktion transplantiert [179,198] oder
kokultiviert wurden [66], kritisch betrachtet werden, da falsch-positive Resultate als Folge
eines Virus-Transfers maglich sind. Fir Versuche, bei denen sich eine sofortige Verwendung
der transduzierten Zellen nicht vermeiden Iasst, sollte in entsprechenden
Kontrollexperimenten unter moglichst dhnlichen Bedingungen das Ausmal} kontaminierender

viraler Partikel Gberprift werden.

Weiterhin ist die im Rahmen der Dissertation demonstrierte Ubertragung von infektidsen
Viren durch transduzierte Zellen auch im Hinblick auf die gentechnische Sicherheit bei der
Verwendung von Lentiviren, und vermutlich auch von anderen Retroviren, sowohl
experimentell als auch klinisch von Bedeutung. Zum einen missen Zellen nach einer
Transduktion eventuell langer als bisher angenommen unter den Bedingungen eines S2-
Labors weiter kultiviert werden, bis von ihnen definitiv nicht mehr die Gefahr der Ubertragung
infektioser Viren ausgeht. Zum anderen sollte auch die klinische Anwendung frisch
transduzierter Zellen, wie z.B. hamatopoetischer Stammzellen fiir eine ex vivo Gen-Therapie
[199] 4uRerst kritisch Uberdacht werden, da auch hier eine Ubertragung infektidser Viren mit

den transduzierten Zellen in den Patienten nicht ausgeschlossen werden kann.
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4.2 Versuche zur kardialen Differenzierung von EPCs

Bei einer Reihe von Herzerkrankungen einschlieBlich ischamischer Schadigungen des
Herzens nach einem Infarkt gibt es bisher keine therapeutischen Ansatze, die eine
Regeneration des geschadigten Gewebes ermdglichen. In diesem Bereich stellt die
Transplantation von Zellen moglicherweise eine Alternative zu konventionellen
Behandlungsmethoden dar. Da adulte Kardiomyozyten nach dem derzeitigen Wissensstand
kein signifikantes Potential fiir eine Proliferation besitzen, werden zur Zeit andere Zelltypen,
besonders Stammzellen auf ihre Eignung als Quelle fir transplantierbare Kardiomyozyten
untersucht. Obwohl klinische Studien bereits geringfligige, aber anscheinend signifikante
Funktionsverbesserungen der Herzleistung nach Transplantation von verschiedenen Stamm-
/ oder Progenitorzellpopulationen gezeigt haben [43], ist bisher nicht klar, ob parakrine
Mechanismen, die Bildung von Endothelzellen als Beitrag zur Angiogenese oder
Differenzierung der transplantierten Zellen in Kardiomyozyten fir diese Beobachtungen

verantwortlich sind.

Fir die im allgemeinen als ,Endotheliale Progenitorzellen, EPCs* bezeichneten
mononuklearen Zellen aus dem Blut, die durch ihre Adharenz an Plastik-Zellkultur-Gefalte
isoliert wurden, haben Studien belegt, dass es sich hauptsachlich um nicht-proliferierende
DilAcLDLP*® / UEA-1P°° aktivierte Monozyten bzw. Makrophagen-artige Zellen handelt, die
Angiogenese-fordernde Faktoren wie ,vascular endothelial growth factor, VEGF*“ und
.hepatocyte growth factor, HGF* freisetzen kénnen [70]. Allerdings enthalten diese Zellen
auch einen kleinen Anteil an sogenannten ,late outgrow endothelial cells®, bei denen es sich
tatsachlich um proliferierende endotheliale Progenitorzellen handelt [184]. In vivo Studien
zeigen klar eine EPC-abhangige Steigerung der Neovaskularisierung [61,63], es wird zur Zeit
intensiv untersucht, ob die Freisetzung von Zytokinen oder eher eine Differenzierung in

funktionelle Endothelzellen fiir diesen Effekt hauptverantwortlich ist.

Kirzlich wurde darlber hinaus eine ,effiziente Transdifferenzierung von humanen
Endothelialen Progenitorzellen in funktionelle Kardiomyozyten® beschrieben [67]. Humane
mononukleare Zellen des peripheren Bluts (PBMCs) wurden durch Zentrifugation Uber einen
Dichte-Gradienten isoliert, fur 3 Tage in Endothelzellmedium kultiviert, dann markiert und
schliellich mit neonatalen Rattenkardiomyozyten kokultiviert, wodurch die kardiale
Differenzierung der ,EPCs® induziert werden sollte. Diese Befunde sollten im Rahmen der
vorliegenden Dissertation kritisch beleuchtet und auf die zugrunde liegenden Mechanismen

