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1. EINLEITUNG

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Promotor-gestiiatvivo-Markierung und MACS-
Aufreinigung stabil transfizierter embryonaler Stamellen etabliert. Dies kdnnte neue
Ansatze zur Zelltherapie ischamischer Herzerkragkon ermoéglichen. Zum besseren

Verstandnis soll zu Beginn der Arbeit der klinis¢tiatergrund erlautert werden.

1.1. Zelltherapie ischamischer Herzerkrankungen

Kardiovaskulare Erkrankungen sind die haufigste ebotisache in den westlichen
Industrielandern (6). Die Mehrzahl der kardiovagkubedingten Todesfalle wird durch die
koronare Herzkrankheit (KHK) verursacht. In Deutadd verstarben im Jahre 2002 ca.
182.000 Patienten an einem akuten Myokardinfarker odiner chronisch-ischamischen
Herzerkrankung als Folgen einer KHK). Die Letalitat des akuten Infarkts innerhalb der
ersten vier Wochen betragt zwischen 42 und 44%0®).Akutphase Uberlebende Patienten
entwickeln haufig eine ischadmische Kardiomyopatteren Letalitat im Endstadium jahrlich
50% betragt (9). Die allogene Herztransplantatitsy Eherapie der Wahl bei terminaler
Herzinsuffizienz ist aufgrund der geringen Verflidast von Spenderorganen limitiert. Die
racklaufige Zahl der Herztransplantationen in Dehisnd (1999: 481 (10); 2003: 374 (11))
fuhrt zu einer durchschnittichen Wartezeit von cawdlf Monaten (abhangig von
Dringlichkeit, Blutgruppe und Koérpergrof3e) und eihetalitdt gelisteter Patienten innerhalb
einer zwolfmonatigen Wartezeit von 17% (12). Iml&ainer erfolgreichen Transplantation
stellt neben den unerwinschten Wirkungen der ldherganotwendigen immunsuppressiven
Pharmakotherapie eine Insuffizienz des Spenderergaufig ein Problem dar, die sich meist
aufgrund einer Transplantatvaskulopathie entwicke®). Aus diesen Grinden gewinnt die
Forschung an alternativen Therapiemoglichkeiterehorend an Bedeutung.

Ein vielversprechender Ansatz ist die Zelltherapnt Stammzellen zur biologischen
Regeneration des Herzmuskels. Zwar gibt es Indidadir, dass Kardiomyozyten mitotisches
Potenzial besitzen (14); (15); (16); (17); (18)geh ist deren Proliferationsfahigkeit sehr
gering, so dass dadurch ein Zelluntergang bei Mybktarkt nicht kompensiert werden
kann. Vielmehr kommt es zu einer Defektheilung méthologischem Remodelling und
Ersatz des Herzmuskelgewebes durch Narbengewebe, hdafig zu linksventrikularer
Dilatation und Herzinsuffizienz fihrt (19). Wahrersich die etablierten konservativen
Therapiestrategien bislang auf eine Verminderung gathologischen Remodellings
beschranken, wirde die Zelltransplantation die httgkit einer kausalen Therapie eines

ausgedehnten Gewebeverlusts bieten.



Embryonale Stammzellen (20); (21); (22); (23); (22p); (26); (27); (28); (29); (30); (31);
(32) und verschiedene Subtypen adulter StammzellenSkelettmyoblasten (9); (33); (34)
und Knochenmarksstammzellen (35); (36); (37); (889); (40); (41); (42); (43); (44); (45);
(46); (47) wurden in den letzten Jahren in zahencpréklinischen Studien beziglich ihrer
Eignung als Spenderzellen zur myokardialen Regéoneraintersucht (Abb. 1). Jingste
Arbeiten beschreiben die Identifizierungx-vivo-Expansion und Transplantation von
ortstandigen kardialen Stammzellen, die bioptiachfatalen (48); (49) und adulten humanen

Herzen gewonnen wurden (50); (51); (52).

Blut Knochenmark Skelettmuskel Fettgewebe Embryonale
= = F Stammzellen

y ,(' ’(&d— p \ "

|’ ,)‘ B M s * ode

Endotheiale Hamatapostiache Stammezslen Sheletiale Mesenchymele Stammzslen (M5Cs)
Progenilorzell=n (EFCs)  Messackymale Stammeeten (MSCs) Mycklasten “Side-Fopulstion®-Zelen (57)
Umibiikale Stammeellen  “Side-Fopulation*-Zelen (51

Herz
Fesidente kerdiafe
Stammzellen
(505, “Cardospheres®

Abb. 1: Quellen fir die Zelltherapie ischamischer Hrzerkrankungen

In Kklinischen Studien finden skelettale Myoblasteendotheliale Progenitorzellen und unfraktioniertes
Knochenmark Anwendung, wahrend residente kardialam®zellen, mesenchymale Stammzellen aus
Fettgewebe, Nabelschnurblut und Knochenmark sowigbrgonale Stammzellen bisher noch in der
préklinischen Phase untersucht werden.

Abb. modifiziert nach (53)

Embryonale Stammzellen werden aus der inneren ZeBm der Blastozyste gewonnen,
kénnen in undifferenziertem Zustand kultiviert wemdund wegen ihrer Pluripotenz in Zellen

aller drei Keimblatter differenzieren (s. 1.2.).
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Abb. 2: Schematische Darstellung

der Gewinnung pluripotenter

embryonaler Stammzellen

Die Isolation erfolgt im

Morula Blastozyste

Tgsr \Aioche 6.7 Embryogenesestadium der
‘ Blastozyste aus deren innerer
solation der Ze”masse.

inneren Zellmasse (ICM)

Abb. modifiziert nach (54)

Kultivierung

ES-Zellen L

Adulte Stammzellen haben ihren Ursprung im adu@eganismus. Sie weisen nur geringe
Differenzierung auf und sind damit noch nicht erdtgthinsichtlich ihrer spateren Funktion
im Organismus determiniert. Aus adulten Stammzell@mnen sich entweder durch
mitotische Teilung weitere Stammzellen oder durdffeBenzierung spezialisierte Zellen
entwickeln. Dabei sind adulte Stammzellen nicht nptrripotent, d.h. sie kdnnen nicht mehr
alle Korperzellen hervorbringen. Sie besitzen jédowch die Fahigkeit, in mehrere
verschiedene Zelltypen zu differenzieren. Man syrincerbei von Multipotenz.

Obwohl sich in den préklinischen Studien fir emingle Stammzellen ein grolReres
therapeutisches Potenzial gezeigt hatte (s. 1.Xihjten vor allem Sicherheitsaspekte und
praktische Uberlegungen der einfacheren Durchfitkeitadazu, dass die ersten klinischen
Zelltherapiestudien mit adulten Stammzellen vorgemen wurden. Die bisherigen
Ergebnisse und gravierenden Limitationen der adulB&ammzelltransplantationen bei
akutem Myokardinfarkt und chronisch-ischamischemrdi@myopathie sollten einleitend
dargestellt werden, bevor auf die in dieser Disgem verwendete Spezies der embryonalen

Stammzellen eingegangen wird.

1.1.1. Zelltherapie mit adulten Stammzellen

Die klinisch bedeutendste Quelle fur adulte Stamiezestellt das Knochenmark dar, das seit
Jahren erfolgreich zur Therapie leukamischer EH#aragen eingesetzt wird. Dieses enthalt
verschiedene Subtypen von Progenitorzellen widhndimatopoetischen Stammzellen, die sog.
.olde Population” (55), mesenchymale StammzellersQd) (56) und multipotente adulte

Progenitorzellen (MAPCSs), eine Subpopulation dersenehymalen Stammzellen (57).
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Endotheliale Progenitorzellen (EPCs) stammen aums deripheren Blut und werden aus
mononukledren Zellen isoliert. Tab. 1 enthalt eidgsammenstellung humaner adulter
Stammzellen aus Knochenmark und peripherem Bluiesogsidenter kardialer und anderer
gewebestandiger Stammzellen, die als Ressourcendigir Zelltherapie ischamischer

Herzerkrankungen in Frage kommen.

Quelle Zelltyp Charakteristika
Knochenmark Hamatopoetische Stammzellen CD34', CD 45, CD133, c-kit"
(HSCs) Lin’
»Side Population* (SP) Ausschleusen des Farbstaoffeschst 33342 Gber

den Transportkanal ABCG2 (42)

Mesenchymale Stammzellen (MSCs) Auf Fibronectindadhte, nicht hAmatopoetischée
Stromazellen des Knochenmarks
CD44', CD9(, CD105, Stro-1
CD34, CD45, CD133
Multipotente adulte Progenitorzellen Subtyp der MSCs

(MAPCs) Differenzierung zu Zelltypen aller drei
embryonalen Keimblatter
CD45, Glykophorin A (57)

Nabelschnurblut  Umbilikale somatische Stammzellen Subtyp der MSCs
(USSCs) Differenzierung zu Zelltypen aller drei
embryonalen Keimblatter
CD 44; CD90; CD105
CD34; CD45; c-kit (58)

Peripheres Blut Endotheliale Progenitorzellen (EPCs) Isolation mamonuklearen Zellen
ex vivo-Kultivierung
CD31'; CD34; CD133, CD105; KDR", Tie-2'
CD45 (47); (44)

Gewebestandige Residente kardiale Stammzellen Isolation aus Myokardbiopsat
Stammzellen (CSCs; ,Cardiospheres®) ex vivo-Kultivierung
negativ fir hAmatopoetische Marker
hohe Telomerase-Aktivitat
aus adulten Herzen: c-Kit Sca-1-ahnliche
Epitop€, MDR1", KDR1" (15); (59); (50); (51)

aus neonatalen Herzen: ISI{#8); (49)

Skelettmyoblasten Isolation aus Skelettmuskelbibpsa
ex vivo-Kultivierung
CD56'

Tab. 1: Ubersicht der Subpopulationen humaner adukr Stammzellen fiir die Zelltherapie ischamischer

Herzerkrankungen
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Die ersten klinischen kardialen Zelltherapiestudiwaorden mit skelettalen Myoblasten,
unfraktioniertem Knochenmark und endothelialen Britprzellen zur Therapie akuter

Myokardinfarkte und chronisch-ischamischer Herzankungen durchgefihrt (Abb. 2).

Isolation von Ex vivo-Kultur von Ex vivo-Kultur von
Kochenmarkszellen zirkulierenden Zellen Skelettmyoblasten

e
| - Mononukledne ™
Zellen
-
Je

| 3
3-4 Tage 4

Aufreinigung won Muskel-Y |
Gesamt-Knochenmark (BMCs), =35d biopsie
mononuklegren Zellen (MMNCs)
oder Subpopulationen EPCs Myoblasten
— —
Intrakoronare Infusion Katheter-basierte Intraoperative direkte
von Vorlduferzellen aus intramyokardiale Injektion intramyokardiale Injektion
Knochenmark oder Blut von Skelettmyoblasten oder won Skelettmyoblasten oder
)_/\ Vorlduferzellen aus Vorlduferzellen aus
- Knochenmark oder Blut _ Knoechenmark oder Blut

Abb. 3: Prinzipien der in klinischen Studien angewadten Zelltransplantationen adulter Stammzellen
Unfraktioniertes Knochenmark wird nach Aufreinigumgfundiert, wahrend endotheliale Progenitorzellen
(EPCs) aus mononukledren Zellen und Skelettmyoblasieh mehrtagigein vitro-Kultivierung transplantiert
werden. Die Verabreichung der Zellen erfolgt entweite Rahmen einer offenen Operation mit direkter
intramyokardialer Injektion oder mittels Katheteffafiren mit intrakoronarer oder intramyokardialer
Applikation. Abb. aus (53)

1.1.1.1. Klinische Studien mit Skelettmyoblasten

Skelettmyoblasten (Synonym: Satellitenzellen) simdende muskulare Vorlauferzellen, die
aus einem Skelettmuskelbiopsat isoliert und in Wulvermehrt werden kénnen. 2001
berichteten Menasche et al. (60) erstmals Ubetnaptantation autologer Skelettmyoblasten
in ein akinetisches Infarktareal bei einem Patiemte Rahmen einer aortokoronaren Bypass-
Operation. Postoperativ kam es zu einer signifianind persistierenden Verbesserung der
regionalen und globalen Pumpfunktion. Angesichts sienultanen Bypass-Operation ist
jedoch der Effekt der Zelltransplantation schwer kaurteilen. Bei Patienten ohne
gleichzeitige Revaskularisationstherapie reduzaiedes per Katheter in alte Infarktnarben
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injizierten Myoblasten zwar die Symptome der Hesaifizienz, verbesserten jedoch die
globale linksventrikulare Pumpfunktion nicht (6Xpbwohl es in den vorausgegangenen
umfangreichen Tierexperimenten keinen Hinweis aime arrhythmogene Wirkung der
Skelettmyoblastentransplantation  gegeben  hatte, wigkglten  Patienten  nach
Myoblasteninjektion ventrikulare Arrhythmien, die Zodesfallen fuhrten (62). Deshalb ist
fur die gegenwartig in Europa laufende Phase-I8BtUMAGIC (,Myoblast Autologous
Graft in Ischaemic Cardiomyopathy”) die simultaneplantation eines automatischen
Defibrillators (ICD) obligat (63) (64). Nach Myoldteninjektion aufgetretene ventrikulare
Arrhythmien sind wohl auf die ektopische elektrisciAktivitat der transplantierten
Skelettmuskelzellen zurtckzufihren, die keine #an Kontakte mit den Kardiomyozyten
des Empfangerherzens ausbilden (8%).vitro-Experimente zeigten, dass die transgene
Expression des ,,Gap-Junction“-Proteins Conneximi43Arrhythmogenitat humaner Skelett-
myoblasten in Kokultur mit neonatalen Rattenkardiomyten deutlich reduzierten (66).

1.1.1.2. Klinische Studien mit Stammzellen aus defnochenmark

Die gegenwartig am haufigsten verwendete Quelle kliiische Zelltherapiestudien ist das
Knochenmark (67); (68); (69); (70). Hierfir wird rpeAspiration unfraktioniertes
Knochenmark gewonnen, das die heterogenen Subtgpenmononuklearen Zellen wie
hamatopoetische Stammzellen, ,Side Population“efell mesenchymale Zellen und
multipotente adulte Progenitorzellen (Tab. 1) eltiNiach Isolation der Zellen werden diese
ohneex vivo-Expansion injiziert. Alternativ finden endothe&aProgenitorzellen Anwendung,
die aus dem peripheren Blut gewonnen werden urtelsak vivo-Kultivierung in ,Endothel-
spezifischem” Medium selektiert werden (71), bewi# ins Herz injiziert werden. Die
Tabellen 2 und 3 fassen die bisherigen Klinischieli&n zur Stammzelltherapie bei akutem
Myokardinfarkt und chronischer ischadmischer Hermzifisienz zusammen. Die intrakoronare
Infusion von unfraktioniertem Knochenmark oder alierenden endothelialen
Progenitorzellen ist in keiner der Publikationen misatzlichen Komplikationen assoziiert.
Alle bisherigen Studien bei akutem Myokardinfarkeigen — unabhangig vom
transplantierten Zelltyp und der Zellzahl - &hinécErgebnisse nach vier bis sechs Wochen:
einen Anstieg der linksventrikularen Ejektionsfiaktzwischen 7 und 9%, ein vermindertes
enddiastolisches linksventrikuldares Volumen undceeisrbesserte Perfusion im Infarktareal.
Jiingste Daten der TOPCARE-AMI-Studie zeigen magsetranztomographisch, dass die
verbesserte linksventrikulare Pumpfunktion auchlzwbw. 24 Monate nach Transplantation

anhalt und eine reaktive Hypertrophie ausbleibj;(723). Die wenigen bisher durchgefihrten
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prospektiv randomisiert konzipierten Studien mitb@gren Patientenkollektiven liefern
widersprichliche Daten. So zeigen erste ventrikalphgische Daten der in Deutschland
derzeit laufenden multizentrischen REPAIR-AMI-Seideine Verbesserung der globalen
Kontraktilitat in der mit unfraktioniertem Knocheiank behandelten Gruppe gegeniber der
Kontrollgruppe nach vier Monaten (74), wahrend gr dkandinavischen ASTAMI-Studie
nach sechs Monaten signifikante funktionelle Efekicht nachgewiesen werden konnten
(75). Die BOOST-Studie, die bisher einzige randasnis Studie mit Langzeitergebnissen,
fuhrte zwar zu einem Anstieg der globalen linksvigntaren Funktion sechs Monaten nach
Transplantation, nicht jedoch in der 18-Monats-Kole (70).

Studie Zelltyp Zellzahl Patienten Effekte

(x10°)
Strauer et al. BMC 28 20 Regionale Kontraktilitat (LVA)
(67) vs. Ko. vs. 20 Ko. Endsystolisches Volumen (LVA)

Perfusion (Szintigraphiej)

TOPCARE- BMC 213 30 (BMC) BMC: Globale Kontraktilitdt (LVA/MRT)?
AMI bzw. EPCs (BMC) bzw. 29 Vitalitat (PET, MRT)
(68); (72); (76); bzw. (EPCs) Endsystolisches Volumen (LVA)
(73) 16 (EPCs) Koronare Flussreserve (i.c. Doppfer)

EPCs: Globale Kontraktilitat (LVA)
Vitalitat (PET, MRT)}
Endsystolisches Volumen (LVA)

Koronare Flussreserve (i.c. Doppler)

BOOST (70) BMC 2460 30 Globale Kontraktilitat (MRT)
vs. random. Ko. vs. 30 Ko.

Fernandez- BMC 78 20 Globale Kontraktilitat (MRT)

Aviles (77) Endsystolisches Volumen (MR])

Erbs (78) ; (79) EPCs 70 13 Globale Kontraktilitat (MRT)
vs. random. Ko. vs. 13 Ko. Endsystolisches Volumen (MR])

ASTAMI (80) BMC 87 50 Globale Kontraktilitat (MRT, SPECT, Eche)
vs. random. Ko. vs. 50 Ko. Endsystolisches Volumen (MRT, Eche)

Enddiastolisches Volumen (MRT, Eche)

Repair-AMI BMC 236 101 Globale Kontraktilitat (LVA)
(74) vs. random. Ko. vs. 103 Ko.

Tab. 2: Intrakoronare Stammzelltherapie bei akutemMyokardinfarkt
BMC: unfraktioniertes Knochenmark; EPCs: endotheliaProgenitorzellen; LVA: linksventrikulare
Angiographie; MRT: Magnetresonanztomographie; SPEEihzel-Photon-Emissions-Computertomographie;

Ko.: Kontrolle
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Erste Daten zur Zelltherapie bei Patienten mit oiseh-ischamischer Kardiomyopathie legen

einen positiven Effekt nahe, zeigen aber im Veoyletu o.g. Studien bei Patienten mit

akutem Myokardinfarkt weniger einheitliche Ergelseiswas vermutlich auf das heterogenere
Patientenkollektiv zurtickzufiihren ist (Tab. 3).

Studie Zelltyp Zellzahl Patienten  Effekte
(x10)
TOPCARE- BMC 180 44 (BMC) BMC: Globale Kontraktilitatt (LVA, MRT);
CHD (81) vs. EPCs (BMC) vs. 42 (EPCs) ANR
vs. random. Ko. bzw. vs. 23 Ko. EPCs: Globale Kontraktilitdt> (LVA);
21 (EPCs) Globale Kontraktilitét (MRT)
ANP|
IACT (82) BMC 100 30 Globale Kontraktilitat (LVA)t
vs. random. Ko. vs. 20 Ko. Vitalitat (PET) 1
Tse et al. (83) BMC K. A. 8 Regionale Wandbewegund Wanddicke
(MRT) 1
Fuchs et al. (84) BMC 78,3 10 Stress-induziertbdsae (MRT)|
Globale Kontraktilitat (MRT)—
Perin et al. (69); BMC 30 14 Globale Kontraktilitat (LVA, Echd)
(85)

Tab. 3: Stammzelltherapie bei ischamischer Kardiomgpathie
BMC: unfraktioniertes Knochenmark; LVA: linksveriulare Angiographie; MRT: Magnetresonanztomo-

graphie; k. A.: keine Angaben; k. n. A.: keine n&meAngaben

1.1.2. Limitationen der Zelltherapie mit adulten Sammzellen

Obwohl die unter 1.1.1. vorgestellten Kklinischenud#n mit Skelettmyoblasten und
Stammzellen aus dem Knochenmark positive Effekteidmhamischen Herzerkrankungen
nahe legen, sind die Daten dennoch vorsichtig rpretieren. Fir den Grof3teil der Studien
erfolgte weder Randomisierung noch Doppel-Blinduader Placebo-Kontrollen. Die
wenigen randomisiert  durchgefuhrten Studien ltefer widersprichliche funktionelle
Effekte. Zudem fehlen Langzeitergebnisse sowie Datziglich der Effekte auf Morbiditat
und Mortalitdt. Das Schicksal der transplantierZalen ist weiterhin ungeklart. So wurde
bisher weder deren Uberleben noch deren IntegratioMyokard nachgewiesen.

Bezuglich der Sicherheit ist die Transplantatiom Bkelettmyoblasten aufgrund schwerster
Komplikationen in Form von todlichen ventrikular@nrhythmien sehr kritisch zu beurteilen
(s.1.1.1.1)
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In den Zelltherapiestudien mit Knochenmarks-Stamieaze traten zwar bisher keine
schwerwiegenden Nebenwirkungen auf, doch gebensjé@ngraklinische Studien klare
Indizien daflr, dass adulte Stammzellen grundsditziiumorigenes Potenzial besitzen
konnen. Bapat et al. kultivierten Stammzellen desndmen Fettgewebes vitro und
transplantierten diese in Mause, woraufhin sich@dwach intraperitonealer Applikation als
auch Injektion in den Oberschenkel Tumore bilde{®6). Kritisch erscheint in diesem
Zusammenhang insbesondere die Phasendéro-Vermehrung, auch wenn der Zeitraum der
in vitro-Kultur bei den Klinischen Studien zur Zelltherapider isch&mischen
Herzerkrankungen kurzer ist. Bezuglich des tumomge Potenzials kommt dem
Stammzellmarker CD133 eine entscheidende Roll&Spuzeigten Singh et al., dass CD133-
Expression humane Hirntumor-initierende Zellen rkagichnet (87). Singh et al. isolierten
Zellen aus humanem Hirntumor und sortierten diesehrExpression von CD 133. Nach
Injektion von weniger als 100 CD133-positiven Zella das Gehirn vohNlOD-SCID-M&usen
entstanden Tumore, wahrend die Transplantationilzer 18 CD133-negativen Zellen zu
keiner Tumorbildung fihrte. Ob das CD133-Molekitain hamatopoetischen Stammzellen
in Zusammenhang mit Tumorigenitat eine Rolle spwelirde bisher nicht untersucht.