untersucht werden.
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Die im Rahmen der Promotion durchgefiihrten Versuche zeigten in Praparationen humaner
EPCs nach 3 Tagen Kultivierung fir nahezu 100% der Zellen eine Aufnahme von AcLDL und
eine Bindung des Lektins UEA-1. Dieses Ergebnis war unabhangig von den gewahlten
Kulturbedingungen, wie der Beschichtung der Zellkulturgefalle oder dem verwendeten
Endothelzellmedium und entsprach damit dem fir EPC-Praparationen beschriebenen
Phanotyp [70]. Obwohl es sich bei den isolierten Zellen nach nur 3 Tagen in Kultur mit
Sicherheit zu einem grof3en Anteil um Monozyten bzw. Makrophagen handelte, zeigten viele
Zellen eine langliche, spindelférmige Morphologie, ahnlich kultivierten, nicht-konfluent

wachsenden Endothelzellen.

In den Kokulturen von humanen EPCs und Kardiomyozyten nahm die Lange und Oberflache
der markierten EPCs leicht zu, allerdings veranderten sich auch EPCs, die ohne
Kardiomyozyten kultiviert wurden, zu einem gewissen Grad. Da nicht beschrieben und auch
nicht anzunehmen ist, dass EPCs alleine spontan kardial differenzieren, und da die
durchschnittliche Groflie der Kardiomyozyten signifikant hoher lag als die der kokultivierten
EPCs, kann eine Zunahme der ZellgroRe per se kaum als Beweis einer kardialen
Differenzierung angesehen werden. Die zu beobachtenden morphologischen Veranderungen
konnen genauso auch auf einer Abflachung der Zellen und der Bildung von Zellauslaufern

beruhen, die mit einer Differenzierung der EPCs zu Endothelzellen verbunden sind.

Um das Potential der EPCs zur kardialen Differenzierung naher zu untersuchen, wurden sie
mit dem rot fluoreszierenden Farbstoff Dil markiert und fur Kokulturen mit Kardiomyozyten
eingesetzt, diese wurden anschlieBend mikroskopisch untersucht. Die Markierung der EPCs
erfolgte zunachst, wie von Badorff et al. beschrieben, durch Dil-markiertes, acetyliertes low-
density-Lipoprotein (LDL). Dieses wird von Endothelzellen, aber auch von Monozyten und
Makrophagen, nach Bindung an Scavenger-Rezeptoren aufgenommen und in die
Zellmembran integriert. Laut Angaben verschiedener Hersteller (Molecular Probes bzw.
CellSystems) ist die Dil-Kkomponente dabei nicht kovalent an das LDL gebunden, sondern
nur mit diesem assoziiert. Das LDL wird letztendlich in den Lysosomen der Zelle
verstoffwechselt, wenn dort die aufgenommenen Komplexe dissoziieren, ist theoretisch die
Méglichkeit einer unerwiinschten Farbstoff-Ubertragung des Dil auf unmarkierte Zellen
gegeben. Obwohl Kontroll-Experimente keine solche Farbstofflibertragung tber das Medium
zeigten, wurden deshalb alternativ Farbungen mit dem Membranfarbstoff Vybrant™ CM-Dil
durchgefiihrt, der kovalent an Zellmembrankomponenten bindet, wodurch das Risiko eines
Farbstofftransfers auf Kardiomyozyten zumindest theoretisch reduziert wird. In einer Reihe
von Experimenten wurden Kokulturen wie von Badorff et al. [67] beschrieben, sowie mit

einigen Variationen durchgefihrt. Eine potentielle Differenzierung der EPCs zu
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Kardiomyozyten wurde nach Gegenfarbung flir verschiedene herzspezifische Proteine

analysiert.

Die zunachst erhaltenen Ergebnisse gleichen den von Badorff et al. [67] beschriebenen
Daten. EPCs integrieren in den konfluenten Monolayer aus Kardiomyozyten und
Fibroblasten, einige Zellen zeigen dabei auch rhythmische Bewegungen, diese beruhen aber
bei genauerer Betrachtung vermutlich auf einer mechanischen Kopplung von EPCs an
kontrahierende Kardiomyozyten. Die von Badorff et al. [67] beschriebene Ausbildung von
Gap Junctions zwischen EPCs und Kardiomyozyten bestatigt andere Berichte Uber Gap
Junctions auf Endothelzellen [200,201], sie ist daher nicht unbedingt ein Zeichen fir die
elektrische Kopplung zweier kardialer Zellen und belegt an sich keine Differenzierung der

EPCs zu Kardiomyozyten.

Ahnlich wie bei Badorff et al. wurden bei der Analyse der Kokulturen im
Fluoreszenzmikroskop zunachst anscheinend Dil**® Kardiomyozyten beobachtet. Allerdings
zeigte eine genauere Untersuchung, dass ein Groflteil der anscheinend Dil"*®
Kardiomyozyten nicht Kardiomyozyten zeigt, die aus humanen EPCs entstanden sind,
sondern Kardiomyozyten, die Uber oder unter EPCs oder EPC-Fragmenten liegen. Solche
Bilder wurden, wie in Abbildung 3.19 gezeigt, in die Kategorien | und Il eingeteilt. Bei der
Analyse anscheinend doppelt-gefarbter Kardiomyozyten der Kategorie lll wurden dagegen
die Grenzen der konventionellen zweidimensionalen Immunfluoreszenz-Mikroskopie
deutlich. Die erhaltenen Bilder doppelt-gefarbter Kardiomyozyten lieen sich weder als echte
differenzierte EPCs mit Dil-Markierung und kardialer Marker-Expression noch zweifelsfrei als

Ubereinander liegende Zellen identifizieren.

Dagegen zeigte eine dreidimensionale Analyse mithilfe des konfokalen Laser-Scan-
Mikroskops flr die Mehrheit der doppeltgefarbten Ereignisse der Kategorie I, dass

Kardiomyozyten einfach Uber oder unter Dil-markierten EPCs oder EPC-Fragmenten lagen.

Fir eine Minderheit der Kategorie Il Ereignisse erlaubten allerdings auch die
dreidimensionalen Abbildungen keine zweifelsfreie Interpretation der Bilder, wodurch die
Schwierigkeiten bei der Analyse von Differenzierungen in Kokultur-Ansatzen mithilfe
mikroskopischer Methoden verdeutlicht wurden. Auch mit Hilfe kofokaler Lasermikroskopie
war es in einigen Fallen nicht moglich, zwischen einer Transdifferenzierung von Dil-
markierten EPCs und Fusion von Dil-markierten EPCs oder EPC-Fragmenten mit
Kardiomyozyten zu unterscheiden. Die Tatsache, dass ahnliche Beobachtungen

anscheinend doppelt-gefarbter Zellen auch in Kokulturen gemacht wurden, fir die kein
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Potential flr eine kardiale Differenzierung angenommen werden kann, belegt dass auch
andere Mechanismen als eine Transdifferenzierung fur eine Detektion Dil-gefarbter
Kardiomyozyten verantwortlich sein kédnnten. Entsprechende Ergebnisse wurden sowohl mit
einer immortalisierten Fibroblastenzelllinie als auch bei Kokultur von Kardiomyozyten mit
terminal differenzierten Typ Il Pneumozyten-ahnlichen MLE-12-Zellen erzielt. Eine
Ubertragung des Farbstoffes (iber das Medium wurde zwar nicht gezeigt, allerdings handelt
es sich bei Makrophagen, die einen Grofteil der sogenannten ,EPC“-Praparationen
ausmachen um einen der fusogensten Zelltypen Uberhaupt [202]. Eine Fusion vitaler EPCs
mit Kardiomyozyten scheint vermutlich in den durchgefuhrten Versuchen keine gro3e Rolle
zu spielen, da in diesem Fall eine kardiale Genexpression der humanen Zellen zu erwarten
gewesen ware, die aber nicht gezeigt werden konnte (Abb. 3.25). Stattdessen erscheint eine
Fusion von Dil-markierten Fragmenten abgestorbener ,EPCs“ mit Kardiomyozyten oder das
Anhaften solcher Fragmente an Kardiomyozyten wahrscheinlicher, die fiir ihre sehr adhasive

Zelloberflache bekannt sind.

Neben Artefakten wie in den Abbildungen 3.20 und 3.21 gezeigt, wurden in der Umgebung
von vitalen Kardiomyozyten eine betrachtliche Anzahl kleiner, spharischer Zellen beobachtet,
die sich o-Aktinin®® darstellten und gleichzeitig eine rote, Dil-dhnliche Fluoreszenz zeigten
(Abb. 3.22). Diese Zellen oder Zytosome waren sowohl in den Kokulturen als auch in reinen
Kardiomyozyten-Kulturen vorhanden. Die Zahl dieser Zellen nahm mit dem Alter der Kulturen
zu. Mithilfe des konfokalen Laser-Scan-Mikroskop konnte gezeigt werden, dass die Mehrheit
dieser Zellen einen stark kondensierten Zellkern hatten, wie er flr apoptotische Zellen
typisch ist. Darliber hinaus wurden auch a-Aktinin®®® Zytosome mit dhnlichen Eigenschaften
beobachtet, die anscheinend gar keinen Zellkern besalRen. Da bekannt ist, dass absterbende
Zellen eine starke Autofluoreszenz zeigen, und da keinerlei Querstreifung in den kleinen
kugeligen a-Aktinin*® Zellen bzw. Zytosome zu erkennen war, lag die Vermutung nahe, dass
es sich bei diesen Zellen vermutlich um absterbende oder tote Kardiomyozyten handelt, bei
denen die kontraktilen Strukturen bereits stark desorganisiert sind. Das Auftreten von
Autofluoreszenz in alternden Kardiomyozyten-Kulturen ist schon seit langerem bekannt und
wurde z.B. von Gao et al. beschrieben [203]. Zusammenfassend weisen die oben
dargestellten Ergebnisse darauf hin, dass zumindest ein deutlicher Anteil der detektierten
doppelt-positiver Zellen in den Kokulturen nicht die Folge einer Transdifferenzierung von

humanen EPCs ist.