Eine weitere potenzielle Komplikation einer Themmit Knochenmarksstammzellen zeigten
Yoon et al. im akuten Myokardinfarktmodell bei Rait(88). Die intramyokardiale Injektion
von unfraktioniertem Knochenmark ging mit einerramiyokardialen Kalzifizierung im
Periinfarktareal und im normalen Herzmuskelgewebbeg.

Es zeichnet sich immer mehr ab, dass Skelettmywnasid Knochenmarkszellen bezuglich
ihrer Eignung zum kardialen Zellersatz wesentliohitlert sind: Bisher konnte fir humane
Zellen nicht gezeigt werden, dass sie sich zu echtardiomyozyten entwickeln, die die
durch Herzinfarkt irreversibel geschadigten Herzkelzellen ersetzen konnten. Diese
Limitation war flr Skelettmyoblasten, die nach Tgplantation ihren Phanotyp als
Skelettmuskelzellen beibehalten, bekannt (89). diénBublikationen liefern nun klare Daten,
dass die Entstehung von Purkinjezellen und Kardmapien aus Knochenmarkszellen
vielmehr auf Zellfusionen und fehlinterpretiertennunhistochemische Artefakte als auf die
ursprunglich angenommene Féahigkeit der Transdifigegung zuriickzufihren ist (90); (91),
(92), (93), (94); (95); (96), (97), (39).

Die Wirksamkeit von Knochenmarkszellen und Skelgtblasten in préklinischen
tierexperimentellen Studien rechtfertigte zwar demsatz dieser Therapiestrategien fur
klinische Studien, die Frage der potenziellen Medraen der Zelltherapie mit adulten

Stammzellen bleibt aber offen. So konnte im Hasetethosogar die Injektion von
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Fibroblasten, die keinesfalls Kardiomyozyten awknl kdnnen, die diastolische Funktion
verbessern (98) und die systolische Pumpfunktion gieichem Ausmall wie
Skelettmyoblasten und Knochenmarkszellen steig@®y. Diese Daten legen nahe, dass die
funktionellen Effekte der Zelltherapie mit adulteéstammzellen — neben der fur die
endothelialen Progenitorzellen diskutierten Indoktider Angiogenese (100); (47) - am
ehesten auf eine verringerte ventrikulare Dilatatmufgrund der vermehrten Zellmasse
zurlckzufihren sind. Es wird zunehmend klar, dassdenw Skelettmuskelzellen noch
Knochenmarkszellen die beiden wesentlichen Vordamssgen fir eine echte kardiale
Regeneration erfullen: die elektrophysische Kopgluter transplantierten Zellen mit den
Empfanger-Kardiomyozyten und die Fahigkeit, an dderzaktion mittels aktiver
mechanischer Kontraktion mitzuwirken. Diese Limdaen adulter Stammzellen geben in
jungster Zeit zahlreichen Arbeitsgruppen Anstol3)ltyjeen zu untersuchen, die echte
Kardiomyozyten auszubilden imstande sind und datoie Herzmuskelzellen ersetzen
konnten. Dieser Ansatz wird durch bahnbrechendeogffof-the-principle“-Experimente
gestitzt, die zeigten, dass sich humane fetale Zdiben nach Transplantation im
Rattenmodell im myokardialen Narbenareal ansied2&ilkontakte mit den benachbarten
Empféanger-Kardiomyozyten ausbildeten und die likdxikulare Pumpfunktion verbesserten
(101). Weil aber humane fetale Kardiomyozyten wegémscher Einwande, mangelnder
Verfugbarkeit, unzureichender Vermehrungsfahigked immunologischer Antworten nicht
fur die klinische myokardiale Ersatztherapie ind&&ommen, bietet sich eine alternative
Quelle fir Herzmuskelzellen an: embryonale StamiezeDiese pluripotenten Zellen mit der
Fahigkeit, zu samtlichen Zelltypen und somit auchKardiomyozyten zu differenzieren,
gelten gegenwartig als die erfolgversprechendstell®uzur Zelltherapie ischamischer
Herzerkrankungen. So sieht etwa Philippe Menaschder Pionier der
Skelettmyoblastentransplantationen (60), mittlelsveembryonale Stammzellen als die
einzige Mdoglichkeit, das ehrgeizige Ziel der kalelmRegeneration zu erreichen (63). Die
Eigenschaften embryonaler Stammzellen, ihre Ismdatiund ihr kardiovaskulares

Differenzierungspotential sollen im Folgenden datgit werden.

1.2. Charakterisierung und Isolierung embryonalerStammzellen

Nach Vereinigung von Ei- und Samenzelle entstetendbn ersten mitotischen Teilungen
Zellen, die als ,totipotent” bezeichnet werden,. geale einzelne dieser Zellen ist in der Lage,
einen vollstdndigen Embryo mit Plazenta auszubildgiese Fahigkeit verlieren die Zellen

nach gegenwartigem Wissensstand spatestens imlt6tddium. Embryonale Stammzellen

18



werden im Embryogenese-Stadium der Blastozyste d@mren innerer Zellmasse am
Entwicklungstag 2 — 3,5 (Maus) bzw. 5 — 9 (Mengsb)iert. Embryonale Stammzellen sind

durch folgende Kriterien charakterisiert:

* Immortalitdt, d.h. sie sind in der Lage, sich der Kulturschale unbegrenzt in

undifferenziertem Zustand zu teilen (Abb. 4)

Maus ES-Zellkolonie Humane ES-Zellkolonie

Abb. 4: Undifferenzierte murine und humane embryonde Stammzellen in derin vitro-Kultur

 Pluripotenz, d.h. sie besitzen das PotenzialZelltypen aller drei Keimblatter (102)
und Keimzellen (Oozyten und Spermatogonien) zieihzieren (103); (104) (Abb. 5)

Blasiozyste

[ Ektoderm i [ Mesoderm | | Endoderm | polKeimzalien].
e —=
R il

Mautzellen Neurone Figment-. Herz-  Skelell:  Renale  Erythro:  Glate  Pankmas. Schild- Pulmonale Spormn | Eizelien|
deg des Talan maikkel - maskel Tububis- ryben Maisknl Telian driigen-  Alvaakar- Ni
Epidermis  Gehirna Eajian Eeldan iy sollen el zallen "_Wi-lﬂ'l'.'- u
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Abb. 5: Entwicklung von Geweben der drei Keimblatte sowie der Keimbahnzellen im Embryo
Abb. modifiziert nach (105)
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* Hohe Expression des Stammzellmarkers Oct-4 saldalische Phosphatase- und
Telomerase-Aktivitat (Tab. 4).

Humane ES-Zellen zeigen ferner die Expression tyyais Oberflachenmarker von
Primaten-ES-Zellen wie SSEA-3, SSEA-4, Tra-1-60 Tiret1-81 (Tab. 4).

SSEA-1 (106)

SSEA-3/4 + (107);  (108); (109);
(110)

TRA-1-60/81 + (107); (108); (109);
(110)

TRA-2-54 + (107);

Alkalische + (109); (111)

Phosphatase AP

GCTM2 + (108); (112)

CD9 + (112)

CD133/Prominin

(113); (114)

Oct-4

(109); (115)

Nanog + (116); (117)
Sox-2 + (118); (119)
FGF-4 (118)
LIF-Rezeptor +/- (120)
Telomerase + + (109); (121)

Tab. 4: Vergleich der Expression typischer Stammzbharker zwischen murinen und humanen ES-
Zellen

1.2.1. Charakterisierung und Isolierung muriner enbryonaler Stammzellen

Die Isolierung der ersten embryonalen Stammzefiliaus Mausen gelang 1981 (122).
Charakteristisch fur die ES-Zellen ist neben deteuf.2. aufgeflihrten Kriterien, dass nach
Ubertragung in Mausblastozysten die DeszendenteE8eZellen in allen drei Keimblattern
inklusive Keimbahn vorzufinden sind (123). Solangerine ES-Zellen auf inaktivierten
murinen embryonalen Fibroblasten (sog. ,Feedenzgllwachsen und/oder unter Zugabe von
sog. ,Leukaemia Inhibiting Factor* (LIF) kultivienverden, proliferieren sién vitro im
undifferenzierten Zustand (124); (125); (126). N&aitzug von LIF und/oder Entfernen der
.Feederzell“*-Schicht differenzieren ES-Zellen zu llZggregaten, den sog. ,Embryoid
Bodies” (EBs) mit Anteilen aller drei Keimbl&tter32).
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1.2.2. Charakterisierung und Isolierung humaner erbryonaler Stammzellen

Trotz der Kenntnisse mit murinen ES-Zellen gelang dolierung der ersten humanen
Stammzelllinie H9 erst 1998 (109). Sie wurde ausskiich befruchteten Embryonen im
Blastozystenstadium gewonnen und auf inaktiviertearinen ,Feederzellen® (MEFs)
kultiviert. Verschiedene Labors haben seither weitbumane ES-Zelllinien mit Hilfe
ahnlicher Protokolle erzeugt (s. Tab. 5). Im Gegengu murinen ES-Zellen gelang es bisher
fur humane ES-Zellen nicht, sie allein durch Gabe uIF in undifferenziertem Zustand zu

kultivieren.

1.2.2.1. Gesetzliche Auflagen zu Import und Forscimg mit humanen embryonalen
Stammzellen
Bezuglich des Imports und der Forschung mit humdg®+Zellen gelten in Deutschland im
internationalen Vergleich sehr restriktive Bestinmgen. Der Deutsche Bundestag hat sich
am 30. Januar 2002 grundséatzlich fur ein Importvehumaner ES Zellen ausgesprochen und
gleichzeitig beschlossen, ein Gremium einer Zeatral Ethik-Kommission flr
Stammzellforschung einzusetzen, welches in Eintkedféden Import bereits vorhandener
humaner ES-Zellen erlaubt. Grundlegende Regeludgemeuen Stammzellgesetzes (StZG),
das am 28.06.2002 in Kraft trat, sind dabei wigtfol

8 1 StZG: Ziele des Gesetzes sind:

die Einfuhr und die Verwendung embryonaler Stamtemajrundsatzlich
zu verbieten

zu vermeiden, dass von Deutschland aus eine Gengneinbryonaler
Stammzellen oder eine Erzeugung von Embryonen zewi@ung embryonaler
Stammzellen veranlasst wird

die Voraussetzung zu bestimmen, unter denen dielttinnd die
Verwendung embryonaler Stammzellen ausnahmsweise zu
Forschungszwecken zugelassen sind

8§ 5 StZG: Forschungsvorhaben mit humanen embryon&&ammezellen dirfen nur
durchgefuhrt werden, falls gewéhrleistet ist, dass

1. sie hochrangigen Forschungszielen fir den wisseitlichen Erkenntnisgewinn im
Rahmen der Grundlagenforschung oder fir die Erweite medizinischer Kenntnis bei
der Entwicklung diagnostischer, praventiver odererdpeutischer Verfahren zur
Anwendung am Menschen dienen und

2. nach dem anerkannten Stand der Technik

die im Forschungsvorhaben vorgesehenen Fragegehuso weit wie moglich bereits an
in vitro-Modellen mit tierischen Zellen oder in Tierversanhvorgeklart wurden und
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die Forschung mit anderen als embryonalen Stamemzk#ine gleichwertigen Ergebnisse
fur die im Forschungsvorhaben vorgesehenen Frdyggien erwarten lasst.

Einfuhr und Verwendung menschlicher embryonalem@taellen kdnnen nach § 4(2) StZG
und 8 6 StZG in Ausnahmefallen genehmigt werdemnwe

1. die embryonalen Stammzellen vor dem 1. Janu@2 26 Herkunftsland aus Embryonen,
die zur IVF vorgesehen waren, gewonnen wurden

2. eine freiwillige Einwilligungserklarung der Spker vorliegt

3. fur die Uberlassung der Embryonen kein Entgelerosonstiger geldwerter Vorteil
gewahrt wurde

4. der Einfuhr nicht andere gesetzliche Vorsaanifinsbesondere das EschG entgegenstehen.

Die Durchfihrung eines Forschungsantrages kann aemmur erfolgen, wenn
die Voraussetzungen des 8§ 4(2) StZG und des 8§ 8t#illt sind und
die Genehmigung durch das Robert-Koch-Institutiegt!

Neben der an unser Labor erteilten Import- und dfarsgsgenehmigung fir humane
embryonale Stammzellen wurden nach Angaben des rRidbeh-Institutes bis zum
27.06.2005 zehn weitere entsprechende Antrage gegeh

So besteht die Gefahr von Infektlibertragungen ddietransplantierten Zellen.

1.2.2.2. Bisher publizierte humane embryonale Stamreelllinien und deren Limitationen
Bisher wurden 149 humane embryonale Stammzelllipignliziert (Tab. 5). Davon erflllen
54 Linien die Kriterien des Deutschen Stammzellgese

Land Publikation Zelllinien Feederzellen Isolation an
Embryonaltag
USA (109), (127) H1*, H7*, H9*, H13*, Bestrahlte MEFs K. A.
H14*
(127) H9.1*, H9.2* Bestrahlte MEFs K. A.
(127) CY10*, CY12*, CY30*, MEFs, k. n. A. K. A.

CY40*, CY51* CY81*,
CY82*, CY91*, CY92*

(128) ES-76, ES-78-1, ES-78-2 Bestrahlte MEFs 6
(129), (127) BGO01*, BG02*, BG0O3*, Inaktivierte MEFs 6-9
BGO04*
(127) HSF-1*, HSF-6* MEFs, k. n. A. K. A.
(130) HUES-1 bis -17 MitoC MEFs Keine Angabe
(131) 15, 18, 21, 24, 27, 28, 31, MitoC MEFs oder KA.

33, 53, 60, 62, 63, 79, 80, BRL
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USA

81, 93, 94, 95, 96, 97

(Fortsetzung)
(132) ACT-14 Lysierte MEFs 5
(133) UCSF-1, UCSF-2 Bestrahlte humane 6-7
plazentale
Fibroblasten
Israel (134), (127) -3%, 1-4%, |-6* MEFs K. A.
(227) [-3.2%,1-3.3*%,16.2*, J3*, MEFs, k. n. A. K. A.
J3.2*
(135) 19 Inaktivierte MEFs K. A.
Korea (136), (127) Miz-hES1*, Miz-hES2, MitoC STO K. A.
Miz-hES-3
(137) MBO1*, MB02*, MB03*, MitoC MEFs K. A.
MB-04; bis-09
(138) Miz endo-1, -2, -3 MitoC humane K. A.
uterine
Endometrium-Zellen
(139) Miz-hES-4 bis -8, Miz- MitoC MEFs K. A.
hES-10 bis -13
(140) SNUhES-1 bis -3 MitoC STO 5-7
Tschechien  (141); (142) CCTL-6, -8, -9, -10, -12, MitoC MEFs K. A.
13,-14
UK (143) HES-NCL1 Bestrahlte MEFs 8
Australien/  (108), (127) HES-1*, HES-2* MitoC MEFs 6
Singapur (127) HES-3*, HES-4*, HES- MEFs, k. n. A.
5%, HES-6*
Singapur (144) 1 (keine Bezeichnung) MitoC HEFs K. A
Schweden (127) SA01*, SA02*, SA03* MEFs, k. n. A. A.
(127) SA04*, SA05* MEFs, k. n. A. K. A.
(227) KAO08*, KAQ9* MEFs, k. n. A. K. A.
(227) KA40*, KA41*, KA42*, Ohne MEFs, K. A.
KA43* k.n. A.
(145) HS181, HS 207 Bestrahlte HEFs 6
(146) HS293, HS 306 Postnatale humane K.A.
Fibroblasten
(147) SA002, FCO18, ASO34, MitoC MEFs 6-7
ASO38, SA121, SA181
Iran (148) Royan H1 MitoC MEFs 6
Indien (127) NCO01*, NC02*, NC0O3* K. A. K. A.
China (149) CHES-1 Bestrahlte MEFs K. A.
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China (150) SH1, SH2 Bestrahlte MEFs K.A.

(Fortsetzung)

(151) SH7 hES-dFs K.A.
(150) hES-8, hES-18 MitoC MEFs
Spanien (152) VAL-1, VAL-2 Humane plazentale K. A.

Fibroblasten

Tab. 5: Publizierte humane embryonale Stammzellliren (Stand: Oktober 2005)

MitoC: Mitomycin C; MEFs: murine embryonale Feeddere HEFs: humane embryonale Feederzellen; STO:
Zelllinie  muriner embryonaler Fibroblasten; BRL: kdmahiertes Medium; hES-dFs: aus hES-Zellen
gewonnene Fibroblasten; k.(n.)A.: keine (ndheremjaben

Die mit * gekennzeichneten Linien erflllen die I¢rien des Deutschen Stammzellgesetzes.

Samtliche Stammzellgesetz-konformen Linien wurdenHiife von murinen ,Feederzellen®
und fetales Kalberserum (FCS) enthaltenden Medsefiert und kultiviert, wodurch bei
Zelltransplantationen tierische Pathogene und Mitegrtragen werden kdnnten.

Jiingste Publikationen liefern hinsichtlich eineintthierung dieser potenziell infektiosen und
immunogenen xenogenen Komponenten erste Fortech8t wurden verschiedene Linien
mit humanen fetalen, neonatalen und adulten ,Feederzellen8)1@45); (152); (144) (153)
isoliert und kultiviert. Klimanskaya et al. gewannalie hES-Zelllinie ACT-14 ohne
.Feederzellen* auf einer extrazellularen Matrixe @us lysierten und fixierten MEFs bestand
(132). Kurzlich beschrieben Stojkovic et al. diealfdierung eines autogenen ,Feederzell*-
Systems (154). Aus den hES-Zelllinien H1 und hES-NGvurden ,Feederzellen“ (sog.
-NES-derived Feeders"; hES-dFs) gewonnen, auf vegldtie Kultivierung undifferenzierter
hES-Zellen der jeweiligen Zelllinie gelang. Zudemtveickelte diese Gruppe eine zellfreie
Kultur von hES-Zellen mit einer Matrix aus human&aerum und Medium, das durch hES-
dFs konditioniert worden war (155). Dennoch handsdt sich auch hier nicht um ein
xenofreies System, da die verwendeten Zelllinien bdd hES-NCL1 auf murinen
embryonalen ,Feederzellen” isoliert worden warerandy et al. gelang 2005 die Gewinnung
einer hES-Zelllinie (SH7) auf hES-dFs (151). Dieagrden jedoch aus hES-Zelllinien (H1,
SH1, SH2) hergestellt, die unter xenogenen Bediggnrisoliert worden waren (150).
Samtliche zitierte Arbeitsgruppen verwendeten fSwldtion und Kultivierung anstatt des
fetalen Kalberserums ,Serum Replacement®, dasdafigs auch tierische Komponenten wie
die Sialinsdure Neu5Gc (N-Glykolyl-Neuraminsaurejeeist. Diese wird von humanen ES-
Zellen inkorporiert und l6st in Gegenwart von humsan Serum eine immunologische
Reaktion mit Komplementaktivierung aus, weil dieseatirliche Antikérper gegen
Sialinsdure Neu5Gc enthélt (156).
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Zudem ist bei sdmtlichen bisher gewonnenen humga&egAelllinien aufgrund der Allogenitat
der transplantierten Zellen das Problem einer Immemktion zu erwarten. Neben einer
konventionellen immunsuppressiven Therapie kommat thie Anlage einer ,Stammzellbank*
ahnlich den Blutbanken oder die genetische Manimrader transplantierten Zellen mit
Induktion einer Immuntoleranz in Frage.

Das nach dem Embryonenschutzgesetz in Deutschlahtanlaubte ,therapeutische Klonen*
(Abb. 6) konnte die Gewinnung von autologen ESetelermoéglichen, die das nukleare
Genom (nicht die mitochondriale DNA) des Spenderssbmatischen Zelle enthalten. Damit
hatten sie als autologe Zellen den entscheidendemtel/ dass bei kinftigem
zelltherapeutischen Einsatz keine allogen bedingtaunogene Reaktion zu erwarten ware
(157); (158). Das potenziell immunogene Potenzidgbchondrialer Proteine wurde bisher
nicht gezeigt.

Beschrieben wurde die Technik des therapeutischlmelis mittels Kerntransfers aus
Kumuluszellen erstmals im Jahr 2001 fir murine E8en (159). Die beiden inzwischen
zuruckgezogenen Publikationen (160); (161), in deH&vang et al. die Isolation humaner
ES-Zellen aus einem geklonten Embryo veroffentliohtten, stellten sich inzwischen als
Falschungen heraus. Laut der PrifungskommissiorNd&onalen Universitat Seoul konnte
Hwang mit dieser Technik zwar Blastozysten gewinreus diesen aber keine ES-Zellen
isolieren (162). Stojkovic et al. beschrieben 2@enfalls den erfolgreichen Kerntransfer

humaner Zellen bis zum Blastozystenstadium (163).
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Abb. 6: Prinzip des ,therapeutischen Klonens*

Das therapeutische Klonen kénnte die Gewinnunghuonanem autologen Gewebe erméglichen. Der Zellkern
einer Korperzelle wird in eine enukleierte Oozytegebracht. In der Umgebung des oozytaren Zytopasm
wird das Genom der Kdrperzelle in den embryonalestahd reprogrammiert. Aus dem geklonten Embryo
lassen sich Blastozysten entwickeln (163); (1623r&\kes mdglich, aus diesen ES-Zellen zu gewinnemt&in
diesein vitro in verschiedene Zelltypen differenziert und alolges Zellgewebe transplantiert werden.