Um zu Uberprifen, ob die mikroskopisch nachgewiesenen autofluoreszierenden Zellen auch
die durchflusszytometrischen Ergebnisse von Badorff et al. erklaren kénnen, wurden EPCs

mit Kardiomyozyten kokultiviert und anschlielend durchflusszytometrisch untersucht. Die
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Kardiomyozyten wurden dazu mit einem herzspezifischen Antikdrper gegen sarkomerisches
o-Aktinin angefarbt. Im Gegensatz zu den von Badorff et al. durchgeflihrten Versuchen
wurden die humanen Zellen nicht mit einem PE-gekoppelten Antikorper gegen HLA-DR, ein
MHC Klasse Il Antigen, identifiziert, da MHC Klasse I|I-Moleklle weder von humanen
Kardiomyozyten [204] noch Rattenkardiomyozyten [205] exprimiert werden, und es deshalb
auch zweifelhaft ist, ob aus EPCs differenzierte humane Kardiomyozyten MHC Klasse |l
Moleklle tragen wurden. Stattdessen wurden die EPCs vor der Kokultivierung mit
Kardiomyozyten mit dem roten Membranfarbstoff CM-Dil markiert. Wie von Badorff et al.
berichtet, nahm der Anteil der Zellen, die flir sarkomerisches o-Aktinin positiv waren und
gleichzeitig eine rote Fluoreszenz zeigten, wahrend der Kokultivierung von Tag 0 zu Tag 6
zu. Allerdings zeigten auch Kokulturen mit unmarkierten EPCs und sogar reine
Kardiomyozyten-Kulturen ebenfalls eine Zunahme o-Aktinin®*® Zellen mit einer Dil-dhnlichen
roten Autofluoreszenz (Abb. 3.23).

Zusatzlich zur bereits diskutierten Autofluoreszenz kénnten bei der durchflusszytometrischen
Analyse der Kokulturen noch weitere Mechanismen, wie z.B. eine Farbstoffubertragung von
markierten EPCs, Fusion von Kardiomyozyten mit EPCs oder EPC-Fragmenten oder einfach
eine unvollstdndige Trennung der einzelnen Zellen durch die Trypsinbehandlung vor der
Messung flir die Detektion von doppelt-positiven Ereignissen verantwortlich sein. Da die
doppelt-positiven Ereignisse sowohl bei der Verwendung eines grin fluoreszierenden
Cy2™-markierten Sekundarantikérpers zur Detektion von sarkomerischem o-Aktinin, als
auch mit einem Cy5TM-markierten auftraten, kann ausgeschlossen werden, dass die im
Rahmen dieser Dissertation beschriebenen durchflusszytometrischen Ergebnisse,
insbesondere an nicht-Dil markierten Kulturen, in einer Uberlappung von Emissionsspektren
begriindet liegen. Rot fluoreszierende Farbstoffe und das bei einer wesentlich hoheren
Wellenlange emittierenden Cy5™ werden im FACSCalibur-Gerét durch zwei verschiedene

Laser zeitversetzt angeregt und auch nacheinander detektiert.

Obwohl die im konfokalen Laser-Scan-Mikroskop beobachteten kondensierten Zellkerne der
autofluoreszierenden Zellen typisch fiir apoptotische Zellen sind, wurde in einem TUNEL-
Assay keine Apoptose nachgewiesen. Als zusatzlicher Ansatz zum Nachweis von Apoptose
und/oder Nekrose der Zellen, wurden die Kardiomyozyten-Kulturen im Elektronenmikroskop
untersucht. Mithilfe dieser Methode konnte eine betrachtliche Anzahl von Zellen in der
Umgebung von Aggregaten vitaler Kardiomyozyten aufgrund ihrer Morphologie als
nekrotische Kardiomyozyten identifiziert werden (Abb. 3.24), die den im konfokalen Laser-
Scan-Mikroskop beobachteten autofluoreszierenden Kardiomyozyten gleichen. Ob es sich

dabei tatsachlich wie vermutet um die gleichen Zellen handelt, wurde bisher nicht gezeigt, flr
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diesen Nachweis wiirde sich z.B. eine Farbung der Schnitte mit Gold-markierten Antikérpern

gegen kardiale Proteine anbieten.

Um abschlieBRend auch auf molekularer Ebene nach Hinweisen auf eine kardiale
Differenzierung der humanen EPCs zu suchen, wurden spezies-spezifische RT-PCRs fiur die
Detektion humaner herzspezifischer Transkriptionsfaktoren etabliert. Da diese PCRs mit
einer Nachweisgrenze von maximal 100 Template-Molekilen pro PCR-Absatz sehr sensitiv
waren, sollte mithilfe dieser Methode auch eine geringe Expression in einem kleinen Teil von
transdifferenzierten oder auch fusionierten Zellen messbar sein. Die Transkriptionsfaktoren
GATA-4, Nkx2.5 und FOG-2 wurden als Markergene ausgewahlt, da sie nicht in EPCs
exprimiert werden (auch nicht in den kontaminierenden Zelltypen Monozyten und
Makrophagen) oder in anderen Zelltypen, die aus den EPC-Praparationen hervorgehen
kénnen, wie differenzierten Endothelzellen. Stattdessen ist die Expression dieser
Transkriptionsfaktoren relativ  spezifisch auf humane Kardiomyozyten in allen
Entwicklungsstufen beschrankt. Von den drei ausgewahlten Genen zeigt Nkx2.5 die friiheste
Expression bereits im frihen Herzfeld, dem ,Cardiac Crescent” [75]. Es wird in allen
Entwicklungsstadien und im adulten Herz exprimiert und ist zumindest in
P19-Karzinomzellen flr die Festlegung der mesodermalen Zellen auf eine Entwicklung zu
Herzmuskelzellen essentiell [206]. Eine Expression von GATA-4 kann zuerst im linearen
Herzschlauch detektiert werden, es wird auf3er in Kardiomyozyten auch vom Eptithel des
Intestinaltraktes, primitivem Endoderm und den Gonaden exprimiert [207]. Die Expression
von FOG-2, dem Bindungspartner von GATA-4, setzt wdhrende der Auffaltung der
Herzschleife ein. FOG-2 wird hauptsachlich im Herzen exprimiert, sowie im Nervensystem
und im Hoden, aber auch in geringen Mengen in Lymphozyten [187]. Beide Faktoren,

GATA-4 und FOG-2 kénnen auch im adulten Herzen nachgewiesen werden [208].

Wie in der Abbildung 3.25 gezeigt, konnte in den Kokulturen keine Expression von GATA-4
und Nkx2.5 nachgewiesen werden, unabhangig davon, welches FCS fur die Kultivierung
verwendet wurde. Im Gegensatz dazu zeigte sich in einigen Fallen eine kaum nachweisbare
Expression von FOG-2. Allerdings scheint diese sehr schwache FOG-2-Expression nicht die
Anwesenheit humaner Kardiomyozyten widerzuspiegeln, sondern eher eine Kontamination
humaner EPC-Praparationen mit anderen Zellen wie Lymphozyten, die ebenfalls FOG-2

exprimieren [187].

Zusammenfassend konnten im Rahmen der vorliegenden Dissertation keine Beweise flr
eine Differenzierung von adulten humanen EPCs aus dem peripheren Blut in

Kardiomyozyten nach Kokultivierung mit neonatalen Rattenkardiomyozyten erbracht werden.
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Obwohl nicht ganz ausgeschlossen werden kann, dass geringfiigig abweichende Protokolle
zu den unterschiedlichen Ergebnissen gefuhrt haben kdnnten, zeigen die im Rahmen der
Promotion durchgefuhrten Versuche deutlich, dass die ubliche Zwei-Farben-Analyse im
Durchflusszytometer und konventionelle zweidimensionale Immunfluoreszenz-Mikroskopie
nicht ausreichen, um eine Transdifferenzierung in Kokultur-Experimenten zweifelsfrei zu
belegen oder auch auszuschlieRen. Eine Reihe von z.T. methodisch bedingten Artefakten,
sowie die im Zusammenhang mit der Verwendung von Fluoreszenzmarkierungen bisher
nicht berlcksichtigte starke Autofluoreszenz von Kardiomyozyten, kénnen leicht zu falsch-
positiven Ergebnissen fihren. Auch die dreidimensionale konfokale Mikroskopie stdf3t bei der
Beurteilung solcher Ereignisse an ihre Grenzen. Daten zur Differenzierung von Zellen in
Kokultur-Systemen, die mithilfe dieser Methoden generiert wurden, sollten deshalb kritisch

beurteilt und durch weitere Untersuchungen bestatigt werden.
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4.3 Versuche zur kardialen Differenzierung von MSCs

Die Induktion kardialer Genexpression in mesenchymalen Stammzellen durch Behandlung
mit 5-Azacytidin, die unter anderem fiir Zellen aus der Ratte beschrieben wurde [33], sollte
im Rahmen der vorliegenden Dissertation Uberprift werden, da eine solche Differenzierung
umstritten ist und fir nicht immortalisierte Zellen bisher nicht gezeigt werden konnte [34].
Zum einen sollten zu diesem Zweck die generierten Lentiviren zur Detektion kardialer
Differenzierung zur Transduktion von rMSCs verwendet werden, zum anderen sollten

aullerdem die Lentiviren zur Induktion einer solchen Differenzierung getestet werden.