Abb. modifiziert nach (54)

Eine weitere Problematik im Hinblick auf eine kinhe Anwendung wird aus der bisher
umfangreichsten Analyse von humanen ES-Zellen Behid/utationen ersichtlich: Hier
zeigten sich fur hohe Passagen bei acht von netersuchten Stammzellgesetz-konformen
Zelllinien genomische Verdnderungen in der Anzaldr dDNA-Kopien (45%), der
mitochondrialen DNA-Sequenz (22%) und der Promdethylierung (90%) (164).
Zusammenfassend wird der Einsatz fir therapeutiZetecke erfordert niedrige, genetisch

stabile Passagen von xenofreien humanen embryoSaéanmzelllinien erfordern. Trotz der
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Fortschritte in der Eliminierung xenogener Kompdeenerfiillt gegenwartig keine ES-
Zelllinie die GMP-Kriterien fur klinische Transplationen. Um embryonale Stammzellen in
Zukunft fur therapeutische Anwendungen nutzen znkd, ist die Gewinnung neuer Linien
unter streng xenofreien Konditionen, d.h. unter 21t auf die Exposition nicht nur
gegenuber tierischen ,Feederzellen, sondern auebemjber tierische Komponenten

enthaltende Medien, notwendig.

1.3. Kardiovaskulare Differenzierung embryonaler Sammzellen
Murine und humane ES-Zellen differenzieren inndrhdés kardiovaskularen Spektrums
spontan zu schlagenden Kardiomyozyten (Abb. 7, Galbab. 7), Endothelzellen und glatten

Muskelzellen der GefalBwande (21).

Die aus ES-Zellen gewonnenen Kardiomyozyten zeig@nunter 1.3.1. genauer dargestellt,

« spontane Kontraktilitat

» typisches Genexpressionsprofil von herzspehniéacMarkergenen wie Strukturproteinen,
lonenkanélen und Rezeptoren

» charakteristische Strukturen des Sarkomers

» Kardiomyozyten-typische Aktionspotenziale und relkeristische pharmakologische
Eigenschaften

Dabei umfasst das Spektrum sich kardial differaenider Zellen sowohl atriale und

ventrikulare Kardiomyozyten als auch Schrittmachien des Sinusknotens und anderer

Zentren des Erregungsbildungs- und -leitungssys(ég®); (166); (167); (168); (169); (170).

Abb. 7 zeigt die Entwicklung von murinen und humarembryonalen Stammzellen zu

Kardiomyozyten.
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Abb. 7: Differenzierung von ES-Zellen zu Kardiomyogten
A zeigt schematisch die Schritte dewitro-Differenzierung. Die lichtmikroskopischen Aufnahmzeigen fur
murine (B) und humane ES-Zellen (C) die Entwicklung vadifferenzierten Zellen (1) tber frih differemize

-Embryoid Bodies" in Suspensionskultur (2) zu Areasehlagender Kardiomyozyten (3).

1.3.1. Kardiovaskulare Differenzierung muriner embiryonaler Stammzellen

1985 gelang erstmals die vitro-Differenzierung von murinen ES-Zellen zu schlagand
Kardiomyozyten (171). Seither wurde in zahlreichdfublikationen die kardiale
Differenzierung von murinen ES-Zellen verschiedemMdausstimme nachgewiesen und
umfassend charakterisiert (Tab. 6).

Differenzierung in Kardiomyozyten D3 (171)

Differenzierung in Sinusknotenzellen, atriale umehivikuléare D3 (172)

Kardiomyozyten

Differenzierung in Kardiomyozyten durch Ko-KultuittEND-2-Zellen El4, R1 (173)
Evaluation der Expression herzspezifischer Gene omenkanale D3 (174)
Evaluation der Ultrastruktur und der elektrophysjidéchen Kopplung D3 (175)
Evaluation der MHC-Expression in der Differenzierwmg D3, CCE,E14| (176)

Kardiomyozyten

Differenzierung in ventrikulare Kardiomyozyten GS-ES (170)

Tab. 6: Differenzierung von Kardiomyozyten aus murhen ES-Zellen
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Samtliche Differenzierungsprotokolle beinhalten elaldlasselbe Prinzip: Durch einen
Wechsel der Kulturbedingungen beginnen die murié8rZellen sich in LIF-freiem Medium
unter Bildung von als ,Embryoid Bodies" (EBs) bedwmeten Aggregaten zu differenzieren.
Nach mehrtagiger Suspensionsphase werden die EBshdinweise auf Adharenzplatten
Uberfuhrt. Es bilden sich nach vier bis sechs wefteTagen die ersten kontrahierenden
Areale, wobei die Anzahl der schlagenden Zellematy zehn bis 15 ihr Maximum erreicht.
Der Anteil der kontrahierenden Myozyten betragtedaia. 5 bis 8% (165). Um die Ausbeute
an Kardiomyozyten zu erh6hen, wurden verschiedéneu$ fir die kardiale Differenzierung
muriner ES-Zellen beschrieben (Tab. 7).

Kardiogener Stimulus Publikation
Retinsaure a77)

DMSO (178)
Oxytocin (179)

NO (180)
Dynorphin B (181)
Cardiogenol (182)
~Fibroblast Growth Factor 2“(FGF-2) (183)

“Bone Morphogenetic Protein 2” (BMP-2) (183), (49p)
“Transforming Growth Factor B” (TGF-R3) (25)

Tab. 7: Spezifische Stimuli fir die kardiale Diffeenzierung von murinen embryonalen Stammzellen

1.3.2. Kardiovaskulare Differenzierung humaner embyonaler Stammzellen

Kehat et al. konnten 2001 erstmals die spontanéef@iizierung humaner embryonaler
Stammzellen der Linie H9.2 zu Kardiomyozyten zeiget% der ,Embryoid Bodies" wiesen
spontan kontrahierende Bereiche mit Herzmuskehatbkter auf, wobei es sich um eine
Mischpopulation verschiedener Subspezies von Kargiozyten handelte, wahrend jedoch
keine Skelettmuskelzellen gefunden wurden (167)zwischen wurde die kardiale
Differenzierung fir verschiedene humane ES-Zeé#llinbeschrieben (Tab. 8). Das Prinzip der
in vitro-Differenzierung ist ahnlich wie bei den murinen-E&len: Durch Anderung der
Kulturbedingungen, d.h. fir humane ES-Zellen uidetzug der ,Feederzellen®, bilden sich
in Suspensionskultur ,Embryoid Bodies”, die nachhtabis zehn Tagen auf Gelatine-
beschichtete Platten ausplattiert werden. Nach tiisf 20 weiteren Tagen bilden sich
kontrahierende Areale mit einem Anteil schlagendelten an den Gesamtzellen von 8 bis
10% (167). Kehat et al. konnten mit sog. ,Microtlede Arrays" (MEA) zeigen, dass die
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schlagenden Bereiche der humanen EBs einem fu#ion Synzytium mit
Schrittmacherzentrum entsprechen (169).

Im Gegensatz zu murinen ES-Zellen konnte fur hunta8eZellen bisher keine Reifung zu
adulten Kardiomyozyten beobachtet werden; sie esmtben vielmehr frihen, nicht
enddifferenzierten Formen (167), wie aus der Dabesr Differenzierungsphase von ca.

einem Monat zu erwarten ist.

Kommentar Zelllinie Publikation

Evaluation der strukturellen und funktionellen Eiggreften H9.2 (167)

Analyse der elektrophysiologischen Kopplung mitt@icroelectrode H9.2 (169)

Array* (MEA)

Charakterisierung und Anreicherung funktionellerddamyozyten H9.1, H9.2, | (110)
H1, H7, H9

Evaluation der elektrophysiologischen und pharmakistihen H1, H7, H9, (184)

Eigenschaften H14

Differenzierung in Kardiomyozyten durch Ko-KultuittEND-2-Zellen HES2 (185)

Evaluation der ultrastrukturellen und proliferatiieigenschaften H9.2 (186)

Evaluation der elektrophysiologischen und pharmakietihen H9.2 (187)

Eigenschaften

Tab. 8: Differenzierung von Kardiomyozyten aus humaen ES-Zellen

Verschiedene Arbeitsgruppen haben versucht, dereilAder Herzmuskelzellen an den
differenzierten humanen ES-Zellen, der bei spomtddiéferenzierung weniger als 10%
betragt, durch Modifikation der Kulturbedingungenerhéhen (Tab. 9).

Kardiogener Stimulus Publikation
Retinsaure (188)
5-aza-2"-Deoxycytidin (188); (110); (169)
.Hepatocyte Growth Factor (HGF) (188)

~Epidermal Growth Factor* (EGF) (188)

.Basic Fibroblast Growth Factor* (bFGF) (188)
»Transforming Growth Factor B1* (TGF-31) (188)

Tab. 9: Spezifische Stimuli fiir die kardiale Diffeenzierung von humanen embryonalen Stammzellen

Die hochste Reinheit gelang dabei Xu et al., die &-aza-2 -Deoxycytidin-Behandlung der
Zellen mit einer Dichtezentrifugation mittels Pdrgaradienten kombinierten und dabei eine

Population mit 70% reinen Kardiomyozyten aus humdag-Zellen erzielten (110).
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1.4. Transplantation von Kardiomyozyten aus embryoalen Stammzellen

1.4.1. Praklinische Studien mit Kardiomyozyten augmbryonalen Stammzellen

Sowohl murine als auch humane embryonale Stammzelleden in den letzten Jahren zur
kardialen Zelltherapie in verschiedenen Tiermodediengesetzt (Tab. 8).

Klug et al. veroffentlichten die erste zelltherajigehe Studie mit aus murinen ES-Zellen
entwickelten Kardiomyozyten. Diese Arbeitsgruppéytee dass die transplantierten Zellen
nach Injektion in die Wand des linken Ventrikelsnvodx Mausen (,Knock out* des
Dystrophin-Gens) mit dem Empfangermyokard assdamaren (20). Die Transplantatzellen
zeigten kardiomyozytaren Phéanotyp, herzmuskelsgeb# Genexpressionsmuster sowie
Zell-Zell-Verbindungen mit den Empfanger-Kardiomyten, die in Ultrastrukturanalysen als
sog. nterkalierende Discs" nachweisbar waren. Miet al. Ubertrugen die
Zelltransplantationen auf Ratten mit experimengefleugtem Infarkt (22). Aus murinen ES-
Zellen hervorgegangene schlagende Zellen bildatestabiles intrakardiales Synzytium mit
dem Myokard der Empfangertiere und verbesserteandinksventrikulare Pumpfunktion.
Menard et al. transplantierten 2005 erstmals muES8eZellen in einem Klinisch relevanten
Grof3tiermodell. Sie zeigten, dass die transplaetieZellen in das infarzierte Myokard von
immunsupprimierten und immunkompetenten Schafenegigren und zu reifen
Kardiomyozyten mit Connexin-Expression differeneier Hiermit ging eine Verbesserung
der linksventrikularen Ejektionsfraktion einher. v@&l die Rekolonisation des
Infarktgebietes als auch die funktionelle Verbessgrnach Zelltherapie war bei Schafen
ohne Immunsuppression starker ausgepragt als lef&c die mit Ciclosporin behandelt
worden waren. Menard et al. stellten unabhangig ®mer immunsuppressiven Therapie
keine histologischen Veranderungen im Sinne einemunantwort des Schafs gegen die
speziesfremden ES-Zellen fest.

Dagegen beschrieben Swijnenburg et al. im xenofresder allogenen Mausmodell ohne
Immunsuppression eine progressiv verlaufende inflatorische Infiltration als alloimmune
Antwort gegen die nach induziertem Myokardinfanktramyokardial injizierten ES-Zellen
(28). Die Autoren interpretierten die Beobachtum@ss die Transplantatzellen in den
allogenen Empfangerherzen acht Wochen nach inttetar Injektion nicht mehr
nachweisbar waren, als Folge der Immunreaktionedealerselben ES-Zelllinie (D3) riefen
nach syngener Transplantation keine Immunreaktioarvdr und Uberlebten im
Empfangerherzen.

Das therapeutische Potenzial von humanen ES-Zeben Herzrhythmusstérungen

untersuchten zwei kirzlich erschienene ArbeitenXoa et al. (31) und Kehat et al. (30). Sie
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wiesen im Meerschweinchen- bzw. Schweinemodell dienktionelle Integration

transplantierter Kardiomyozyten abemanen ES-Zellen nach. In letztgenannter Publikation
wurde durch dreidimensionale elektrophysiologisciéersuchungen und histopathologische
Analysen gezeigt, dass aus humanen ES-Zellen gemennKardiomyozyten nach

Transplantation in Schweineherzen mit komplettem -Blgck Schrittmacherfunktion

ubernahmen.
Zelltyp Studie Empfanger Injektion ~ Follow  Effekte
(Zellzahl) e
Undifferenzierte =~ Behfar (25) Ratte, 3xin LV 5Wo LVEF? (Echokardiographie)
mES-Zellen 4 Wo. post Ml (300.000)
Behfar (25)  Maus (ohne MI) k.n.A. 3-4 Unter Blockade des TGF-
(500.000) Wo  p/BMP2-Signalwegs
Tumorformation und keine
Differenzierung
Hodgson Ratte, 3xin LV 3-12 LVEF1, Remodelling
(26) 8 Wo post Ml (300.000) Wo (Echokardiographie)
Himes (27) Maus, unmittelbar 3xin LV 12 h — Markierung mittels MRT (SPIO
post Ml (300.000) 36d mdoglich
Swijnenburg Maus, unmittelbar 1x ins 8 Wo Bei allogener und syngener Tx|
(28) post MI; Infarktareal Intramyokardiale Teratome (n.
syngene und (1.000.000) Wo); bei allogener Tx (nicht be
allogene Tx syngener Tx): progressive
immunologische Infiltration;
Verschwinden der
Transplantatzellen (n. 8 Wo)
Kardiomyozyten  Klug (20) mdx-Maus Intramyokardial 7 Wo  Assoziation mit dem
aus mES-Zellen (10.000) Empfangermyokard
Schlagende Min (22) Ratte, unmittelbar 1xins 6 Wo Infarktarealgrofe
Muskelzellen aus post Ml Infarktareal, 2x Remodelling, Kontraktilitatt
mES-Zellen in die Randzone (Intraventrikulére
(10.000) Druckregistrierung,
Echokardiographie)
Min (23) Ratte, unmittelbar 1x ins 32d Infarktarealgrofle

post Ml Infarktareal, 2x Remodelling, Kontraktilitatt,

in die Randzone Kapillaranzaht, Uberleben
(100.000) (Intraventrikulare
Druckregistrierung,

Echokardiographie)
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Frih differenzierte Yang (24) Maus, unmittelbar 1x ins 6 Wo Infarktarealgrofe
Zellen aus mES- post Ml Infarktareal, 2x Remodelling, Kontraktilitat
Zellen in die Randzone (Intraventrikulare
(100.000) Druckregistrierung,
Echokardiographie); mit VEGF
zusatzliche Verbesserung diesg
Parameter, Angiogenese
Proliferation der
Transplantatzellen
Menard (29) Schaf, 25x in 4Wo LVEF (Echokardiographie);
2 Wo post Ml, Infarktareal und starkere Zunahme der LVEF
+/- Ciclosporin Randzone ohne Immunsuppression
0,5g/kg/d (30.000.000)
Schlagende Kehat (30) Schwein, Injektion inden 1-21  Schrittmacheraktivitat der
Muskelzellen aus unmittelbar nach  posterolateralen d Transplantatzellen
hES-Zellen Ablation des His- LV (40-150
Bindels, schlagende EBs)
Ciclosporin
10mg/kg/d +
Methylprednisolon
2mg/kg/d
Xue T (31) Meerschweinchen, Injektion in 2-3d  Schrittmacheraktivitat der
2-3 Tag vor anterioren LV (5 Transplantatzellen
partieller Ablation EBS)
des RV
Laflamme Ratte (ohne MI) Injektion in LV 4 Wo  Proliferation der
(32) (0,5x10 — Transplantatzellen; Angiogenes
10x10)

e

Tab. 8: Intramyokardiale Zelltherapie mit undiffere nzierten und differenzierten ES-Zellen
MI: Myokardinfarkt; LV: linker Ventrikel; RV: rechteVentrikel; LVEF: linksventrikulare Ejektionsfraltn;
SPIO: superparamagnetische Eisenoxide; MRT: Magmetaeztomographie; Tx: Transplantation

1.4.2. Limitationen der Transplantation von Kardiomyozyten aus embryonalen

Stammzellen

Die vorgestellten praklinischen Experimente, insieere die Studien an klinisch relevanten

Groldtiermodellen, bekraftigen den potenziellen Motzembryonaler Stammzellen zur

Regeneration des dysfunktionellen Myokards. Denrgibh es verschiedene Hindernisse im

Hinblick auf eine kiunftige klinische Anwendung eikardialen Zelltherapie mit ES-Zellen.
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Auf genetische Aberrationen, potenzielle Infekti@siund Immunogenitat der Stammzell-
gesetz-konformen Linien wurde unter 1.2.2.2. eiagegn. Es ist zu erwarten, dass durch
eine weitere Verbesserung der Isolations- und Weltingsprotokolle in den nachsten

Jahren xenofreie humane embryonale Stammzellliméngenetisch stabilen Passagen zur
Verfugung stehen werden, die jedoch als neu gewwnrignien in Deutschland nach

derzeitiger Gesetzeslage nicht verwendet werdeftediir

Die wohl bedeutendste Limitation einer Therapie rails embryonalen Stammzellen

abgeleiteten Zellen besteht darin, dass undiffeeetez Zellen mit tumorigenem Potenzial

verschleppt werden kénnen. Nach Injektion in dendé#sack (108) und den dorsalen
Oberschenkelmuskel (109) bei Mausen ist eine Teraildung durch ES-Zellen seit vielen

Jahren bekannt. Swijnenburg et al. beschrieben 208tnals die Formation von Tumoren

nach intramyokardialer Injektion von undifferentgr murinen ES-Zellen. Sowohl von den

allogenen als auch den syngenen Transplantateergihgratome aus (s. Abb. 8).

- .
-‘:u-.}: e

-':K.___I_.

Abb. 8: Teratombildung nach intramyokardialer Transplantation von undifferenzierten murinen ES-
Zellen

Links: Swijnenburg et al. fanden vier Wochen nachggner (A) bzw. allogener Transplantation (B) Tumore,
die sich ausgehend von der linksventrikularen Wamayelche die Zellen injiziert worden waren, au#ieten.

In ,sham-operierten" Herzen waren keine Tumore naisbar (C).

Rechts: Die Tumore in allogenen und syngenen Empfageen wurden als Teratome charakterisiert. Sie
enthielten Gewebeanteile aller drei Keimblatterrudger Knorpel (Mesoderm; A), squamdses Epithel
(Ektoderm; B) und Driisenepithel (Endoderm; C, D).

Abb. aus (28)
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Fur eine klinische Anwendung von ES-Zellen ist sseatiell, das Risiko intrakardialer
Teratome durch eine Aufreinigung von Kardiomyozytgor der Transplantation zu
eliminieren bzw. zu minimieren. Darlber hinaus @it Verwendung aufgereinigter
Populationen des zu transplantierenden Zelltypsh doeziiglich der Integration in das
Empfangermyokard und der Funktionalitat von entsigreder Bedeutung.

Zwar ist durch eine weitere Optimierung der Kuleottmngungen davon auszugehen, dass der
Anteil von Herzmuskelzellen an sich differenzierendiumanen ES-Zellen noch steigen wird
(s. 1.3.2)). Allerdings ist nicht zu erwarten, daaflein durch Modifikation der
Differenzierungsprotokolle die fur Transplantationerforderlichen Reinheiten zu erzielen
sein werden.

Deshalb ist ein wesentliches Ziel der gegenwartigerschung, funktionelle transplantierbare
Kardiomyozyten durch genetische Manipulation zu kiegen und darauf basierend mit
einem zellschonenden, hocheffizienten Protokolzaxginigen.

1.5. Markierung und Aufreinigung kardial differenzi erter Subpopulationen aus
embryonalen Stammzellen

In diesem Kapitel sollen Strategien zur Markierungd Aufreinigung von kardial

differenzierten Subpopulationen, die sich aus Efedentwickeln, vorgestellt werden. Auf

den im Folgenden dargestellten Publikationen und erlégungen basiert die

Aufgabenstellung der vorliegenden Dissertation.