In den verwendeten primaren rMSCs zeigten sich auch 4 Wochen nach der Behandlung mit
10 uM 5-Azacytidin keine morphologischen Veranderungen wie eine Bildung von Myotuben
oder spontane Kontraktionen der Zellen, wobei die von Makino et al. beschriebene
Ausbildung von Myotuben [26] auch eher fur Skelettmuskeln als fur Kardiomyozyten
charakteristisch gewesen ware. Tatsachlich konnte aber in den rMSCs eine schwache
Expression von ANF, MLC2v (siehe Abb. 3.26) und GATA-4 mittels RT-PCR gezeigt werden,
dagegen kam es nicht zu einer nachweisbaren Expression von a-MHC und MLC2a. Die
Expression einiger kardialer Gene bei gleichzeitiger Abwesenheit anderer Marker konnte
darauf hinweisen, dass keine gerichtete Differenzierung zu Kardiomyozyten induziert wird.
Stattdessen ware denkbar, dass die Behandlung mit 5-Azacytidin durch dessen Einfluss auf

eine Hypomethylierung der DNA eventuell zur Aktivierung einzelner Gene fiihrt.

Die Anwendung der LentiShuttle-Vektoren zur Uberexpression von GATA-4 und Nkx2.5
fiihrte dabei zu keiner signifikanten Anderung des Expressionsmusters. Bei einer lentiviralen
Expression von Nkx2.5 konnte in den durchgeflihrten Versuchen in der RT-PCR keine
MLC2v-Expression nachgewiesen werden, allerdings ist die entsprechende Bande auch in
den anderen Ansatzen sehr schwach, so dass die gebildete Menge der MLC2v-RNA

eventuell dicht an der Nachweisgrenze der RT-PCR liegt.

Die Transkriptionsfaktoren Nkx2.5 und GATA-4 spielen normalerweise eine grol3e Rolle bei
der Aktivierung der Expression von ANF und MLC2v [86,88,96], allerdings wurde im Rahmen
der durchgefuhrten Versuche weder fir Nkx2.5 noch fur GATA-4 gezeigt, dass nach einer
Transduktion mit den entsprechenden lentiviralen Vektoren neben der RNA auch funktionelle
Proteine gebildet werden. Dies kdnnte z.B. durch die Verwendung spezifischer Antikdrper
Uberpruft werden, wobei die volle Funktionalitat der Transkriptionsfaktoren in Bezug auf ihre
Fahigkeit zur Bindung an die DNA und Wechselwirkung mit anderen Faktoren nur in
weitergehenden Untersuchungen (wie z.B. einem Gel-Shift-Assay oder nach Uberexpression

der Faktoren in Nkx2.5- bzw. GATA-4-defizienten Zellen/Tieren) bestatigt werden kénnte.
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Dass im vorliegenden Fall kein Einfluss der Transkriptionsfaktoren beobachtet wurde, kdnnte
weiterhin auch auf Unterschiede zwischen den verschiedenen Spezies zuriickzufihren sein:
Ob eine Uberexpression der humanen kardialen Transkriptionsfaktoren prinzipiell einen
Einfluss auf Zellen der Ratte austiben kann, ist bisher nicht geklart. Eventuell ergeben sich
daher abweichende Ergebnisse fir humane Zellen, dies wurde im Falle der MSCs aber
bisher nicht untersucht. Eine Verwendung der generierten Konstrukte zur Uberexpression
von humanem Nkx2.5 und GATA-4 ist im Rahmen weiterflihrender Studien nicht nur fir
humane MSCs geplant, sondern auch fur MSCs sowie ES-Zellen aus Rhesus-Affen, da bei
diesen Spezies starkere Homologien der herzspezifischen Genexpression und -regulation

als in der Kombination human / Ratte angenommen werden kdnnen.

Bei der Verwendung der generierten LentiShuttle-Vektoren Ce huANFp hrGFP WPRE bzw.
Ce huMLC2vp hrGFP WPRE zur Detektion einer kardialen Differenzierung konnte die in der
RT-PCR nachgewiesene Expression von ANF und MLC2v nicht bestatigt werden. Fur alle
transduzierten Zellen zeigte sich schon zu Beginn der Versuche eine schwache Fluoreszenz,
die sich nach der Behandlung mit 5-Azacytidin nicht signifikant steigerte. Die Intensitat der
Fluoreszenz entsprach dabei der bereits beobachteten unspezifischen Fluoreszenz von
Fibroblasten in Kardiomyozyten-Kulturen, die mit lentiviralen Vektoren mit herzspezifischen
Promotoren transduziert wurden. Auch hier zeigte sich nach Transduktion mit pLentiShuttle
Ce MLC2vp hrGFP WPRE eine etwas starkerer Hintergrund als mit pLentiShuttle Ce ANFp
hrGFP WPRE. Da im Verlauf der Kultivierung aul’erdem keine Verdnderung der
Fluoreszenzintensitat beobachtet wurde, scheint es sich auch in den rMSCs um eine

unspezifische Hintergrundfluoreszenz zu handeln.

Es ware daher mdglich, dass in der RT-PCR erhaltenen Signale auf eine Expression von
ANF und MLC2v auf einem niedrigen Niveau in vielen Zellen hinweisen. Dieses Niveau hat
demnach vermutlich nicht ausgereicht, um auch in den zuvor getesteten, in Kardiomyozyten
funktionellen Reporterkonstrukten eine messbare GFP-Expression zu bewirken. Falls in den
mit 5-Azacytidin behandelten Kulturen einzelne stark exprimierende Zellen vorhanden
gewesen waren, die in der RT-PCR ebenfalls nur zu schwachen Banden fiihren sollten,
waren sie vermutlich auch mit den LentiShuttle-Vektoren aufgrund ihrer starkeren

Fluoreszenz identifiziert worden.

Obwohl die Eignung der mithilfe des LentiShuttle-Systems generierten LentiShuttle-Vektoren
als Nachweissystem zur Detektion kardialer Genexpression in Kardiomyozyten im Rahmen
der Promotion erfolgreich demonstriert werden konnte, steht ihr Einsatz zur Uberwachung

von Differenzierungsvorgangen in Stammzellen noch aus.
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Neben der Detektion kardialer Differenzierung in adulten Stammzellen ist innerhalb der
Arbeitsgruppe auch die entsprechende Anwendung der im Rahmen der vorliegenden
Dissertation entwickelten Vektoren in embryonalen Stammzellen aus Maus und Rhesus-Affe
geplant. Noch ist unklar, wie hoch die ANF- und MLC2v-Expression in den aus Stammzellen
generierten Kardiomyozyten im Vergleich zu den fir die Testung der Vektoren verwendeten
Rattenkardiomyozyten tatsachlich ist. Deshalb kdnnte auch hier die Hoéhe der Expression
kardialer Gene und Transkriptionsfaktoren in den differenzierenden Zellen einen

limitierenden Faktor fiir die Sensitivitat des Nachweissystems darstellen.
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Anhang

6 Anhang

Malstabsgetreue Abbildungen der generierten pLentiShuttle-Vektoren zur Herstellung

replikationsdefizienter Lentiviren, die zirkularen Plasmide sind hier linearisiert dargestellt.

pLentiShuttle-Vektoren mit ubiquitdren Promotoren:

pLentiShuttle hrGFP WPRE 9817 bp — 4610 bp _|

Abklrzungen:  Amp r, Ampicillinresistenz-Gen; cPPT, central pulypurine tract; gpt, Guanin-
Phosphoribosyltransferase-Gen; LTR, Long terminal repeat; ori, origin of replication / Replikationsstartpunkt; pA,
Polyadenylierungssignal; ¥, psi /packaging signal/Verpackungs-signal; RRE, rev responsive element; SA,
Spleissakzeptorstelle; SD, Spleissdonorstellen; SIN LTR, selbst-inaktivierende LTR; SV40/E, simian virus 40
Promotor/Enhancer.
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Anhang

pLentiShuttle-Vektoren mit kardialen Promotoren:

Ceu |

pLentiShuttle Ce hCA hrGFP WPRE 10799 bp } 5592 bp |

pLentiShuttle-Vektoren zur Expression kardialer Transkriptionsfaktoren:

-Ce
RRE kAl

Pl-Sce |

pLentiShuttle CMV Nkx2.5 9978 bp 4771 bp
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Abkurzungen

Abkilirzungen

°C
AIDS

ANF
ATPase

Bcp
bp
BSA

bzw.

CA
cDNA
Ce
CIP
CMV
cPPT
CSS

DAPI
DEPC
dest.
d.h.
Dil
DMEM
DMSO
DNA
DNAse
dNTP
DTT
E. coli
EB
EDTA
eGFP
EPC

et al.