1.5.1. Promotor-gestutzte Markierung

Einen vielversprechenden Ansatz zur Anreicherungktfaneller transplantierbarer
Kardiomyozyten stellt die Selektion dieser Zellent Hilfe eines kardial spezifischen
Promotors dar. Fur den Zweck einer spezifischen kMeung von Kardiomyozyten
interessieren deshalb Gene, die nur in diesemypddlktiv sind. In diesem Zusammenhang ist
von Bedeutung, dass die Entwicklung der Kardiomyszyn den ,Embryoid Bodies" analog
zu derin vivo-Situation im Herzen ablauft (189); (190); (191076); (174); (192); (193). In
der in vivo-Kardiogenese beginnt die Differenzierung in Kamy@zyten mit
unterschiedlicher Kammerspezifitat (194); (195)laamg der anterior-posterioren Achse des
kardialen Mesoderms bereits vor der Bildung desziddrs. Ventrikulare Kardiomyozyten
entstehen aus den an der anterioren Seite des Btes®d)elegenen Zellen, wahrend sich
atriale Herzmuskelzellen ausgehend von der posggriGeite entwickeln. Kardiomyozyten

aus ,Embryoid Bodies" treten trotz des Fehlens afiemterior-posterior-Information in die
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kammerspezifische Differenzierung ein und entwickedich sowohl zu atrialen und
ventrikularen Kardiomyozyten als auch zu Sinusknotend anderen Schrittmacherzellen. In
Mausen ist es moglich, mit Hilfe von immunologisch#&arkern verschiedene kardiale
Subtypen zu identifizieren. So gilt ,Myosin Light@in 2 ventricular® (MLC2v) als Marker,
der spezifisch in ventrikularen Kardiomyozyten empert wird (196); (195), (197). Die
meisten flr den atrialen Zelltyp spezifischen Gewie ,Myosin Light Chain 1 atrial”
(MLC1a), ,Myosin Light Chain 2 atrial* (MLC2a),a;Myosin Heavy Chain* ¢-MHC), a-
Aktin und atriale natriuretisches Protein (ANP) dem im frihen Stadium der embryonalen
Entwicklung auch im Ventrikel exprimiert (196); @9 (195). Basierend auf diesen
Erkenntnissen verwendeten verschiedene Arbeitsgruppu den spezifischen kardialen
Expressionsgenen korrespondierende Promotoren,amyewinschten kardialen Zelltyp in
der heterogenen Population der ,Embryoid Bodiestrarkieren und zu isolieren (Tab. 10).
So gelang es Franz et al. fur den aus der Ratlieriem Promotor MLC2v im transgenen
Tiermodell eine ausschlief3lich herzspezifische kit (199) nachzuweisen und mit Hilfe
eines adenoviralen Vektors die Ventrikel-spezifes&xpression zu zeigen (200). Mit Hilfe
eines dem MLC2v-Promotor nachgeschalteten Markerd&GFP) konnten innerhalb der
sich aus murinen ES-Zellen differenzierenden ,ErnolityBodies” die MLC2v-positiven
Zellen markiert, angereichert und als ventrikul&ardiomyozyten charakterisiert werden
(170). Dagegen diskriminieren Ansatze anderer Asgeippen zur Aufreinigung von
Herzmuskelzellen mittels der murinen PromotoseMHC (20), (201); (202) undh-Aktin
(203) nicht zwischen den verschiedenen SubtypenHemzmuskelzellen. Stitzten sich die
genannten Vero6ffentlichungen zur Promotor-gesteneMarkierung von Herzmuskelzellen
auf wahrend der Kardiogenese erst im spaten Stadktimierte Gene und somit auf die
Gewinnung von in der Differenzierung weit fortgestthnen Kardiomyozyten, so
beschreiben jungste Publikationen auch die Selektton kardialen Vorlauferzellen.
Fijnvandraat et al. markierten Kardiomyozyten milfédides herzspezifischen Promotors flur
den N&/Ca&*-Antiport und charakterisierten diese elektrophiggjisch als friihes
Kammermyokard (204). Kardiale Vorlauferzellen emoen nicht nur  flr
Zelltransplantationen, sondern auch fur kardial83ssue Engineering®, dien vitro-

Generierung von funktionellem Myokardgewebe, gjeeignete Quelle.
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Promotor | Reportergen | Kommentar Zelllinie | Publikation

MLC2v EGFP Evaluation der immunhistochemischen und>SES (170)
elektrophysiologischen Eigenschaften
MLC2v-positiver Kardiomyozyten +
Aufreinigung
ECFG Markierung und Charakterisierung MLC2v-CGR8 (205)

positiver Zellen

a-Aktin GFP Evaluation der elektrophysiologischen D3 (203)
Eigenschaftem-Aktin-positiver

Kardiomyozyten

a-MHC Neomycir® Evaluation der immunzytologischen und D3 (20)
ultrastrukturellen EigenschafteAMHC-
positiver Kardiomyozyten + Aufreinigung +

Transplantation imdx Mause

Neomycirt Charakterisierung-MHC-positiver R1, D3, (201)
Kardiomyozyten + Aufreinigung CCE, J1
Neomycirf Charakterisierung-MHC-positiver 71 (202)

Kardiomyozyten + Aufreinigung

NCX-1 Neomycirf Charakterisierung NCX-1-positiver HM1 (204)

Kardiomyozyten + Aufreinigung

Tab. 10: Promotor-gestutzte Markierung von Kardiomyazyten aus murinen ES-Zellen

1.5.2. Nkx2.5 als Transkriptionsfaktor der Kardiomyogenese und Marker kardialer
Vorlauferzellen
Bei der Suche nach einem geeigneten Promotor, megseh Hilfe man kardiale
Vorlauferzellen  markieren kann, bieten sich insbesoe Promotoren von
Transkriptionsfaktorgenen an. Deren Expression gebhrend der Organogenese der
Expression von strukturellen Genen zeitlich voralsteragierend mit extrazellularen
Signalmolekilen spielen verschiedene Transkriptakisren wahrend der Herzentwicklung
eine Schlusselrolle, indem sie die Expression nestitplteter Herzmuskel-spezifischer Gene
kontrollieren (206); (195) (Abb. 9).
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Abb. 9: Schematische Darstellung der Herzentwicklug

Dargestellt sind die Interaktionen von Signalmolekiiund Transkriptionsfaktoren bei der Regulatiom de
Expression von kardialen Proteinen und morphogerietis Faktoren. Die morphologischen Stadien der
Herzentwicklung korrelieren mit der Aktivitdt der anskriptionsfaktoren im Zellkern der kardialen
Vorlauferzellen. Die Proteine der Nkx- und GATA-Héem spielen eine Schlisselrolle fir die Differarang

zu Kardiomyozyten, die herzmuskelspezifische Pnetdiilden und das Herzrohr ausbilden. Unter demiissf
von Hand1/2, Xin und Pitx2 beginnt die Bildung ¢harzschleifen und der Herzkammern.

Abb. modifiziert nach (207)

Nkx2.5 (Synonym: Csx) ist einer der frihesten kaleh Marker in allen bisher untersuchten
Wirbeltieren, darunter auch in Mausen (208); (209 Menschen (210); (211). Nkx2.5 stellt
den prominentesten und den am hochsten konserviebiekannten Vertreter der
Transkriptionsfaktorenfamilie der sog. ,,Nk2-Homeal®enes" dar, zu welcher bisher sechs
zum ,Tinman“-Gen in Drosophila homologe Gene (NB22.5, 2.6, 2.7, 2.8, 2.9) gezahlt
werden (212). Wahrend ,Tinman* in Drosophila fue #iardiogenese essentiell ist, kommt es
in Nkx2.5-,Knock-out*-Mausen zur Bildung des Herkre und zur Expression der meisten
kardialen Gene, jedoch unterbleibt die komplettediede Schleifenbildung (213). Die
Nkx2.5-Genexpression beginnt bei Mausen im kardiegeMesoderm an Embryonaltag 7,5,
bevor die Gene-Aktin und ,B-Myosin Heavy Chain® aktiviert werden (209); (208)abei
wird Nkx2.5 sowohl wahrend der gesamten Phase @ez-Primordiums als auch in adulten
Kardiomyozyten exprimiert (209); (208); (195). Dhea wird Nkx2.5 im frihen

Differenzierungsstadium auch im pharyngealen Endodektiviert (214), wobei das
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Expressionsniveau hier allerdings wesentlich ngadri liegt. Zusammen mit anderen
Transkriptionsfaktoren wie GATA-4, mit welchem Nk&2direkt interagiert (Abb. 10), und

der Mef-2-Genfamilie reguliert Nkx2.5 die Kardiogese. Die funktionelle Rolle des Nkx2.5
in der Embryogenese und im adulten Organismus isibb. 10 dargestellt. Im Gegensatz zu
anderen Transkriptionsfaktoren weist Nkx2.5 ein ezah ubiquitares Expressionsmuster

entlang der anterior-posterioren Achse des lineBiearohres auf (215); (206); (196).

Zielpromotoren Publikationen
+ ANP (2); (4); (5)
1::': :-,‘:,::.E ’ + CARP @)

WGATAR NKE + Al Adenosin-Rezeptor (1)

Abb. 10: Protein-Protein-Interaktionen zwischen Nkx25 und GATA-4.
ANP: Atriales natriuretisches Peptid; CARP: ,Camdfnkyrin Repeat Protein“; +: Hochregulation

F Y
Schleifenbildung

Kammerseplierung K.ardiale Morphogenese

Kammerspezifizierung

Embryogenese

Funktionelle Reifung der
ventrikuldren Kardiomyozyten

Formation und Reifung des x
Erregungsleitungssystems
Adulter Organismus

Erhaltung der Hom&ostase
der Kardiomyozyten

v

Abb. 11: Funktion von Nkx2.5 wahrend der Embryogense und im adulten Organismus.

Nkx2.5 spielt eine wichtige Rolle bei der transkidpellen Regulation der kardialen Entwicklung uner d
Homoostase des postnatalen Herzens. Nkx2.5 isti detveallem in die kardiale Morphogenese und die
funktionelle Reifung des arbeitenden Myokard undg d®regungsbildungs- und Erregungsleitungssystems
einbezogen. Abb. Modifiziert nach (216)

Hidaka et al. generierten 2003 (195) eine murine&ZE®Binie mit einem ,Knock in*“ des GFP-
Reportergens in einen der beiden Nkx2.5-Loci. DieBablikation zeigte, dass

kammerspezifische Differenzierung von Kardiomyonyteereits in der frihen Phase der
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Entwicklung der ,Embryoid Bodies" beginnt. Nkx2.%gtive Zellen repréasentierten kardiale
Vorlauferzellen, die zu Sinusknotenzellen sowiéabn und ventrikularen Kardiomyozyten
differenzierten. Diese Eigenschaften lassen das2/9késen als geeigneten Marker zur
Promotor-gestitzten Aufreinigung von kardialen daferzellen erscheinen.

1.5.3. Promotor-gestutzte Aufreinigungsverfahren

Bei der Promotor-gestiitzten Isolation von Herzmletken aus transgenen ES-Zellen finden
bisher zwei Aufreinigungsverfahren Anwendung: Amilkumselektion und Fluoreszenz-
aktivierte Zellsortierung.

1.5.3.1. Antibiotikumselektion

Die Antibiotikumselektion basiert auf der Transfekt von ES-Zellen mit einem
Antibiotikum-Resistenzgen. Verschiedene Arbeitsgerp transfizierten das Neomycin-
Resistenzgen unter der Kontrolle der kardial spstien Promotorei-MHC (,,a-Myosin
Heavy Chain“) bzw. NCX-1 (N#Ca*-Antiport), so dass unter Zugabe des Zellgiftes
Geneticinsulphat (G418) nur die Zellen miMHC- bzw. NCX-1-Promotoraktivitat
uberleben, wodurch aus murinen ES-Zellen hoch aeifggte Kulturen von Kardiomyozyten
gewonnen werden konnten (20), (201); (217), (204p( 11).

Resistenzgen Promotor Kommentar Zelllinie  Publikation

Neomycirt NCX-1 Aufreinigung NCX-1-positiver HM1 (204)

Kardiomyozyten

a-MHC Evaluation der immunzytologischen D3 (20)
und ultrastrukturellen Eigenschaften
MHC-positiver Kardiomyozyten +

Aufreinigung + Transplantation in

mdx Mause

a-MHC Charakterisierung-MHC-positiver R1, D3, (201)
Kardiomyozyten + Aufreinigung CCE, J1

a-MHC Charakterisierung-MHC-positiver 71 (202)

Kardiomyozyten + Aufreinigung

Tab. 11: Promotor-gestitzte Aufreinigung von Kardionyozyten aus ES-Zellen mittels

Antibiotikumselektion

Dieser Ansatz ist aufgrund der langen Inkubationdz#isch zu betrachten, weil er mit dem
Nachteil von Resistenzentwicklung und mdglichen asdichen Auswirkungen des
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Antibiotikums auf die Kardiomyozyten verbunden idei einer kunftigen klinischen
Anwendung der Zelltransplantation entsteht mit Bgpression nicht humaner Proteine, die
fur eine Antibiotikumresistenz Voraussetzung siaoh weiteres Problemfeld. Immunogene

oder sogar toxische Reaktionen des Patienten kbaniggeldst werden.

1.5.3.2. Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (FAS)

Eine Alternative zur Antibiotikumselektion ist diEluoreszenz-aktivierte Zellsortierung
(FACS). Weill fur Kardiomyozyten kein hoch spezifiies endogenes Oberflachenprotein zur
Verfugung steht, das Uber einen Fluoreszenz-kosjtem Antikbrper markiert werden
konnte, ist die Einfihrung eines Markergens notvigenDer Arbeitsgruppe Franz gelang es
2000, ventrikulare Kardiomyozyten mit Hilfe der HEgpsion desin vivo grin
fluoreszierenden Proteins EGFP unter der Kontrdiés fur diesen Zelltyp spezifischen
Promotors MLC2v (,Myosin Light Chain 2 ventricularzu markieren und mittels FACS
aufzureinigen (170). Jedoch ist die Durchflusszygtiia ein zeitaufwandiges Verfahren mit
einer Sortierleistung von etwa 3000 Zellen pro $ele) um eine Reinheit von mindestens
95% bei einer Ausbeute von 50 bis 70% zu erzielein.Zelltherapie eines Myokardinfarkts
mit einer Nekrose von 10% waére eine Masse von dfdgavitalen Myokards notwendig, was
bei einer Masse von ca. 80ng pro Kardiomyozyf Zellen entsprechen wiirde. Die
zytometrische Sortierung wirde eine fir den klinest Einsatz unrealistische Dauer von tber
500 Stunden beanspruchen (218). Daruber hinaudigildie FACS-Methode wie fur die
Antibiotikumselektion die Problematik der Immunodéhvon transgen exprimierten nicht

humanen Proteine (219).

Reportergen | Promotor Kommentar Zelllinie | Publikation

ECFG MLC2v Markierung und Charakterisierung CGRS8 (205)
MLC2v-positiver Zellen

EGFP MLC2v Evaluation der immunhistochemischeiGSES (170)

und elektrophysiologischen
Eigenschaften MLC2v-positiver

Kardiomyozyten + Aufreinigung

GFP a-Aktin Evaluation der elektrophysiologischenD3 (203)
Eigenschaftem-Aktin-positiver

Kardiomyozyten

Tab. 12. Promotor-gestiutzte Aufreinigung von Kardionyozyten aus ES-Zellen mittels Fluoreszenz-
aktivierter Zellsortierung (FACS)
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1.6. Aufgabenstellung

Um die unter 1.5.3. dargestellten Hindernisse, helsowohl die auf Antibiotikumselektion
als auch die auf Durchflusszytometrie basierendeséfze zur zelltypspezifischen Sortierung
von ES-Zellen mit sich bringen, zu Uberwinden, teolh dieser Arbeit ein Protokoll zur
Markierung und Isolation stabil transfizierter EEHZn mit Hilfe magnetischer Zellsortierung
(MACS) etabliert werden (Abb. 12). Diese Methodk gegenwartig als Goldstandard einer
zellschonenden Zellseparation, verbunden mit eingeringen Zeitaufwand. MACS
ermdglicht die Analyse von bis zu f(Zellen pro Stunde, wodurch die Sortierung groRRer
Zellzahlen und die Identifikation von Populationert sehr geringer Frequenz ermoglicht
werden.

Die Methode basiert auf der Expression einer imdtalér trunkierten Variante des humanen
CD4-Oberflachenmarkers, die eine Signaltransduktierhindert und als humanes Protein
eine immunogene Reaktion im Hinblick auf kinftigelinische Anwendungen

unwahrscheinlich macht.

Negafiv Posifiv-
fraktion fraktion

Abb. 12: Prinzip der MACS-Aufreinigung

Mittels eines spezifischen, Fluoreszenz-konjugiefestantikorpers gegen ein Oberflachenprotein arerdie
Zielzellen markiert. Ein Eisenoxid-gekoppelter Zweitiaiitper sorgt dafiir, dass die Antikdrper-beladenen
Zielzellen in der Saulenmatrix aufgrund magnetisdNeichselwirkungen gebunden werden, wahrend dig nich
markierten Zellen die Saule passieren (NegativioaljtiNach Entfernen der Séaule aus dem magnetisobldn F

kénnen die Zielzellen eluiert werden (PositivfraklioAbb. aus (220)

Die in dieser Arbeit etablierte MACS-Methode konei@ bedeutendes Instrument fir die
Selektion eines spezifischen aus embryonalen Staftenzadifferenzierten Zelltyps mit hoher
Ausbeute und Reinheit darstellen und somit die @age fur kinftige
Zelltransplantationstherapien bilden.

Parallel zur Etablierung der MACS-Methode fur endmgle Stammzellen sollte der Nkx2.5-

Promotor isoliert und mit Hilfe dem vivo-Markers EGFP in embryonalen Stammzellen
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charakterisiert werden. Bei Eignung dieses frUhandialen Promotors zur Markierung

kardialer Vorlauferzellen aus embryonalen Stammanekonnte die MACS-Methode auf das

Nkx2.5-Promotor-System Ubertragen werden und diek#¥e und zellschonende Selektion

von kardialen Vorlauferzellen aus embryonalen Staeil@an ermdglichen.

2. MATERIAL UND METHODEN
2.1. Material

2.1.1. Chemikalien

Acrylamid, Bisacrylamid
Agarose

Ammoniumpersulfat

Ampicillin

Bromphenolblau

Coomassie Brillant Blue G-250
EDTA

Ethidiumbromid

Hefeextrakt

Kanamycin

3-Mercaptoethanol
a-[3?P]-dCTP (3000 Ci/mmol)
Phenol

[*°S]-Methionin (1000 Ci/mmol)
SDS

TEMED

Tris

Triton X-100

Allgemeine Laborchemikalien und

Lésungsmittel in p.a. Qualitat

2.1.2. Enzyme und Proteine
Alkalische Phosphatase (CIP)
BSA (Bovines Serumalbumin)
Herculase-DNA-Polymerase

Lysozym

Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Griunenthal, Aachen
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Remel, Lenexa, USA
Gibco, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Amersham, Braunschweig
Roth, Karlsruhe
Amersham, Braunschweig
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Biolabs, Frankfurt
Biolabs, Frankfurt
Stratagene, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen
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Pfu-DNA-Polymerase

Proteinase K
Protein-Molekulargewichtsstandard Low
Restriktionsendonukleasen

Reverse Transkriptase

RNAse-Inhibitor

T4 DNS-Ligase

Tag-DNA-Polymerase

2.1.3. Zellkultur
2.1.3.1. Zellen
GSES-Zellen

2.1.3.2. Zellkultur-Materialien
DMSO

Stratagene, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Pharmaciajlitirg
Biolabs, Frankfurt
Amersham, Braunschweig
Stratagene, Heidelberg
Biolabs, Frankfurt

Amersham, Braunschweig

Deriviert vom Mausestamm Agouti 120/SV
Bezogen von Dr. M. Aguet (ISREC,

Lausanne, Schweiz)

Sigma, Deisenhofen

Dulbecco’s Modified Eagle Medium mit 4,5 Gibco, Karlsruhe

g/l Glucose

FCS

Gelatine, porcine

Geneticinsulphat (G418)

Iscove's Modified Dulbecco's Medium
L-Glutamin

LIF (ESGRO)

MEM

PBS (ohne Calcium, Magnesium,
Natriumbikarbonat)
Penicillin(U/ml)/Streptomycin (ng/ml)
3-Mercaptoethanol

Trypsin-EDTA

Zellkulturschalen

a-Monothioglycerol

Biochrom, Berlin
Sigma, Deisenhofen
Gibco, Karlsruhe
Sigma, Deisdaho
Gibco, Karlsruhe
Chemicon International, Temecula, USA
Gibco, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

Gibco, Karldne

Merck, Darmstadt
Gibco, Karlsruhe
Greiner, Frickenhausen

Sigma, Deisenhofen
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2.1.4. Bakterienkultur
2.1.4.1. Bakterien
E.coli-Bakterien TOP 10

2.1.4.2. Bakterienkultur-Materialen
Bacto-Agar
Hefeextrakt

Bacto-Trypton

2.1.5. Laborgerate und sonstige Materialen
Brutschrank

Einfrierbehélter

Elektroporationsgeréat

FACS (Analysegerat)

FACS (Sortiergerat)

Filmentwickler

Filmmaterial
Gelelektrophoresekammer
Gel-Extraktions-Kit
Heizblock

MACS

MACS Séulen
Mikroskop
Mikroskop-Photokamera
Phosphorimager
Plasmidpraparations-Kit
RNA-Extraktions-Kit
Rundschttler

Sterilbank

Sterilfilter

Thermocycler

Invitrogen, Carlsbad, USA

Difco, Detroit, USA
Difco, Detroit, USA
Difco, Detroit, USA

IG 150 Jouan, Unterhachingen
Nalgene, Rochester, USA
Gene Pulse Il Bio-Rad, Munche
FACS-Calibur Becton Dickinsbiejdelberg
FACS-Vantage SE Becton Dickinso
Heidelberg
Du Pont DP 250 Daylight Processor®&G
Koln
Hyperfilm ECL Amersham, Braunschweig
Bio-Rad, Miunchen
Qiagen, Hilden
HBT 130 HLC, Bovenden
Mini MACS Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach
Mini MACS Miltenyi, Bergisch Gladbach
Axiovert 200 Carl Zeiss, Jena
Axio Cam HRc Carl Zeiss, Jena
BAS-100 Fujifilm, Dusseldorf
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Certomat K Braun, Melsungen
MSC 12 Jouan, Unterhachingen
Nalgene, Rochester, USA

Biometra T personal
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TNT invitro-Transkriptions- und
Translations-Kit

Ultraschallbad

UV-Lampen

Videokamera
Wasserbad

Zentrifugen

2.1.6. Medien, Puffer und Lésungen
Kultivierungsmedium undifferenzierter

Zellen

Kultivierungsmedium differenzierter Zellen

TELT-Puffer (pH 7,5)

MACS-Puffer (pH 7,2)

Promega, Madison, USA

Sonorex RK 1065 Bandelin, Berlin
Mercury Short Arc Photooptic Lamp HBO
Osram, Minchen

Gel Doc 2000 Bio-Rad, Minchen

W12 Medingen, Freital

BR 4 Jouan, Unterhachingen
Zentrifuge Mikro 20 Hettich, Béach, Schweiz

Dulbecco’s Modified Eagle Medium mit 4,5
g/l Glucose
10% FCS
100 U/ml Penicillin, 0,1pg/ml Streptomycin
2 mM L-Glutamin
1 x MEM Nichtessentielle AS
1000 U/ml LIF
0,1mM 3-Mercaptoethanol
zur Selektion: 0,4 g/l G418
500 ratbve’'s Modified Dulbecco’s

Medium
10% FCS
100 U/ml Penicillin, 0,1pg/ml Streptomycin
2 mM L-Glutamin
1 x MEM Nichtessentielle AS
0,004 %a-Monothioglycerol

50 mM Tris
62,5 MM EDTA
2,5 M LiCl
0,4 % Triton X-100

PBS
0,5 % BSA
2 mM EDTA
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TAE-Puffer (50x) 2 M Tris-Acetat (pH 8,0)
950 mM Essigsaure
50 mM EDTA
YT-Medium mit Kana (pH 7,2) 85 mM KCI
30 mM K;HPOy
5 mM MgSQ
1 mM EGTA
2 mM NaATP
5 mM Na-Pyruvat
5 mM Kreatin
20 mM Taurin
20 mM Glucose
50pg/ml Kanamycin
YT-Platten
PBS
TE-Puffer 1mM EDTA (pH 8,0)
10 mM TrisHCI (pH 8,0)
20pg/ml RNAse
Phenol Gepuffert in TE, pH 8,0
0,1% Hydroxychinolin
Phenol/Chloroform Phenol : Chloroform : Isoamyldikd
25:24:1
TE
Auftragspuffer SolE 2x fur SDS-PAGE 100 mM TrisH@H 6,8
4% Glycerin
6% SDS
0,02% Bromphenolblau
200 mM DTT
MACS-Puffer (pH 7,4) PBS mit
2 mM EDTA
0,5% BSA
Medien, hitzestabile Losungen, Glasbehalter undskaiaffmaterialen wurden 20 min bei

134°C und 2 bar autoklaviert. Hitzelabile Lésungamden steril filtriert (PorengréRe 0,2
pum).
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2.1.7. Antikorper

PE anti-human CD4 BD Pharmingen, Heidelberg
IgG1-PE Becton Dickinson, Heidelberg
Anti-PE MicroBeads Miltenyi Biotec, Bergisch Gladiba

2.1.8. Plasmide, Oligonukleotide und Langenstandasd
2.1.8.1. Plasmide

pEGFP BD Clontech, Heidelberg
MACSelect4.1 Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
PEGFP N1 BD Clontech, Heidelberg
pPGK-Neomycin Schneider (GSF Munchen), nicht

veroffentlicht

2.1.8.2. Oligonukleotide

Die gereinigten Oligonukleotide wurden von der FirMWG-Biotech, Ebersberg, bezogen.

Folgende Oligonukleotide wurden als PCR-Primer mnkerungszwecken eingesetzt:

ACD4-BamH1 sense 5 GTTGCGGATCCCGCCACCATGAACCGGGGA®ITT
TAG-3’

ACD4-Notl anti-sense  5-GAGTCGCGGCCGCTTCAGTGCCGGCAGBC-3

PGK-BamH1 anti-sense 5-CTTAGGATCCCAGGTCGAAAGGCCCE&3’

PGK-Xhol sense 5-CTGACTCGAGCAGTACTTTTCCCAAGGCAG-3

Folgende Oligonukleotide wurden als Primer furRIéR zur Sequenzierung der klonierten

Plasmide eingesetzt:

EGFP-4104 sense 5-CCTGCGTTATCCCCTGATTC-3

EGFP-149 anti-sense 5-GTGCAGATGAACTTCAGGG-3’

EGFP-1561 anti-sense 5 -CATTCCACAGCTGGTTCTTTCC-3

EGFP-1584 anti-sense 5-CATTCCACAGCTGGTTCTTTCC-3’

ACD4-BamH1 sense 5 GTTGCGGATCCCGCCACCATGAACCGGGGAE®ITT
TAG-3'

ACD4-143 anti-sense 5-CTCTTCTTCTGGGAAGCTG-3’

ACD4EGFP-1861 sense 5 -GACAACCACTACCTGAGCAC-3
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Folgende Oligonukleotide wurden als Primer furRI&R zur Kontrolle stabiler Integration

der transfizierten Plasmide in den GSES-Zellenesetyt:
ACD4-BamH1 sense 5 GTTGCGGATCCCGCCACCATGAACCGGGGAERITT

TAG-3

ACDA4-Not1 anti-sense 5-GAGTCGCGGCCGCTTCAGTGCCGGCAGAC-3’
ACDA4-143 anti-sense 5-CTCTTCTTCTGGGAAGCTG-3’

Folgende Oligonukleotide wurden als Primer fir dNested-PCR bzw. die PCR mit

radioaktiver Markierung zur Quantifizierung der Esgsion von Markergenen eingesetzt:

mBrachyury-580 sense
mBrachyury-810 anti-sense
MGATA4-1058 anti-sense
MGATA4-641 sense
mHiston H4-189 anti-sense
mHiston H4-64 sense
MHNF4-6 sense
MHNF4-640 anti-sense
minvolucrin-270 anti-sense
minvolucrin-7 sense
mMef2c-1326 sense
mMef2c-1476 anti-sense
MNCX1-2050 sense
MNCX1-2203 anti-sense
mNeurogenin-18 sense
mNeurogenin-680 anti-sense
mNkx2.5-1314 sense
mNkx2.5-1332 sense
MNKkx2.5-1454 anti-sense
mMNKkx2.5-1471 anti-sense

2.1.8.3. Langenstandards
1 kb-Leiter
100 bp-Leiter

A-HindllI-La&ngenmarker

5 -GAGAGAGAGCGAGCCTCCAAAC-3
5-CTGTCGGTGCTCTTCATTTIC-
5-GTGGCATTGCTGGAGTTAC-3’

5 -GAGAGTGTGTCAATTGTGGG-3’
5-CAGGAACACCTTCAGCACAC-3
5-GTTCTCCGCGATAACATCC-3’

5-ACTCTCTAAAACCCTTGCCG-3’
5-CCAGAAGGAGTTCGCAGAAG-3’
5-CTTTTTCACCTGCAGCTGGBG

5-CATCAACACACACTGCCAGTG-3
5-CCCCTTCGAGATACCCACAA-3
5 -GAAGGTCTGGTGAGTCCAATGG-3

5 -GGAAAAGAGATGTATGGCCAACC-3
5-GCCCCATTTCCGCAATG-3’
5-GACCTGCATCTCTGATCTCG-3’

5 -GGAAAGGAGAAAAGGGGATBC-

5 -ACTATGCCCTGTCCCTCGGAT-3
5-GATTTCACACCCACCCTCG-3
5 -GAATCCGTCGAAAGTGCCC-3
5-CTCCCGGTCCTAGTGTGGAA-3’

Biolabs, Frankfurt
Biolabs, Frankfurt

Biolabs, Frankfurt
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2.2. Methoden
2.2.1. Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1. Kultivierung von Bakterien

E.coli-Stamme wurden bei 37°C unter Kanamycinsaak{c0ug/ml) fir 14 — 16 h bei 225

upm und 37°C inkubiert. Dabei wurden fur die Pladpriiparation zu analytischen Zwecken
(s.2.2.2.1.2.) 3 - 4 ml YT-KANA-Medium mit eineiirizelkolonie, fur die Praparation grof3er
Mengen Plasmid-DNA (s. 2.2.2.1.2.) 250 ml YT-KANAddium mit 1 ml einer Bakterien-

Ubernacht-Kultur angeimpft.

2.2.1.2. Transformation von Bakterien nach der Hiteschockmethode

Zur Transformation wurden 50 pl aufgetauter kommiete TOP10-Zellen mit 7,5 pl des
Ligationsansatzes (s. 2.2.2.4.) gemischt und funm®® auf Eis inkubiert. Nach einem 30-
seklindigen Hitzeschock (42°C) erfolgte die Inkulmatider Zellen zur Expression der
Antibiotikaresistenz mit 250 pl SOC-Medium 1h b&FB im Schiittler (225 upm). 90% bzw.
10% des Ansatzes wurden auf YT-KANA-Platten miteemDrygalski-Spatel ausgestrichen
und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.2. DNA-Methoden

2.2.2.1. Praparation und Reinigung von DNA

2.2.2.1.1. Praparation genomischer DNA

Die Praparation genomischer DNA aus GSES-Zelleolgd durch Entnahme eines 37,5 pl
Aliquots der nach einem Passagiervorgang in 25QuitiKerungsmedium resuspendierten
Zellen. Nach Zentrifugation der Zellsuspension &iedentrifuge, 2500 upm, 3 min,
Raumtemperatur) erfolgte die Resuspension in 10ptease K (125 pg/ml) und 5ul SDS
(17 uM) sowie anschlieBend eine Inkubation (37°g, 95°C, 15 min) zur Freisetzung der
DNA.

Nach Abzentrifugation der geféllten Proteine (1® Qpm, 5 min, Raumtemperatur) wurde
die DNA aus dem Uberstand fur weitere Untersuchonggttels PCR (s. 2.2.2.5.2)

eingesetzt.

2.2.2.1.2. Praparation von Plasmid-DNA
Plasmid-DNA wurde entweder zur Gewinnung grofRer BENéngen mit dem Qiagen
MaxiKit nach den Angaben des Herstellers oder almi-Mraparation zu analytischen

Zwecken nach folgender Lyse-Methode (TELT-Prapanatisoliert: Das Bakteriensediment
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einer 3-4 ml Ubernachtkultur (Jouan-Zentrifuge, ®@®m, 5 min, Raumtemperatur) wurde
in 150 pl TELT-Puffer und 15ul Lysozym durch Vorgexresuspendiert. Die anschlielBende
Inkubation Gber 5 min bei Raumtemperatur dienteRiterienlyse. Die Denaturierung des
Lysozyms und der Bakterienproteine erfolgte durcbchéen bei 95°C uber 120 s.
Chromosomale DNA und Proteine prazipitierten durdtubation auf Eis Gber mindestens 5
min; sie wurden durch Zentrifugation (14 000 upn®, @in, 4°C) abgetrennt. Die im
Uberstand vorhandenen Plasmide wurden durch Zugaibel Volumen Isopropanol gefallt
(5 min, Raumtemperatur) und abzentrifugiert (1400, 10 min, Raumtemperatur). Nach
einem Waschschritt mit 70%-igem Ethanol wurde dasi®id-DNA luftgetrocknet (10 min),
in 25-30 ul TE und RNAse resuspendiert und Uberi® lpei 65°C zum Abbau der RNA
durch die zugesetzte RNAse inkubiert. FUr analfsRestriktionsverdaus wurden 1-2 ul

dieser Plasmid-DNA-LAsung eingesetzt.

2.2.2.1.3. Phenolextraktion

Um Proteine abzutrennen, die spatere Schritte bei RNA-Verarbeitung beeintrachtigt
hatten, wurden die DNA-LOsungen durch Zugabe emglegchen Volumens Phenol bzw.
Phenol/Chloroform und kraftiges Schuitteln am Voetegxtrahiert. Nach Zentrifugation (13
000 upm, 3 min, 4°C) konnte die wassrige, DNA-elémale Oberphase abgenommen
werden. Die Entfernung der Phenolreste erfolgtecldurweimaliges Ausschitteln mit

Chloroform, die Fallung der DNA im Anschluss mih&nol.

2.2.2.1.4. Ethanolfallung

Bei DNA-haltigen Lésungen wurde durch Zugabe von (pH 8,0) zunachst ein Volumen

von mindestens 150 pl eingestellt. Anschlie3endigié die Zugabe von 3 Volumen Ethanol
(96%, vorgekunhlt auf -20°C) und 0,1 Volumen Natragetat (3 M, pH 5,2). Nach kraftigem
Schitteln am Vortexer wurde bei -20°C mindestensnB0gefallt, danach das Prazipitat bei
4°C far 20 min bei 14000 upm (Jouan-Zentrifuge)eattdfugiert und mit 70%-igem Ethanol

gewaschen. Nach Lufttrocknung (10 min) wurde dieAOM gewlnschten Volumen TE (pH

8,0) gelost.

2.2.2.1.5. Isopropanolfallung
Zur DNA-LOosung wurde 1 Volumen Isopropanol gegebemd bei 4°C fur 60 min
zentrifugiert. Waschen und Lésen des Sedimentsigéefowie fir die Ethanolfallung

beschrieben.
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2.2.2.2. Isolierung und Analyse von DNA-Fragmenten

2.2.2.2.1. Restriktionsendonukleaseverdau von DNA

Ein Unit (U) Restriktionsendonuklease schneidetindieihsgemald 1 pg Referenz-DNA in
einer Stunde bei 37°C. Die benétigte Enzymmengelguach folgender Formel berechnet:

U = mp X (Iref X M)/ (Ip X Nret)

m,: Masse des zu spaltenden Plasmigd;dnge des zu spaltenden PlasmigisZahl der Schnittstellen des Plasmids;
Irer. LANge der Referenz-DNAADNA) ; ngei: Zahl der Schnittstellen der Referenz-DNA

In der Praxis wurde das Doppelte der rechnerisctdtigien Menge an Restriktionsenzym
eingesetzt. Analytische Verdaus wurden mit ca. 5@0 Plasmid-DNA in den vom

Enzymhersteller mitgelieferten Puffern in einem Wukn von 10 bis 30ul durchgefuhrt
(37°C, 1 h). Die Analyse der entstandenen Fragmest®igte mittels Agarose-

Gelelektrophorese (s. 2.2.2.2.2.). Praparative alesderfolgten mit ca. 5 pg DNA in den
entsprechenden Puffern in einem Gesamtvolumen 06rul iber 4 bis 6 Stunden. Erhaltene
Fragmente wurden nach Auftrennung im Agaroseget wmter 2.2.2.2.3. beschrieben,

isoliert.

2.2.2.2.2. Analytische Gelelektrophorese

Zur Analyse von isolierter DNA (PCR-Produkte, Pladgnnach Restriktionsverdau) wurde
diese in Agarosegelen (0,8 bis 2%, abhangig von Gl€if3e der zu trennenden DNA-

Fragmente) aufgetrennt. Zur Herstellung der GeledeuAgarose in TAE-Puffer unter

Kochen geldst, nach Abkihlung 0,5 mg/ml Ethidiunmbicd zugegeben und die flissige
Agaroselésung in die entsprechende Gelapparatunsgeg. Nach Erstarren der Agarose
wurde das Gel mit TAE-Elektrophoresepuffer Uberdotat, die Proben mit 0,1 Volumen

DNA-Auftragspuffer versetzt und in die Geltaschataglen. Die Auftrennung der Fragmente
erfolgte bei 60-120 Volt. Die Fragmente wurden aufem Transilluminator (260 und 355

nm) sichtbar gemacht und mit einer Videokamera qupaiphiert. Als GroéRenstandards
wurden die 100 bp-Leiter, die 1 kbp-Leiter und &éfindlll-Marker verwendet.

2.2.2.2.3. Praparative Gelelektrophorese
Die praparative Isolierung von DNA-Fragmenten e&tel nach Elektrophorese und
Ausschneiden der gewiinschten Bande aus 1%-igen osegelen mit dem

QiagenGelExtraktionskit nach Herstellerangaben.
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2.2.2.3. Subklonierung isolierter DNA-Fragmente

Um bei der Ligation eine Religation der Vektorenvauhindern, wurden mit dem Enzym CIP
(,Calf Intestine Phosphatase”) die 5 -Phosphatgenpentfernt. Hierzu wurden zu dem
hydrolisierten Vektor 1 Volumen 1x CIP Puffer undU3CIP zugegeben. Das CIP-Enzym
zeigt bereits unter diesen nicht optimalen Puffémigungen volle Aktivitat. Die Inkubation
dieses Ansatzes erfolgte Uber einen Zeitraum védnbgi 37°C. Anschlielend wurde nach
praparativer Gelelektrophorese (s. 2.2.2.2.3.)aieiinschte Vektorbande aus der Agarose

isoliert und zur Ligation eingesetzt.

2.2.2.4. Ligation

Fur die Ligation wurde ausgehend von der Dugaidzgknel (221) die zu klonierende Insert-
Fragment-DNA mit einem zwei- bis vierfachen molareiverschuss zur entsprechend
vorbereiteten Vektor-DNA (50 — 100 ng) gegebene Dnkubation erfolgte in 15 pl
Reaktionspuffer mit 0,5 U T4-DNA-Ligase bei Raumpmratur Gber 1 h. Die Halfte des

Ligationsansatzes wurde zur Transformation vonlERakterien eingesetzt (s. 2.2.1.2.).

2.2.2.5. Polymerase-Ketten-Reaktion

2.2.2.5.1. Amplifikation von Fragmenten fur Klonieungszwecke mittels PCR
DNA-Fragmente, bei denen geeignete Restriktionstistailen zur Umklonierung in einen
anderen Vektor fehlten, wurden mittels PCR ampéfiz Die Primer wurden dabei so
gestaltet, dass sie zusatzlich zum genspezifisteédrentsprechende Schnittstellensequenzen
aufwiesen. Zur Amplifikation im automatisierten Timocycler wurden ca. 10 ng linearisierte
Matrizen-DNA eingesetzt, wobei das Volumen des Reakansatzes 50 pl betrug. Als
Enzym wurde Pfu-Polymerase wegen der relativ genndrehlerrate verwendet. Die
Errechnung der Schmelztemperatur der Primerpatolgir anhand der folgenden Formel:

Tm = 2°C xZ(A+T) + 4°C xX (G+C)

In der Praxis wurde eine Annealingtemperatur getvéig um 3 - 4°C unter der mit oben
stehender Formel errechneten Temperatur lag. ElEnizymreaktion wurden 72° C gewahlt;
dabei betrug die Zeit ca. 1 min pro 1000 bp. Aningalnd Denaturierung erfolgten jeweils
tber 1 min. Es wurden 35 Zyklen durchgefuhrt. Zuchu#z vor Verdunstung erfolgte eine
Uberschichtung der Reaktionsansatze mit Mineraliich Gelaufreinigung oder nach
Phenol/Chloroform-Extraktion mit anschlieRenderdgtbifallung konnten die amplifizierten

DNA-Fragmente in KO bidest aufgenommen werden.
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2.2.2.5.2. Analyse stabiler Klone mittels PCR aussgomischer DNA

Die Untersuchung auf stabile Integration des tiamesten Plasmids in den einzelnen Klonen
erfolgte mittels PCR aus der genomischen DNA deE&Zellen, die wie unter 2.2.2.1.1.
beschrieben gewonnen wurde. Basierend auf der cBbifuenz der Uber Transfektion
eingebrachten ReportergenaCp4, EGFP, bzwACD4EGFP) wurden geeignete Primer
entworfen. 1ul DNA wurde bei einem Gesamtvolumen I® pl eingesetzt, wobei Tag-
Polymerase (0,625 U) als Enzym Verwendung fand.hN&@ Zyklen wurden die PCR-

Produkte mit 1ul DNA-Auftragspuffer (10x) versetatd mittels Agarose-Gelelektrophorese
analysiert.

2.2.2.5.3. PCR mit radioaktiver Markierung zur Quartifizierung der Expression von
Markergenen

Hier wurden gemald der cDNA-Sequenzen der untersociMarkergene Primerpaare
konstruiert, wobei die Schmelztemperaturen naclgesbiFormel (s. 2.2.2.5.1.) errechnet
wurden. Als Kontrolle zur Standardisierung dienisteh H4. 1ul RT-Ansatz, der die cDNA-
Matrize enthielt, wurde direkt fir die PCR eingesetals Negativkontrolle diente die
entsprechend verdinnte RNA (-RT). Tag-Polymerag2fU) fand als Enzym Verwendung.
Der Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 10 pl efittiesatzlicho*P-CTP mit einer
Aktivitat von 0,5 uC. Es wurden 38 bis 40 Zyklenrchgefihrt und der Ansatz nach der
Reaktion auf 30 pl verdinnt sowie zusatzlich m# 3| Auftragspuffer versetzt. Ein Aliquot
wurde auf ein 7,5%-Polyacrylamid-Gel aufgetrageobe& der Gellauf bei 140 V erfolgte.
Nach Abklatschen auf Whatman-Papier wurde das @&ruw/akuum bei 80 °C getrocknet.
Die Quantifizierung der radioaktiv markierten PCRyRukte im getrockneten Gel erfolgte

mittels Phosphorimager.

2.2.2.5.4. Nested PCR zur Kontrolle der Expressiovon Markergenen

Fur Markergene, bei welchen das verwendete Primerpa der nach 2.2.2.5.3.

durchgefihrten PCR zu Fehlhybridisierungen und tami unspezifischen Banden oder
keinem sichtbaren Produkt fuhrte, wurde auf dasziyider Nested-PCR zurtickgegriffen:
Nach einer PCR ohne radioaktive Markierung (1ul RBatz; 0,625 U Tag-Polymerase; 40
Zyklen) wurde aus dem 10upl-Ansatz 1ul als Matrize €ine zweite, ebenfalls nicht
radioaktive Amplifikation (35 Zyklen) mit anderermriidern entnommen, wobei das zweite
Primerpaar innerhalb des ersten lag. Auf diese #&/eiwurden die falschen

Amplifikationsprodukte der ersten Runde ausgesdnder
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2.2.3. RNA-Methoden

2.2.3.1. Isolierung von Gesamt-RNA aus GSES-Zellen

Mit Hilfe des RNAeasy-Mini-Kits (Qiagen) wurden ausittels Durchflusszytometrie

sortierten Zellen (s. 2.2.7.2.), die auf 4,5 X Z@llen pro Fraktion titriert und abzentrifugiert
(Jouan-Zentrifuge, 2500 upm, 3 min, Raumtemperatwojden waren, die Gesamt-RNA
isoliert. Dies erfolgte nach den Angaben des Hbeste entsprechend dem Protokoll fur
tierische Zellen. Die Aufbewahrung der RNA erfolges -80 °C

2.2.3.2. Reverse Transkription

Fur die reverse Transkription zur Herstellung des@nt-cDNA wurden je 2ul der isolierten
Gesamt-RNA (s. 2.2.3.1.) eingesetzt. Die Reaktioh3@ U AMV-reverser Transkriptase
erfolgte in einem Volumen von 20 pl fir 60 min [33°C entsprechend der Anleitung, es
wurden allerdings zusatzlich 24 U RNAse-Inhibitangesetzt. Anschliellend wurde das
Volumen durch Zugabe von 20 pl.® bidest verdoppelt, die Losung auf Trockeneis
eingefroren und bei -80 °C aufbewahrt. Fir die RORPkonnten von dieser Verdinnung

direkt je 1 ul der cONA-Matrize eingesetzt werden.