Grad Celsius

»+Acquired Immunodeficiency Syndrom”,
erworbenes Immunschwache-Syndrom

Atrialer Natriuretischer Faktor
Adenosintriphosphatase
Bromchlorpropan

Basenpaare

Bovines Serumalbumin
beziehungsweise

Konzentration

,Cardiac Actin“, kardiales a-Aktin
~Copy“- oder komplementare DNA
CMV-Enhancer

»Calf intestinal phosphatase*
Zytomegalie-Virus

“central polypurine tract”

»Cardiac specific sequence®, Sequenz fir kardiale Spezifitat
4'.6-Diamidino-2-phenylindol
Diethylpyrocarbonat

destilliert

das heil3t
1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanine perchlorate
,Dulbecco’s Minimal Essentials Medium*
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleotidtriphosphat
Dithiothreitol

Escherichia coli

»Elution Buffer®, Elutionspuffer
Ethylendiamintetraessigsaure

“Enhanced Green Fluorescent Protein”

,Endothelial progenitor cell“, Endothel-Vorlauferzelle

Let alii“, und andere
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Abkurzungen

FACS

FCS
FITC
FL-1
FL-2
FOG-2
FSC

GFP

h, hu
HIV-1
hrGFP
HUVEC

LDL
LTR

MEF
MHC

min
MLC
mm
M-MLV
MOl
mRNA
MSC

.Fluorescence Activated Cell Sorting*,
Fluoreszenzaktivierte Zellsortierung

fotales Kalberserum

Fluorescein Isothiocyanat

Fluoreszenzkanal 1 im Durchflusszytometer
Fluoreszenzkanal 2 im Durchflusszytometer

,Friend of GATA®- 2

.Forward Scatter‘, Engwinkelstreulicht
Erdbeschleunigung

Gramm

»Green fluorescent protein®, Grlines Fluoreszenz-Protein
Stunde

human

Humanes Immundefizienzvirus 1

Humanisiertes Renilla reniformis. Green Fluorescent Protein
»=Human umbilical vein endothelial cells®,

humane Nabelschnurvenen-Endothelzellen
Immunglobulin der Klasse G

sinfectious units®, infektiése Einheiten

Bezeichnung fiir Kardiomyozyten-Primer

Liter

Luria Broth

“Low density lipoprotein”

“Long terminal repeat”

Molar, mol/L

Milli....

Mikro...

“Myocyte enhancer factor”

.Myosin heavy chain®, Schwere Kette- Myosin oder
“Maijor Histocompatibility Complex”

Minute

-Myosin light chain®, Leichte Kette- Myosin
»-mismatch“, Basenfehlpaarung bei Oligonukleotiden
Moloney Muriner Leukamie Virus

~-multiplicity of infection, Virenzahl pro Zellzahl
messenger-RNA

.Mesenchymal stem cells®, mesenchymale Stammzellen
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Abkurzungen

MSCGM

mu

NLS
NRCM
(o]
ON

PBMCs

PBS
PCR

PD

PEG
PenStrep
PGK

pH

PIC
polyA

r

RNA
RNAse
rPH

rpm
RS-Zellen
RT

RT-PCR
S

SCF

SDS

SIN
SFFV
SMC
SP-Zellen
SRF

SSC

.Mesenchymal stem cell growth medium*

murin

Nano...

.Nuclear localization signal®, Kerntransportsignal

.\Neonatal rat cardiomyocytes®, neonatale Rattenkardiomyozyten
Optische Dichte

Uber Nacht

Promotor

~Peripheral blood mononuclear cells*

Mononukleare Zellen aus dem peripheren Blut

Phosphat-gepufferte Salzlésung

Polymerase Kettenreaktion

Privatdozent

Polyethylenglycol

Penicillin, Streptomycin

Phosphoglyceratkinase

negativer dekadischer Logarithmus der H+-lonenkonzentration
Praintegrationskomplex

Polyadenylierungssignal

Ratte

Ribonukleinsaure

Ribonuklease

.rat prolyl-hydroxylase®, Antigen von Rattenfibroblasten
srounds per minute®, Umdrehungen pro Minute
,Recycling stem cells”

Raumtemperatur oder

Reverse Transkriptase

Reverse Transkription - Polymerase Kettenreaktion
Sekunde

~Stem cell factor®, Stammzellfaktor
Natriumdodecylsulfat

selbst-inaktivierend

~opleen Focus Forming Virus*

»~omooth muscle cells®, Glatte Muskelzellen
~Side-population®-Zellen

~>erum Response factor”

,Side Scatter”, Seiten-Streulicht
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Abkurzungen

Ta
TAE
TRE
TUNEL

u.a.
UEA-1
UTR
uv

VEGF
VSV-G
WPRE

Z.B.
z.T.

Annealingtemperatur

Tris-Acetat-EDTA (-Puffer)

»1hyroid response element*

» rerminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick End Labeling”
Unit, Enzymaktivitatseinheit

unter anderem

Ulex europaeus agglutinin 1

“Untranslated region”

Ultraviolett

Volt

»Vascular endothelial growth factor*
Glykoprotein des Vesikularen Stomatitisvirus

~Woodchuck Hepatitis virus post-transcriptional
regulatory element”

zum Beispiel

zum Teil
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