2.2.4. Proteinbiochemische Methoden

2.2.4.1.in vitro-Translation

Die in vitro-Translation wurde mit nicht linearisiertem rekomdmten SP@&CD4EGFP-
Plasmid als DNA-Matrize gemal3 der Anleitung miteemTNT-Kit durchgefuhrt. Bei diesem
vereinfachten Verfahren kénnen die Transkription die Translation der DNA-Matrize im
selben Reaktionsansatz erfolgen. Das Gesamtvollregng pro Ansatz 50 ul, der Einbau
von [*°S]-Methionin (1ul; 10 mCi/ml) diente der radioaktiv Markierung, um das vitro
translatierte Protein nach SDS-PAGE darzustellen.

2.2.4.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekuéavgcht wurde mit diskontinuierlicher
SDS-PAGE nach Laemmli (222) in einer Mini-Gelapparadurchgefuhrt. Die Proben
wurden vor dem Auftragen auf das 10% Polyacrylaslidgit dem gleichen Volumen 2x
SolE fir 5 min bei 95 °C gekocht. Zur GroRenbestimgn wurde ein
Proteinmolekulargewichtsstandard verwendet. Die el@ktrophorese erfolgte bei einer
konstanten Spannung von 200 V.
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2.2.5. Zellkulturmethoden

Die Medien und Loésungen fur die Zellkultur warentaklaviert oder steril filtriert und
wurden vor Gebrauch i. d. R. auf 37°C vorgewarme Dkubation der Zellen erfolgte bei
37°C und 5% C@

2.2.5.1. Kultivierung der Zellen

GSES (murine embryonale Stammzellen) wurden in ftexdnziertem Zustand in oben
beschriebenem Kultivierungsmedium mit LIF gezogemodurch eine spontane
Differenzierung der ES-Zellen verhindert wurde. Balerfolgte die Kultivierung der
undifferenzierten Zellen ohne ,Feederzellen”. Bsden in der Regel 10cm-Schalen (10 ml
Medium) Verwendung, welche zuvor mit 0,1%-iger denartes Kollagen enthaltender
porciner Gelatine beschichtet worden waren, umZgikadharenz zu verbessern (mind. 15
min, 37 °C). Die Passagierung der Zellen erfolgte diner Konfluenz von 60-90%: Nach
zweimaligem Waschen mit PBS ohne Calcium (jeweislBwurden die Zellen mit 1 ml 1x
Trypsin-EDTA im Brutschrank fir 3-5 min inkubiedpdass sie sich durch leichtes Klopfen
ablosen lieRen. Die Zugabe von 10 ml des FCS-lealtigultivierungsmediums stoppte die
Trypsinierung. Nach Zentrifugation (Jouan-Zentrgud.200 upm, Raumtemperatur, 5 min)
und Aufnahme des Sediments in Medium wurden diesgner Verdiinnung von 1:5 - 1:20

erneut ausgesat.

2.2.5.2. Konservierung der Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen wie oben bescherelrypsiniert und zentrifugiert. Die
Resuspension erfolgte unter schrittweiser Zugake \dggekihlten Einfriermediums mit
einem Titer von 1-5 x T0Zellen/ml. Die Zellen wurden danach langsam inegin
Kryobehélter bei -80°C eingefroren und nach zwejerain flussigen Stickstoff tberfuhrt.

2.2.5.3. Transfektion mittels Elektroporation

Vor der Transfektion wurden die Zellen wie obendmeben trypsiniert und abzentrifugiert.
Die Zellen wurden in PBS bei einem Titer von 5 X 1800u| aufgenommen und zusammen
mit 10pg der linearisierten, Phenol-Chloroform-geigten Plasmid-DNA in eine 0,4 cm
Elektroden-Klvette pipettiert. Nach funfmaligem @®eimken der Kivette erfolgte die
Elektroporation bei 240 V und 500 puF, wobei dietkk@astante zwischen 6,5 und 7,5 s lag
(Bio-Rad Gene Pulse I1). Nach funfminutiger Inkubatbei Raumtemperatur wurden 90%

bzw. 10% der Zellsuspension auf gelatinierte Zdfikschalen mit 10 ml Medium ausgesat.
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2.2.5.4. Selektion mit Geneticinsulphat und Separen von Einzelklonen

Die Selektion stabiler Klone wurde ca. 24 h nackkEbporation unter Zugabe von 0,4 mg
Geneticinsulfat (G418) pro ml Medium begonnen. N&gflichem Mediumwechsel konnten
Einzelzellklone nach 9 - 11 Tagen separiert weréerfir wurden die Schalen zweimal mit
8 ml PBS ohne Calcium gewaschen und anschlieRebd! mil PBS Uberschichtet. Eine
Zellkolonie wurde mit einer 1000ul-Eppendorf-Pipeitt 40ul PBS aufgenommen, danach in
50ul 1x PBS-EDTA fur 5 min inkubiert und durch vietgiges Auf- und Abpipettieren in
einer 200ul-Eppendorf-Pipette vereinzelt. Anscldref erfolgte eine Umsetzung in ein Loch
einer 24-well-Zellkulturplatte mit 1 ml G418-Kulimrungsmedium. Pro transfizierten
Konstrukts wurden 24 — 36 Klone separiert und bisca. 80% Konfluenz weitere vier bis
sieben Tage unter Selektion gezogen. Danach ezfaigs 15% der Zellen eines Klons die
Extraktion der genomischen DNA (s. 2.2.2.1.1.), dmsen hinsichtlich einer stabilen
Integration des transfizierten DNA-Konstrukts nigtePCR zu testen (s. 2.2.2.5.2.). Die

restlichen Zellen wurden wie oben beschrieben ggetaind weiter kultiviert.

2.2.5.5. Differenzierung

Die  Differenzierung der GSES-Zellen erfolgte in  obe beschriebenem
Differenzierungsmedium ohne LIF. Nach Trypsinierumgl Abzentrifugieren wurden ca. 1-
5x10P Zellen in 10ml Differenzierungsmedium resusperdierd in diesem Volumen in
10cm-Bakerienschalen gezogen, welche eine Zelladaawverhindern und somit eine
Suspensionskultur ermdglichen. Dabei bilden didefeAggregate aus, aus denen sich sog.
-Embryoid Bodies" (EBs) entwickeln. Nach sechst&gi§uspensionsphase bei mehrmaligem
Mediumwechsel wurden die Zellen in gelatiniertelth-Zellkulturplatten (ca. 20 - 50 EBs
pro Loch) mit Differenzierungsmedium umgesetzt, wiollie Zellen innerhalb von 1 — 2
Tagen adhérierten und sich nach frihestens 4 Tegdagende Areale bildeten.

2.2.6. Magnetische Zellsortierung (MACS, Magnetic €ll Sorting)

2.2.6.1. Vereinzelung der Zellen

Zur Zellvereinzelung vor Antikdrperfarbung und magscher Zellsortierung wurden
Collagenase (30uM; 1 ml pro 10cm-Schale; 40 mig) &der PBS-EDTA (5 mM EDTA; 1

ml pro 10cm-Schale; 15 min bzw. 30 min, 37°C) es®jet, nachdem die Zellen zuvor
zweimal mit PBS ohne Calcium gewaschen worden wébén vereinzelten Zellen wurden
abzentrifugiert (Jouan-Zentrifuge, 2500 upm, 3 ntaumtemperatur) und in 100ul MACS-

Puffer resuspendiert.
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2.2.6.2. Markierung mit Hilfe des indirekten Antikdrpersystems

Die Markierung der Zielzellen fur die MACS-Aufrequing erfolgte miti-PE-,Micro-Beads",
die gegen einen entsprechend konjugiest€®4-Erst-Antikdrper gerichtet sind. Dieses sog.
Jndirekte Markierungssystem* wurde ausgewahlt, lwdiekannt ist, dass es fur
Zellseparationen mit dem Ziel eines mdglichst hoRemheitsgrades besser geeignet ist als
das weniger sensitive direkte Verfahren mit eineege;mn das CD4-Molekil gerichteten
magnet-gekoppelten Antikérper (220).

Die GSES-Zellen wurden hierfur gemal3 2.2.4.1. weidt und nach dem Antikdrper-
Protokoll des jeweiligen Herstellers markiert. Dalvairden 3-5 x 10 GSES-Zellen miw-
CD4-MicroBeads bzw. mitt —CD4-PE-Antikérper und anschlieRendPE-,Micro-Beads"
inkubiert.

Zur Bestimmung der Effektivitat der Zellaufreinigyavurde nach MACS sowohl die Positiv-
Fraktion als auch die Negativ-Fraktion mit-CD4-PE-Antikorper inkubiert.

2.2.6.3. Separation mittels Mini-MACS

Die magnetische Separation wurde mit MS-Saulen iMIACS) entsprechend der Angaben
des Herstellers durchgefiihrt. Dabei wurden 3-5% Z6llen (s. 2.2.6.2.) auf eine Saule
gegeben. Als Puffer fand der von Miltenyi Biotec pgahlene MACS/FACS-Puffer
Verwendung, der zuvor mindestens 15 min im Ultrabhd entgast und auf Eis gekuihlt
worden war. Nach dem Separationsprozess wurdempaldigiv selektierten Zellen auf eine
neue, frisch praparierte Sule gegeben, und eiitavwielektionsschritt wurde durchgefuhrt.

2.2.7. Durchflusszytometrie (FACS, Fluorescence Agated Cell Sorting)

Zur Analyse derACD4-Expression (PGKCD4- und PGKACD4EGFP-Zellen) sowie der
EGFP-Expression (PGK-EGFP- und Nkx2.5-EGFP-Zellemurde eine 3-Farben-
Durchflusszytometrie durchgefihrt. Zudem wurden RBXEGFP-Zellen mit Hilfe eines

FACS-Sortiergerates entsprechend ihrer EGFP-Expresslektiert.

2.2.7.1. Vorbereitung der Proben

ACD4 exprimierende Zellen wurden wie unter 2.2.6elschrieben vereinzelt, wahrend EGFP
exprimierende Zellen entsprechend dem ProtokoksiRassagiervorgangs mit 1x Trypsin-
EDTA behandelt wurden (s. 2.2.5.1.).

Die Markierung denCD4 exprimierenden Zellen erfolgte wie unter 22.@eschrieben. Fir
die FACS-Auswertung dienten dabei 1x°1@it o -lgG1-PE-Antikorper markierte Zellen
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(Protokoll des Antikdrper-Herstellers) als Isotykentrolle, 1x16 mit o —CD4-PE-
Antikdrper markierte native, nicht transfizierte BE&Zellen als weitere Kontrolle fir
unspezifische Antikorperbindungen. Als Negativkofier wurden sowohl fir die EGFP- als
auch die CD4-Expressionsanalysen Bridiive GSES-Zellen verwendet.

Analytische Messungen wurden in FACS-MACS-PuffebQ2- 1000ul pro Probe) nach
Zugabe von Propidiumjodid (0,05 mg/ml) zur Markieguder toten Zellen durchgefihrt,
wahrend die FACS-Zellsortierung in 2 ml Differenziegsmedium mit Propidiumjodid

erfolgte.

2.2.7.2. Analytisches FACS

Bei jeder Messung wurden als reprasentative Ausw@at000 Zellen analysiert. Die Laser-
Exzitation lag fur alle drei Farbstoffe bei 488 nder Emissions-Spektralmessbereich fur
EGFP bei 515-545 nm, fur das Fluorochrom PE bei@&!nm und fur Pl bei > 650 nm. Die
Messung erfolgte mit dem Durchflusszytometer ,FAC&ibur”, die Auswertung mit dem
Programm ,Cell-Quest".

Die Zellen wurden zunachst im Vorwarts- und im ®aitsstreulicht entsprechend ihrer
Grol3e und Granularitat erfasst. Mit Hilfe der Dallsing der Pl-Intensitat wurde die Fraktion
lebender Zellen selektioniert (,Gaten") und weitensichtlich EGFP- bzw. CD4-Expression
analysiert (Abb. 13).
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Abb. 13: Darstellung und Auswertung der 3-Farben-Duchflusszytometrie:

A: Darstellung nach GroRRe im Vorwartsstreulicht @F8) und Granularitat im Seitwartsstreulicht (SSE-H

B: Darstellung nach GréRe (FSC-H) und PI-FluorezZ€h3-H); Erfassen der lebenden Zellen in Region R1
C-E: Darstellung verschiedener Populationen nachFE@H.1-H) und CD4-Fluoreszenz (FL2-H)

Die Achsen geben die Intensitat der Emission delléeMangen des Spektralmessbereiches
der jeweiligen Fluoreszenz wieder, die x-Achse HBFP, die y-Achse von PE. Doppelt-

negative Zellen zeigen sich demnach im linken @me@Quadranten, die durch EGFP-

Expression charakterisierten Zellen im rechten rem&uadranten, die CD4 exprimierenden
Zellen im linken oberen Quadranten. Der rechte elfguadrant stellt Zellen dar, die sowohl

CD4 als auch EGFP bilden.
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2.2.7.3. Zellsortierung

Die Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung erfolgteit dem ,Becton Dickinson FACS-
Vantage“. EGFP wurde mit einer Wellenlange von #88 exzitiert und in einem Emissions-
Spektralmessbereich von 515-545 nm detektiert. iesortierenden Zellen (Zellzahl 2-
5x10°) wurden wie unter 2.2.7.1. beschrieben vorbered@ Zellsortierung basierte auf der
Zellvitalitat (Intensitat Pl-Fluoreszenz) und dietensitat der EGFP-Fluoreszenz, wobei nicht
transfizierte Zellen als Kontrolle dienten. Die el wurden direkt in ein Kulturmedium

enthaltendes Glasrohrchen sortiert.

3. ERGEBNISSE

3.1.1n vivo-Markierung und MACS-Aufreinigung stabil transfizie rter embryonaler
Stammzellen
In diesem Teil der Arbeit wird die Etablierung esnerotokolls zur Markierung und Isolation

stabil transfizierter ES-Zellen mit Hilfe magnetist Zellsortierung (MACS) vorgestellt.

3.1.1. Etablierung eines optimierten Protokolls zuZellvereinzelung

Weil Trypsin in der extrazellularen Domane des @&ehenmolekills CD 4 schneidet, auf
welcher Markierung und Aufreinigung der Zielzellbasieren, ist es zur Zellvereinzelung
nicht geeignet. Als Alternative wurden deshalb @gdénase (30uM; 1 ml pro 10cm-Schale;
40 min, 37°C) und PBS-EDTA (5 mM EDTA; 1 ml pro 18chale; 15 min bzw. 30 min,
37°C) untersucht, nachdem die Zellen zuvor zweimdl PBS ohne Calcium gewaschen
worden waren. Dabei zeigte sich, dass die 15-ngaetinkubation in PBS-EDTA mit
anschlieBendem vorsichtigen Auf- und Abpipettieianeiner 1000ul-Pipette das beste
Ergebnis bezuglich der Lésung der Zelladharenz ded Zell-Zell-Kontakte sowie der
Vertraglichkeit fur die Zellen (mikroskopisch ca%5tote Zellen nach Trypanblaufarbung)
lieferte. Eine langere Inkubation in PBS-EDTA fightdei gleichem Dissoziationsergebnis zu
einem hoheren Anteil toter Zellen (ca. 15%). Ber @vollagenase-Methode l6sten sich
Zellaggregate ab, die sich selbst durch kraftiges- And Abpipettieren nur unzureichend
dissoziieren lieBen. Aufgrund dieser Ergebnissel fiam Folgenden die Inkubation in PBS-
EDTA (5 mM EDTA; 15 min; 37°C) als Dissoziationsetle Verwendung. Die vereinzelten
Zellen wurden abzentrifugiert (Eppendorf-Zentrifu@s00 upm, 3 min, Raumtemperatur)
und in 100ul gekuhltem MACS-Puffer (4°C) resuspertdi
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3.1.2. Ausschluss einer endogenen Expression des4=Dberflachenmolekils in GSES-
Zellen

Will man dasACD4-Molekil zur Markierung und Aufreinigung transge ES-Zellen

einsetzen, muss zunachst eine endogene CD4-Expregsn ES-Zellen in verschiedenen

Differenzierungszustanden ausgeschlossen werdeminenKontamination der Zielzellen zu

verhindern.

Zu diesem Zweck erfolgte ein FACS-analytischer ol a-CD4-PE-inkubierter und nicht

inkubierter GSES-Zellen. Dabei liel3 sich sowohlumdifferenziertem Zustand als auch an

Tag 3 und Tag 11 nach Initiation der Differenzieyumittels PE-Fluoreszenz keine endogene

CD4-Expression von GSES-Zellen nachweisen (Abb. 14)
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Abb. 14: Durchflusszytometrische Analyse nativer GES-Zellen in undifferenziertem Zustand (A), in
frdher (B) und spéter Differenzierungsphase (C) zur Untersuchung einer mdglichen endogenen
Expression des CD4-Oberflachenmolekils

Eine Markierung mita-CD4-PE-Antikorper zeigt keine Erhéhung der PE-Fhsaenz (linke Spalte) im

Vergleich zur unmarkierten Kontrolle (rechte SprltBiese Daten schlieRen neben einer endogenen CDA4-
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Expression auch ein Auftreten vogRezeptoren auf GSES-Zellen aus, an denen der Apgkamspezifisch

binden wiirde.

Weil der a-CD4-PE-Antikdrper nicht nur mit CD4 an den beidggFragmenten interagiert,
sondern zudem mit demsFragment unspezifisch an-Rezeptoren bindet, schlieBen die
Daten auch eine Expression vopHezeptoren an der Oberflache von GSES-Zelleneis.
indirekte Ausschluss unspezifischer Bindungen desvendeteno-CD4-Antikdrpers mit
Hilfe eines PE-konjugierten Antikdrpers vom entgiwenden Isotyp (IgG1a) ist damit nicht
notig.

Diese Analysen dienten neben dem Ausschluss eibgr- Qnd k-Rezeptoren-Expression
nativer GSES-Zellen als Kontrolimessungen fur digénden FACS-Auswertungen von mit
ACD4EGFP bzwACD4 transfizierten Zellen (s. 3.1.4. bzw. 3.1.5.).

3.1.3. Analyse der Aktivitat und der Stabilitdt der Promotoren CMV und PGK in GSES-
Zellen

Bei der Suche nach einem geeigneten konstitutiwexkt Promotor zur Etablierung der
magnetischen Markierung und Aufreinigung von tramemn ES-Zellen wurden der
Cytomegalie-Virus(CMV)-Promotor und der humane Rimoglycerokinase(PGK)-Promotor
mit Hilfe des Reportergens EGFP analysiert. Der @&fV-Promotor enthaltende Vektor
pPpEGFP-N1 (Clontech) und der pPGK-EGFP-Vektor (§.331.) wurden verwendet, um in
stabil transfizierten GSES-Zellen Aktivitat und [Sté&t der Promotoren anhand der

Intensitat dern vivo-Fluoreszenz des EGFP im Fluoreszenzmikroskop mylaiehen.

3.1.3.1. Klonierung des Plasmids pPGK-EGFP

Das Plasmid pPGK-EGFP (Abb. 15) ist ein Derivat ple&FP-Vektors (Clontech). In dessen
Multiple-Cloning-Site wurde nach Offnung mit XhoHBH1 der PGK-Promotor (496 bp)
eingesetzt. Dieser war durch PCR mit dem pPGK-Nemmyektor (Schneider, nicht

vergffentlicht) als Matrize unter Einfihrung von &b und BamH1-Schnittstellen in die
Primer isoliert worden (Primer: PGK-Xhol sense; PB&mH1 anti-sense). Die korrekte
Klonierung des pPGK-EGFP-Vektors wurde durch Riesbimsanalyse mit Xhol/BamH1

(Abb. 15) und Sequenzanalyse (Primer: EGFP-4104seserEGFP-149 anti-sense)

nachgewiesen.
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Abb. 15: Schematische Darstellung des hergestelitpPGK-EGFP-Vektors (4,7 kb)

Die zur Klonierung verwendeten Schnittstellen XiR#thH1 sind eingezeichnet. Der Vektor enthalt udisr
Kontrolle eines bakteriellen Promotors eine KanamyResistenz (Karjpsowie unter der Kontrolle des Simian-
Virus 40 (SV40)-Promotors eine Neomycin-Resisteded) zur Selektion von transformierten Bakterien bzw.

stabil transfizierten Zellklonen.

Abb. 16: 1% Agarosegel zur Kontrolle der korrekten Integration des PGK-Fragments (0,5 kb) in den
pEGFP-Vektor

11 Bakterienklone wurden mit Xhol/BamH1 verdauteAlone zeigen das korrekte Restriktionsmusterdait
0,5kb-Bande des PGK-Promotors und der 4,2kb-Bamde\tktoranteils. Aus Klon 6 (X) wurde eine Maxi-
Praparation hergestellt, die mit Hilfe der PrimerAR4104 sense und EGFP-149 anti-sense sequenaielt.w
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3.1.3.2. Herstellung von stabil mit PGK-EGFP und CMW-EGFP transfizierten GSES-

Zellen
Zur Transfektion in GSES-Zellen wurde das pPGK-E@&®ERstrukt mit Xhol, das pCMV-
EGFP-Konstrukt mit Hind 1l linearisiert. Nach d€3418-Selektion wurden jeweils vier

resistente Klone mit EGFP-Fluoreszenz isoliert.

3.1.3.3. Fluoreszenzanalyse von stabil mit PGK-EGFihd CMV-EGFP transfizierten
GSES-Zellen

Die fluoreszenzmikroskopischen Analysen (Abb. 18iyten, dass mit beiden Promotoren die
zytosolische Expression des EGFP-Proteins in wdifizierten GSES-Zellen gut
detektierbar ist. Dabei war die Fluoreszenz in CH8FP-Klonen deutlich intensiver als in
PGK-EGFP-Klonen. Jedoch Dblieb die Aktivitat des PGK-Promotors in der
Differenzierungsphase in allen Zellklonen stabiit@rsucht bis Tag 21), wahrend die CMV-
gesteuerte EGFP-Expression - abhéangig vom Zellklaim Differenzierungstag 1 (Klon #3) -
3 (#2) abnahm und ab Tag 2 (#3) - 7 (#2) in derofdszenzmikroskopie nicht mehr

nachweisbar war.

CMV-EGFP CMV-EGFP PGK-EGFP PGK-EGFP
undifferenziert ’ differenziert undifferenziert differenziert

Abb. 17: Fluoreszenzmikroskopische und lichtmikroskpische Aufnahmen der GSES-Zellklone CMV-
EGFP #1 (A) und PGK-EGFP #2 (B) in undifferenziertem Zugand (jeweils links) und an Tag 10 der

Differenzierung (jeweils rechts)
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In undifferenzierten GSES-Zellen ist die CMV-gestéeieEGFP-Fluoreszenz sehr intensiv, wahrend ihre
Detektierbarkeit in der Differenzierungsphase weto geht. Der PGK-Promotor flihrt dagegen zur einer
Reportergenexpression, die in undifferenziertem ahdtschwacher ist als die durch den CMV-Promotor

kontrollierte, jedoch in der Differenzierungsphasabil bleibt.

Diese Beobachtungen stimmen mit denen anderer t&gvappen Uberein (223). Mit der
Perspektive des Transfers auf spezifische Promoterede fir die Etablierung der MACS-
Aufreinigung der PGK-Promotor gewahlt: Dieser eykatische Promotor entspricht
aufgrund seines Aktivitatsniveaus und seiner Stabilin differenzierten Zellen den
erwarteten Charakteristika spezifischer Promotakesentlich besser als der virale CMV-
Promotor. Dessen im Vergleich zu spezifischen Ptorea unrealistisch hohes
Aktivitatsmaximum und der Aktivitatsverlust wahceder Differenzierung lieRen ein CMV-

Konstrukt zur Etablierung der Aufreinigung diffemeerter Zellen ungeeignet erscheinen.

3.1.4.In vivo-Markierung und MACS-Aufreinigung von stabil transf izierten GSES-
Zellen mit Hilfe des ACD4EGFP-Molekuls

Zur Etablierung der MACS-Aufreinigung flir stabilabsfizierte ES-Zellen wurde ein
ACDA4EGFP-Fusionskonstrukt erzeugt, das neben deazeMuldren Doméne des CDA4-
Oberflachenmarkers gleichzeitig eine EGFP-Fluoneazassette enthdlt und somit auf
einfache Weise im Fluoreszenzmikroskop zu detektiesein sollte. Das Fusionskonstrukt
wirde nicht nur ein Hilfskonstrukt zur Etablierurder MACS-Aufreinigung mittels
konstitutiv aktiven Promotors darstellen, sondeaniiber hinaus die Charakterisierung von
spezifischen Promotorkonstrukten in ES-Zellen w#sén vereinfachen. Mit Hilfe der
Fluoreszenzintensitat positiver Zellen koénnte vivo der Zeitpunkt der maximalen
Promotoraktivitat bestimmt werden, um die Zellen nma unter optimalen
Expressionsbedingungen Uber dacD4-Anteil magnetisch sortieren zu kdénnen. Ohne
Antikorperfarbungen durchfuihren zu missen, wiregrdvivo-EGFP-Fluoreszenz ferner die
Uberprifung der Selektionseffizienzen sowie den HMais der gereinigten Zellen nach

Transplantation im Tiermodell vereinfachen.

3.1.4.1.In vitro-Translation desACD4EGFP-Konstrukts

Das FusionskonstrukiCD4EGFP wurde zunachst mittefsvitro-Transkription undn vitro-
Translation getestet. Hierflr wurde das nicht liimerte pSPACD4EGFP-Konstrukt (Abb.
18) verwendet. Die radioaktive Markierung erfolgtit [*°S]-Methionin. SDS-PAGE zeigt
die korrekte Proteingré3e von 74kD (Abb. 19)
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Abb. 18: Schematische Darstellung des pSR8=D4EGFP-Vektors (6,2 kb)
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Abb. 19: Schematische Darstellung (A) und SDS-Pageach **S-markierter in vitro-Translation (B) des
FusionsproteinsACD4EGFP

Die intrazellulare Doméane des nativen CD4-Molekitilede durch EGFP substituiert. Dire vitro-Translation
lieferte fir SPBACD4EGFP die richtige Proteingréf3e von 74 kD. Als &tadcontrolle wurde eine Translation
mit promotorlosenACD4EGFP-Konstrukt durchgefihrt.

3.1.4.2. Klonierung des Plasmids pPGKxCD4EGFP

Das Plasmid PGKXCD4EGFP basiert auf dem pPGK-EGFP-Vektor (s. 3L1.3.Die
fusionierteACD4EGFP-cDNA (1989 bp) war in Vorarbeiten mittelSFPmit Uberlappenden
Primern gewonnen worden, wobei am 5-Ende eine Bamtm 3’-Ende eine Notl-
Schnittstelle angefiigt worden war. Aus dem pPGK-E&fektor wurde die EGFP-cDNA
herausgeschnitten (BamH1/Notl) und anschlieRenchddasACD4EGFP-Fragment ersetzt
(Abb. 20). Das Restriktionsmuster wurde nach Bamldil-Verdau analysiert (Abb. 21). Die
Sequenzierung der Ubergange an den KlonierungsstéMaxi-Praparation Klon 26 (Primer:
CD4-143 anti-sense; EGFP-1561 anti-sense) lietheterwartete Basenabfolge.
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Abb. 20: Schematische Darstellung des hergestelltgfPGK-ACD4EGFP-Vektors (5,9 kb).

Die zur Klonierung verwendeten Schnittstellen Bamkhtl Not1 sind eingezeichnet. Der Vektor enthateun
der Kontrolle eines bakteriellen Promotors eine dfaycin-Resistenz (Kafjasowie unter der Kontrolle des
Simian-Virus 40 (SV40)-Promotors eine Neomycin-R&siz (Neb) zur Selektion von transformierten
Bakterien bzw. stabil transfizierten Zellklonen.
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Abb. 21: 1% Agarosegel zur Kontrolle der korrekten Integration des ACD4EGFP-Fragments (2,0 kb) in
den pPGK-EGFP-Vektor

14 Bakterienklone wurden mit BamH1 und Notl verddit Ausnahme des Klons 22 zeigen alle Klone das
korrekte Restriktionsmuster mit der 2,0kb-Bande x@D4EGFP und der 3,9kb-Bande des Vektoranteils. Nach
Durchfiilhrung einer Maxi-Plasmid-Praparation ausnKi® (X) wurden die Ubergange an den Schnittstellen
sequenziert (Primer: CD4-143 anti-sense; EGFP-Bbfilsense).
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3.1.4.3. Herstellung von stabil mit PGKACD4EGFP transfizierten GSES-Zellen

Zur Transfektion in GSES-Zellen wurde das pPG&BB4EGFP-Konstrukt mit Xhol
linearisiert. ~Nach der G418-Selektion wurden vieresistente Klone mit
fluoreszenzmikroskopisch detektierbarer EGFP-Flszegaz isoliert.

3.1.4.4. Nachweis der Funktionalitdt deACD4EGFP-Konstrukts

Zum Nachweis der Funktionalitat da€D4-EGFP-Fusisonsproteins in GSES-Zellen wurden
beide Komponenten des chimaren Proteins separatsucht: der EGFP-Anteil beziglich
Detektierbarkeit und Lokalisation dem vivo-Fluoreszenz im Mikroskop, dexCD4-Anteil
bezuglich seiner Darstellbarkeit im FACS nach Abtgerfarbung. Korrelierend mit der
erwarteten Lokalisation des Fusionsproteins zesgite die EGFP-Fluoreszenz tberwiegend
im Bereich der Zellmembranen (Abb. 22).

A

Abb. 22: Fluoreszenzmikroskopie von mit PGKACD4-EGFP (A) und PGK-EGFP (B) transfizierten
Zellen

A zeigt die Membranstandigkeit des Fusionsprot&i@®4EGFP, B die zytosolische Lokalisation des EGFP-
Proteins.

Der Anteil ACD4-positiver Zellen im FACS betrug 36,7% (Klon #38),3% (#1), 49,4% (#4)
bzw. 58,7% (#2) (Abb. 23), wobei alle EGFP-postiv&ellen innerhalb deACD4-
Positivfraktion lagen. Dagegen lag fir einen Teit ACD4 exprimierenden Zellen die EGFP-
Fluoreszenz unterhalb der Nachweisgrenze. Daras$ &ich beziglich der Detektion des
Fusionsproteins eine hohere Sensitivitat de€D4-Markierung gegenuber der EGFP-

Fluoreszenz ableiten.

69



) -
A 5 00%| ®T57 10 ¥
g
I 51 05 L 5i6% A 0.0%
= 21 ~3p° W'f M = M
% E-:ﬂllr ==}
=By : 53,6%| 1 -
R (R 1p? wd 1” 10! 102 10 107 1l 10 10 10° 1ol
EGFP-Fluoreszenz EGEP-Fluoreszenz aCD4-PE-Fluoreszenz
B 5 =% s1.8% T i ev ¥ e
i Sl I 2 3%
: s o _ z s e
=, = | 32.4% 5 | ¥ 38, 7%
> ~ 7 ".."vL M = ' M
= E-L i *\" 2 ﬂk%,r.,fﬁ
= = 0.6% - 4, D_L""“ L
= T wt wEwd e T T 10! 0! 102 10° 1
EGFP-Fluoreszenz EGFP-Fluoreszremnz wCD4-PE-Fluoreszenr

Abb. 23: Durchflusszytometrische Analyse des PGKCD4EGFP-Klons #2

53,6% der Zellen zeigen EGFP-Fluoreszenz (A). NaehkMrung mita-CD4-PE-Antikorper ist Uber die PE-
Fluoreszenz fiir 58,7% der Zellen die ExpressionAd&i34-Anteils nachweisbar, wéhrend nur 52,4% der Belle
EGFP-Fluoreszenz zeigen (B). Diese Diskrepanz gpficthdie hohere Sensitivitdt derCD4-Antikdrper-
Farbung gegenuber der EGFP-Fluoreszenz bei der fthgstytometrischen Detektion desCD4-EGFP-
Fusionsproteins. Darstellung in Diagramm und Hiikib

3.1.4.5. MACS-Aufreinigung von stabil transfizierten undifferenzierten GSES-Zellen

mit Hilfe des ACD4EGFP-Molekiils
Um die Eignung der magnetischen Zellsortierung (MAQur Aufreinigung transgener ES-
Zellen zu untersuchen, wurde der PGBED4EGFP-Klon #2 zunachst in undifferenziertem
Zustand zur Zellsortierung eingesetzt. Vor MACSolgte dabei eine Titration mit nativen,
zuvor ebenfalls mit-CD4-PE-Antikdrper inkubierten GSES-Zellen, soddssAnteilACD4-
positiver Zellen zwischen 10% und 15% liegen soll@se Verdinnung hatte zum Ziel, die
magnetische Zellselektion mit einer AusgangspomiatACD4EGFP-positiver Zellen
durchzufihren, die im Hinblick auf die kinftige Aeinigung von Kardiomyozyten fur
spezifische Promotoren realistisch ist. Nach Masddeder Zielzellen mit dem-CD4-PE-
Erstantikdrper und denu-PE-,Micro-Bead“-Zweitantikérper fihrte MACS bei rar
Ausgangspopulation von 13,8% positiven Zellen zomeeiReinheit von 97,4% positiven
lebenden Zellen (1,7% positive Zellen in der Negedktion) (Abb. 24). Wiederum lagen alle
EGFP-positiven Zellen innerhalb dieser Fraktionhkeaid einigeACD4-positive Zellen (9,5

% der Positivfraktion) keine oder nur schwache EGRPRreszenz zeigten.
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Abb. 24: Durchflusszytometrische Analyse von undifrenzierten ACD4EGFP exprimierenden GSES-
Zellen (PGK-ACD4 #2) vor MACS (A), nach MACS-Positivselektion (Bund MACS-Negativselektion (C)
Bei einer Ausgangsfrequenz positiver Zellen von #3(A) wurde nach Separation eine Reinheit von 97(BY
erzielt. Die Negativfraktion enthielt 1,7% positizellen (C). Pfeil: In der Positivfraktion zeigen5% der
Zellen bei nachweisbarefCD4 keine detektierbare EGFP-Fluoreszenz.

3.1.4.6. MACS-Aufreinigung von stabil transfizierten differenzierten GSES-Zellen mit

Hilfe des ACD4EGFP-Molekiils
Im nachsten Schritt wurde die Anwendung von MACEdiabil ACD4EGFP exprimierende
GSES-Zellen in der Differenzierungsphase (Tag 3 Rifferenzierung) untersucht. Hierflr
erfolgte wiederum eine Titration des PQKCD4EGFP-Klons #2 mit GSES-Zellen, sodass
der Anteil ACD4-positiver Zellen 5,8% betrug. Der Separatioosess fuhrte zu einer
Reinheit von 95,5% (1,3% positive Zellen in der Higraktion) (Abb. 25).
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Abb. 25: Durchflusszytometrische Analyse von diffegnzierten ACD4EGFP exprimierenden GSES-Zellen
(PGK-ACD4EGFP #2) vor MACS (A), nach MACS-PositivselektionB) und MACS-Negativselektion (C)
Bei einer Ausgangsfrequenz positiver Zellen von 5(8%wurde nach Separation eine Reinheit von 95(BYo
erzielt. Die Negativfraktion enthielt 1,3% positivellen (C). Pfeil: In der Positivfraktion zeigerd3p der
Zellen bei nachweisbarenCD4 keine detektierbare EGFP-Fluoreszenz.

3.1.5. MACS-Aufreinigung von stabil transfiziertenGSES-Zellen mit Hilfe desACDA4-
Molekdls

Nachdem die unter 3.1.4. dargestellten ErgebnisseEdynung der MACS-Aufreinigung

mittels ACD4EGFP gezeigt hatten, sollten die Ubertragbad@itMethode auf das humane

und damit nicht immunogenACD4-Molekil ohne EGFP-Anteil Uberpruft werden. Als

weiteres Ziel sollten Experimente auf niedrigeresgangsfrequenzeiCD4-positiver Zellen

sowie einen spateren Zeitpunkt der Differenzier(irag 12) ausgeweitet werden.
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3.1.5.1. Klonierung des Plasmids pPGKxCD4

Das pPGKACD4-Plasmid (Abb. 26) basiert auf dem pPGK-EGFPtWeks. 3.1.3.1.). Aus
diesem wurde die EGFP-cDNA mit BamH1/Notl herausigeisten und durch die mittels
PCR gewonnenaCD4-cDNA (1272 bp; ,MACSelect 4.1“-Vektor als Mate) ersetzt. Die
Primer enthielten wiederum die Schnittstellen Bamiiid Notl (Primer:ACD4-BamH1
sense;ACD4-Notl anti-sense). Das Restriktionsmuster wundeh BamH1/Notl-Verdau
analysiert (Abb. 27). Die Sequenzierung von Klon ach Maxi-Préaparation
(Sequenzierungsprimer CD4-BamH1 sense; CD4-143san8e; EGFP-1561 anti-sense)

lieferte die erwartete Basenabfolge.

Xhol

PGK-Promoter
05 kh

BamH1

ACD4
13 kh

poly &

Not |

Kan' . |]|ji'-,-'
Meo  syag ori fl

St |

Abb. 26: Schematische Darstellung des hergestelltgfGK-ACD4-Vektors (5,2 kb)

Die zur Klonierung verwendeten Schnittstellen Bamkhtl Notl sind eingezeichnet. Der Vektor enthateun
der Kontrolle eines bakteriellen Promotors eine dfaycin-Resistenz (Kafjasowie unter der Kontrolle des
Simian-Virus 40 (SV40)-Promotors eine Neomycin-R&siz (Neb) zur Selektion von transformierten

Bakterien bzw. stabil transfizierten Zellklonen.

73



1 2 3 4 5 6 7 8 M 9 10 11 12 13

H-ﬂﬂ“uu‘g—-— G ) )

— e ) —— -_— . P

Abb. 27: 1% Agarosegel zur Kontrolle auf korrekte Integration des ACD4-Fragments (1,3 kb) in den
PGK-EGFP-Vektor

14 Bakterienklone wurden mit BamH1/Notl verdauteAdlone zeigen das korrekte Restriktionsmusterdait
1,3kb-Bande voACD4 und der 3,9kb-Bande des Vektoranteils. Bei K3oist der Verdau inkomplett. Klon 8
wurde zur Maxi-Praparation verwendet und mit Hitfer Primer CD4-BamH1 sense; CD4-143 anti-sense;

EGFP-1561 anti-sense sequenziert.

3.1.5.2. Herstellung von stabil mit PGKACD4 transfizierten GSES-Zellen

Zur Transfektion in GSES-Zellen wurde das pP&BD4-Konstrukt (Maxi-Préparation aus
Klon 8) mit Xhol linearisiert. Nach der G418-Selektwurden funf resistente Klone isoliert.
Weil wegen des fehlenden EGFP-Anteils ein Screemnitiels in vivo-Fluoreszenz nicht
moglich war, wurde die stabile Integration des pP&BD4-Plasmids mittels PCR
untersucht. Bei vier der funf resistenten Klone kendie stabile Integration mit zwei
verschiedenen PrimerpaarénCD4-BamH1 sensepCD4-Notl anti-sense bzwa CD4-

BamH1 sensejCD4-143 anti-sense) nachgewiesen werden (Abb. 28).
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Abb. 28: 1% Agarosegel zum Nachweis der stabilen tagration des in GSES transfizierten PGKACD4-
Konstrukts nach G418-Selektion

In der mit genomischer DNA durchgefiihrten PCR I&ssih das Transgen in den Klonen 5, 6, 7 und 11 mit
beiden Primerpaare@ACD4-BamH1 senseACD4-Notl anti-sense (Fragmentlange 1272 bp) hx@D4-
BamH1 senseACD4-143 anti-sense (143 bp)) nachweisen, wahren&lin 8 beide PCR-Analysen negativ
sind. Als Positivkontrolle (+) wurde verdiinntesdtad (ca. 2ng/ul), als Negativkontrolle (-}Hbidest in die
PCR eingesetzt.

Die PCR-positiven Klone zeigten durchflusszytonsetni einen AnteihCD4-positiver Zellen
von 36,0% (Klon #11), 38,5% (#6), 44,2% (#7) uncdS8 (#5) (Abb. 29).

A = 5% B

Follzahl
0 20 30 40 50

ol D PE-Fluore=zers

0

102 10

oCD4-PE-Fluoreszens

Zellgrafie (FRC)

Abb. 29: Durchflusszytometrische Analyse des PGKCD4-Klons #6
Fur 38,5% der Zellen ist nach Markierung miCD4-PE-Antikérper Uber die PE-Fluoreszenz die Esgion
desACD4-Molekills nachweisbar. Darstellung in Diagran#h nd Histoplot (B).
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3.1.5.3. MACS-Aufreinigung von stabil transfizierten undifferenzierten GSES-Zellen

mit Hilfe des ACD4-Molekiils
Analog zur Vorgehensweise fir dA€D4EGFP-Molekul wurde die MACS-Separation mit
Hilfe des ACD4-Proteins zunéchst fur undifferenzierte GSESefelintersucht. Der PGK-
ACD4-Klon #6 wurde mit nativen GSES-Zellen titrieAbb. 30 zeigt bei einer initialen
Population von 15,9%, die nachCD4-Antikorper-Markierung PE-Fluoreszenz aufwieisie
Bei
Ausgangsfrequenz positiver Zellen von 3,9% fuhrtdaQ% zu einer Reinheit von 97,6%
(0,4% positive Zellen in der Negativfraktion) (bl 31).

Anreicherung auf 98,1% (1,5% positive Zellen in diBlegativfraktion). einer
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Abb. 30: Durchflusszytometrische Analyse von undiffrenzierten ACD4 exprimierenden GSES-Zellen
(PGK-ACD4 #6) vor MACS (A), nach MACS-Positivselektion (Bund MACS-Negativselektion (C)
Bei einer Ausgangsfrequenz positiver Zellen von #5(8) wurde nach Separation eine Reinheit von 98BYo

erzielt. Die Negativfraktion enthielt 1,5% positiZellen (C).
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Abb. 31: Durchflusszytometrische Analyse von undiffrenzierten ACD4 exprimierenden GSES-Zellen
(PGK-ACD4 #6) vor MACS (A), nach MACS-Positivselektion (Bund MACS-Negativselektion (C)
Bei einer Ausgangsfrequenz positiver Zellen von 3(8Yewurde nach Separation eine Reinheit von 97(BYo

erzielt. Die Negativfraktion enthielt 0,4% positiZellen (C).

3.1.5.4. MACS-Aufreinigung von stabil transfizierten differenzierten GSES-Zellen mit
Hilfe des ACD4-Molekils
Im nachsten Schritt wurde die Anwendung von MACstiabilACD4 exprimierende GSES-

Zellen in der Differenzierungsphase untersucht. Fag 3 als frihem und Tag 12 als spatem

Zeitpunkt der Differenzierung erfolgte ein Vergleicverschiedener Ausgangsfrequenzen
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ACD4-positiver Zellen. MACS mit einer Population vB6% ACD4-positiven Zellen flhrte

am dritten Tag nach Initiation der Differenzierungeiner Reinheit von 98,5% (Abb. 32). In
einem parallelen Versuchsansatz erfolgte eine Ahezung von 7,3% positiven Zellen auf
96,8% (ohne Abb.). Am Differenzierungstag 12 wuMACS mit einer Ausgangsfrequenz

von 10,7% durchgeftihrt, wobei eine Reinheit vore96erreicht wurde (Abb. 33).
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Abb. 32: Durchflusszytometrische Analyse von diffeenzierten ACD exprimierenden GSES-Zellen (PGK-
dCD4 #6; Tag 3 der Differenzierung) vor MACS (A), rach MACS-Positivselektion (B) und MACS-

Negativselektion (C)

Bei einer Ausgangsfrequenz positiver Zellen von 0(BYowurde nach Separation eine Reinheit von 98(BYo

erzielt. Die Negativfraktion enthielt 0,3% positiZellen (C).
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Abb. 33: Durchflusszytometrische Analyse von diffeenzierten ACD4 exprimierenden GSES-Zellen (PGK-
ACD4 #6; Tag 12 der Differenzierung) vor MACS (A), mch MACS-Positivselektion (B) und MACS-

Negativselektion (C)

Bei einer Ausgangsfrequenz positiver Zellen von #(A) wurde nach Separation eine Reinheit von 96(BYo

erzielt. Die Negativfraktion enthielt 1,1% positiZellen (C).

3.1.6. Analyse der MACS-aufgereinigten stabil tranf&zierten differenzierten GSES-

Zellen

Nachdem die unter 3.1.4. und 3.1.5. vorgestelltgyelanisse gezeigt hatten, dass die MACS-
Methode einen hohen ReinheitsgradCD4- bzw. ACD4EGFP-positiver GSES-Zellen

79



gewahrleistet, sollte nun - als Kriterium fur einellschonende Methode - die Vitalitat der
aufgereinigten ES-Zellen untersucht werden. ZuatieZweck erfolgte eine Rekultivierung
der MACS-sortierten Zellen mit anschlie3enden #saenzmikroskopischen und RT-PCR-
Analysen.

3.1.6.1. Rekultivierung der MACS-aufgereinigten sthil transfizierten differenzierten
GSES-Zellen

Nach dem MACS-Aufreinigungsprozess an Differenzigatag 3 wurde die Fraktion
ACD4EGFP- bzwACD4-positiver Zellen in Differenzierungsmedium rékadert. Die nach
MACS-Aufreinigung dissoziierten PGKED4(Klon #6)- und PGKACDA4EGFP(Klon #2)-
positiven Einzelzellen zeigten dasselbe Reaggmumterhalten wie die Kontrollen aus
dissoziierten Zellen derselben Klone, die nicht &CS behandelt worden waren. Auch die
fur sich differenzierende ES-Zellen typische Augbilg von ,Embryoid Bodies* trat bei den
MACS-gereinigten PGKACD4- und ACD4-EGFP-Zellen auf. Dies galt sowohl fur die
Suspensionsphase (durchgefuhrt bis Tag 4 nach MAQSpricht Tag 7 der Differenzierung)
als auch in der Adharenzphase (ab Tag 4 nach MABIY). 34 zeigt reprasentativ dieses

Reaggregations- und Entwicklungsverhalten sowie &iersistenz  der fluoreszenz-
mikroskopisch detektierbaren EGFP-Expression (RE@H4-EGFP Klon #2).

Abb. 34: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen vom\CD4-EGFP exprimierenden GSES-Zellen nach
MACS

(A) zeigt dissoziierte ACD4-EGFP exprimierende GSES-Zellen unmittelbar nacACB-Selektion am
Differenzierungstag 3. Diese Zellen reaggregierted kildeten Embryoid Bodies in Suspension (B, Tamégh
MACS-Reinigung) und Adhéarenz (C, Tag 12 nach MAC$igeng)

3.1.6.2. Expressionsanalyse der reaggregierten Emjmid Bodies
Fur die MACS-Aufreinigung von ES-Zellen ist es ventscheidender Bedeutung, dass der

Separationsprozess die DifferenzierungsrichtungZeden nicht beeinflusst. Um die normale
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Entwicklung der nach MACS-Reinigung reaggregierie®+Zellen zu prifen, wurden RT-
PCR-Analysen durchgefiihrt. Dabei wurden die Expoessnuster von MACS-gereinigten
PGK-ACD4EGFP(Klon #2)- und PGKCD4(Klon #6)-Zellen an Differenzierungstag 7
(MACS-gereinigt an Differenzierungstag 3, reaggeegund weiterdifferenziert tUber vier
Tage) und von nach Standardprotokoll (ohne MACSaBelung) differenzierten Zellen
derselben Zellklone an Differenzierungstag 7 vetgh. Es wurden Markergene aller drei
Keimblatter untersucht (Endoderm: HNF-4; MesodeBnachyury und Ektoderm: Involucrin,
Neurogenin). Dabei war die Expression dieser Genanabhangig von einer MACS-
Behandlung - in allen Populationen nachweisbab.A zeigt, dass der Prozess der MACS-
Selektion die Expression endodermaler, mesodermaihel ektodermaler Marker nicht
signifikant beeinflusst.

normal | MACS
W s e @ | HNF-4 (635 bp)
- G 4l ssmw | Brachyury (231 bp)
. . — Involucrin (264 bp)
BN e | mw = | Necurogenin (663 bp)
BN S | 14 (126 bp)

A AE

Abb. 35: RT-PCR-Analysen vonACD4-und ACD4EGFP exprimierenden Zellen nach MACS-Reinigung

Die Abbildung zeigt die Markergenexpression vadbD4 bzw.ACD4EGFP exprimierenden Zellen nach MACS-

Reinigung an Differenzierungstag 7 (MACS-gereinigin Differenzierungstag 3, reaggregiert und
weiterdifferenziert Uber vier Tage) im Vergleich m#ellen jeweils desselben Zellklons ebenfalls an
Differenzierungstag 7, die nicht mit MACS behandeltirden. Die MACS-Aufreinigung beeinflusst die

Expression endodermaler (Hepatozytenkernfaktor HNFmesodermaler (Brachyury) und ektodermaler
Markergene (Involucrin, Neurogenin) nicht. (Verwertel Primer: mHNF4-6 sense, mHNF4-640 anti-sense,
mNeurogenin-18 sense, mNeurogenin-680 anti-sendayolacrin-7 sense, minvolucrin-270 anti-sense,
mHiston H4-64 sense; mHiston H4-189 anti-sense)
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3.2. Markierung kardialer Vorlauferzellen aus embryonalen Stammzellen mit Hilfe des
humanen Nkx2.5-Promotors

Parallel zur Etablierung der MACS-Methode fur endmgle Stammzellen sollte der Nkx2.5-
Promotor tber die Expression desvivo-Markers EGFP in embryonalen Stammzellen auf
seine Funktionalitat untersucht werden. Wirde sidser frihe kardiale Expressionsfaktor
zur Markierung kardialer Vorlauferzellen aus emimgien Stammzellen eignen, kdnnte die
MACS-Methode kinftig auf die Nkx2.5-Promotor-Kagsattbertragen werden, um kardiale
Vorlauferzellen effektiv und zellschonend aus embglen Stammzellen aufzureinigen. Im
Hinblick auf den Transfer des Systems auf humanbérgonale Stammzellen fur spatere
therapeutische Anwendungen sollte fir samtlicheeEirpente der humane Promotor Nkx2.5

verwendet werden.

3.2.1.In vivo-Markierung, FACS-Aufreinigung und Charakterisierun g von stabil mit
hNkx2.5-EGFP transfizierten frih differenzierten embryonalen Stammzellen

Zur Markierung von Nkx2.5 exprimierenden frih difazierten embryonalen Stammzellen
sollte ein Vektor erzeugt werden, der unter der tkale des herzmuskelspezifischen
humanen Nkx2.5-Promotors die Expression des Mar&srims EGFP ermdoglicht. Auf diese
Weise konnte man Nkx2.5 exprimierende Zellen fleseemzmikroskopisch und
durchflusszytometrisch einfach detektieren und a@ktarisieren. Mittels RT-PCR-
Untersuchungen sollten die Nkx2.5-positiven ZellarHinblick auf die Expression kardialer

Markergene analysiert werden.

3.2.1.1. Klonierung des Plasmids pNkx2.5-EGFP

Ein 2750bp-Fragment des humanen Nkx2.5-Promotans (Vranslationsstart: bp -1 bis bp -
2750) war in Vorarbeiten aus humaner genomischef Bidliert und in den pCR-XL-Topo-
Vektor kloniert worden. Hieraus wurde der Nkx2.5afar mittels PCR unter Einfiihrung von
Kpnl- und Agel-Schnittstellen in die Primer ampldrt (Primer: Nkx2.5-Kpnl sense;
Nkx2.5-Agel anti-sense). Dieses Fragment wurdeenMultiple-Cloning-Site” des pEGFP-
Vektors (Clontech) nach Offnung mit Kpnl/Agel eisgzt. Die korrekte Klonierung des
pNkx2.5-EGFP-Vektor wurde durch Restriktionsanalysé Kpnl/Agel (Abb. 37) und
Sequenzanalyse (Primer: EGFP-4104 sense; EGFPriid$ease) nachgewiesen.
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Abb. 36: Schematische Darstellung des hergestellt@iNkx2.5-EGFP-Vektors (7,0 kb)

Die zur Klonierung verwendeten Schnittstellen Kgkgel sind eingezeichnet. Der Vektor enthalt unter d

Kontrolle eines bakteriellen Promotors eine KanamyResistenz (Karjpsowie unter der Kontrolle des Simian-
Virus 40 (SV40)-Promotors eine Neomycin-Resisteded) zur Selektion von transformierten Bakterien bzw.
stabil transfizierten Zellklonen.

Abb. 37: 1% Agarosegel zur Kontrolle der korrekten Integration des Nkx2.5-Fragments (2,75 kb) in den
pEGFP-Vektor

Sechs Bakterienklone wurden mit Kpn1/Agel verdaile Klone zeigen das korrekte Restriktionsmuster mit
der 2,75kb-Bande des Nkx2.5-Promotors und der 4RAdmde des Vektoranteils. Nach Durchfiihrung einer
Maxi-Plasmid-Praparation aus Klon 5 wurden die (gBege an den Schnittstellen sequenziert (Primer:FEGF
4104 sense; EGFP-149 anti-sense).
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3.2.1.2. Herstellung von stabil mit Nkx2.5-EGFP trasfizierten GSES-Zellen

Zur Transfektion in GSES-Zellen wurde das pNkx2GHP-Konstrukt mit Kpnl linearisiert.
Nach der G418-Selektion wurden 36 resistente Klawiert und lichtmikroskopisch
beziglich Zellmorphologie und Proliferationsverkaltuntersucht. 14 Klone, welche unter
dem Lichtmikroskop eindeutig die Charakteristikaliffierenzierter ES-Zellen (Wachstum in
scharf begrenzten Kolonien ohne erkennbare Zellgm@nzeigten und sich gut vermehren

lieBen, wurden in die Differenzierungsphase gdfirac

3.2.1.3. Fluoreszenzmikroskopische Analyse von siamit Nkx2.5-EGFP transfizierten

frih differenzierten embryonalen Stammzellen
Die Nkx2.5-EGFP-Klone wurden zunachst fluoreszekroskopisch untersucht. Wie
aufgrund der fehlenden Aktivierung des Nkx2.5-Prtom® bei undifferenzierten ES-Zellen
erwartet, war in undifferenziertem Zustand in keinder untersuchten 14 Klonen EGFP-
Fluoreszenz detektierbar. Grin fluoreszierendeeBetkigten sich in 5 Klonen ab Tag 3 nach
Initiation der Differenzierung (Klone #5, #8, #9,6¢ #25), in zwei weiteren Klonen ab Tag 4
(# 3, #33). Die Fluoreszenz persistierte dabellbig 5 (#5, #10), Tag 7 (#3, #8, #9, #10, #25)
bzw. Tag 8 (#33) (Abb. 38). In den restlichen sreBéonen war zu keinem Zeitpunkt EGFP-
Fluoreszenz  nachzuweisen. Exemplarisch sind fur nKlo#25 licht- und

fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen in Abb. 39 dargjlt.

Klon Tag O Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag4 : Tagb Tag 6 Tag 7 Tag 8 Tag 9
i ]

# _

433 |

Abb. 38: Fluoreszenzmikroskopisch detektierbare EGFHExpression von stabil mit Nkx2.5-EGFP
transfizierten fruh differenzierten embryonalen Stanmzellen

Die Zeitachse bezieht sich auf die Anzahl der Tagyé haitiation der Differenzierung. Die EGFP-Fluoresz
trat zwischen Differenzierungstag 3 und 8 auf, wodoe den Tagen 4 und 5 alle positiven Klone EGFP-

Fluoreszenz zeigten.
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Abb. 39: Fluoreszenzmikroskopische (obere Reihe) uniithtmikroskopische Analysen (untere Reihe) des
Nkx2.5-EGFP-Klons #25 an Tag 3 (A) und Tag 5 (B) ddbifferenzierungsphase
Zu beiden Zeitpunkten sind EGFP-positive Zellen in giembryoid Bodies* nachweisbar.

3.2.1.4. Durchflusszytometrische Analyse und FACSw#reinigung Nkx2.5-positiver
frih differenzierter GSES-Zellen
Aufgrund der hodheren Sensitivitdt und der besse@umantifizierungsmaoglichkeit im
Vergleich zur Fluoreszenzmikroskopie sollten die xRlk-EGFP-Klone mit Hilfe der
Durchflusszytometrie analysiert werden. Als Zeitiiuwwurde Differenzierungstag 4 gewahlt,
da zu diesem Tag samtliche sieben positiven Klokeaskopisch EGFP-Fluoreszenz gezeigt
hatten (s. 3.2.1.3.). In der durchflusszytometeschAnalyse bestatigte sich fur die
fluoreszenzmikroskopisch positiven Klone #3, #5, #8, #10, #25 und # 33 die EGFP-
Expression. Zudem konnte im Durchflusszytometer firei Klone, die in der
Fluoreszenzmikroskopie negativ waren, EGFP-Fluemsnachgewiesen werden (Klone #7,
#34, #35). Dieses Ergebnis bestatigt die hohersiBeatiit der FACS-Methode gegeniber der
Fluoreszenzmikroskopie. Der Anteil positiver Zellag zwischen 1,5% (Klon #35) und 9,4%
(#9; #25) (Tab. 13), was mit der Ausbeute an Kargiozyten aus embryonalen Stammzellen
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(s. 1.3.) und damit der zu erwartenden Frequenz 2MNkgositiver Zellen Kkorreliert.
Ausgehend von der in Abb. 40 dargestellten durskftytometrischen Analyse erfolgte fir
die Klone #25 und #33 eine FACS-Sortierung Nkx2GHP-positiver bzw. Nkx2.5-EGFP-
negativer Zellen. Diese Populationen wurden firfdlgenden Untersuchungen (s. 3.2.1.5.)

verwendet.
1 2y =
5 =13 3 #33 #17
) & y
e Tk s
; 0.4 %y 5.0% 0.0%
i) Az
1-5’ :E'z I I'cl'a - w 1|IJ:3 I “1|:-"' _"IJ_E j Ill.ll‘3 T 1Il,"4
EGFP-Fluoreszenz EGFP-Fluoresreti EGFP-Fluoreszenz

Abb. 40: Durchflusszytometrische Analyse von Nkx2E&GFP-Klonen am Tag 4 der
Differenzierungsphase

Abgebildet sind die Klone #25 und #33 als BeispféleKlone mit EGFP-Fluoreszenz. Dabei betrug detefin
positiver Zellen (Region R2) bei #25 9,4%, bei #38%. Die Regionen R3 wurden fir die anschlieenden
durchflusszytometrischen Zellsortierungen als Nefratkitionen verwendet. C zeigt mit #17 exemplarisgien

Klon, in welchem keine EGFP-Fluoreszenz detektievisr.

#3 + + (4,0%)
#4 + +(6,1%)
#5 + +(3,3%)
#6 - -

#7 - + (3,9%)
#8 + +(9,3%)
#9 + + (9,4%)
#15 - -

#17 - -

#25 + + (9,4%)
#33 T + (5,0%)
#34 - + (1,9%)
#35 - + (1,5%)
# 36 - -

Tab. 13: Ubersicht der fluoreszenzmikroskopisch urdrsuchten Nkx2.5-EGFP-Klone
Die fluoreszenzmikroskopischen Analysen erfolgtem @en Tagen O bis 9 der Differenzierung, die

Durchflusszytometrie an Tag 4.
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3.2.1.5. mRNA-Expressionsanalyse Nkx2.5-positivertih differenzierter GSES-Zellen

Die separierten Fraktionen Nkx2.5-EGFP-positived INkx2.5-EGFP-negativer Zellen der
Klone #25 und #33 sollten nun bezuglich der Expoesfuher kardialer Marker verglichen
werden. Dies erfolgte mittels RT-PCR aus der mRNA jdweiligen Populationen. In einem
ersten Schritt konnte gezeigt werden, dass in bekdenen die murine mRNA fir den
Transkriptionsfaktor Nkx2.5 in den EGFP-positiveallgn, in denen der transgene humane
Nkx2.5-Promotor aktiviert ist, gegenuber der Nedeatktion signifikant angereichert ist
(Abb. 41). Diese Daten weisen auf die Funktiontalitdes humanen Nkx2.5-

Promotorkonstrukts in murinen embryonalen Stamrandiin.

25 25- 33+ 33-

- =) Nix2.5 (123 bp)

-RT

- 260

Abb. 41: RT-PCR-Analyse der Nkx2.5-EGFP-Klone #25 undé33 an Tag 4 der Differenzierungsphase

Fur beide Klone ist die mRNA des TranskriptionstaktNkx2.5 in der mittels Nkx2.5-Promotor markierte
Fraktion signifikant héher als in der negativen Hapon. Die Analyse wurde als ,Nested-PCR" durdtihet
(Primer: mNkx2.5-1314 sense; mNkx2.5-1471 anti-egiested-Primer: mNkx2.5-1332 sense; mNkx2.5-1454
anti-sense)

Zudem wurde die Expression von GATA-4, Mef-2c un@X untersucht, welche weitere
frhe kardiale Marker darstellen (s. 1.5.2., 1)5Blr GATA-4 und Mef-2c zeigte sich dabei
in beiden Klonen eine signifikante Anreicherung @eRNA in den positiv selektierten
Zellen. NCX1-mRNA nahm in Klon #33 in der Positivaktion deutlich zu, wéhrend in Klon
#25 NCX1-mRNA weder in der Positiv- noch in der Megpopulation nachweisbar war
(Abb. 42). Diese RT-PCR-Daten zeigen, dass der BNkRromotor Zellen markiert, die fur

kardiale Vorlauferzellen charakteristische Generiexieren.
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- - Mef-2¢ (150 bp)
p— - GATA-4 (418 bp)
o NCX-1 (153 bp)
RT
- — — H4 (126 bp)

Abb. 42: RT-PCR-Analyse der Nkx2.5-EGFP-Klone #25 undé33 an Tag 4 der Differenzierungsphase

Es wurde die Expression friher kardialer Markergemersucht. Fir beide Klone zeigt sich eine sigaifite
Zunahme der mRNA fiir GATA-4 und Mef-2¢ in der mitt&&x2.5-Promotor markierten Fraktion gegeniber
der negativen Population. Die mRNA fir NCX1 ist Klon #33 in der Positivfraktion hdher als in der
Negativfraktion, in Klon #25 jedoch in beiden Pagidnen nicht nachweisbar. Die Analysen wurdenRals
PCR mit radioaktiver’P-Markierung durchgefiihrt (Primer: mGATA4-641 sens&3ATA4-1058 anti-sense;
mMef2c-1326 sense; mMef2c-1476 anti-sense; mNCX80A@nse; mMNCX1-2203 anti-sense)

4. DISKUSSION

Embryonale Stammzellen gelten auf der Basis grgedlaissenschaftlicher Erkenntnisse
und préklinischer Studien gegenwartig als vielvezspbende Ressource fur die Zelltherapie
ischamischer Herzerkrankungen. Im Gegensatz zuead@tammzellen ist fir embryonale
Stammzellen definitiv gezeigt, dass sie zahlreitingktionelle Kardiomyozyten ausbilden
kénnen (s. 1.2. und 1.3.). lhre hohe hypoxischerBoilz, u.a. bedingt durch eine gesteigerte
VEGF-Produktion und VEGF-Rezeptor-2-Expression [22tellt ein weiteres Argument fir
ihre  Eignung insbesondere bei ischdmischer Heraekkmg dar. Die kardiale
Differenzierung wurde fir murine embryonale Stamihepein zahlreichen Publikationen
gezeigt (171); (172); (173); (174); (175); (176)eDb5enerierung von Kardiomyozyten aus
humanen ES-Zellen (167); (169); (110); (184); (18886); (187) eroffnet die Perspektive
einer moglichen klinischen Anwendung von ES-Zells# Herzerkrankungen. Wie unter
1.4.1. dargestellt, konnte in verschiedenen Tiewtled, darunter auch klinisch relevanten
Groltierversuchen, gezeigt werden, dass nach Mgokarkt transplantierte ES-Zellen in
das ischamische Myokard integrieren und die kasdiRlmpfunktion verbessern kdnnen (s.
1.4.1, Tab. 8).

Die in einigen dieser Studien verwendete Stratdg®&Zellen in undifferenziertem Zustand

zu transplantieren, fuhrte in syngenen und allogemM#dusen zur intramyokardialen
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Teratombildung (28) und stellt damit flir die Anwend an Patienten keine Alternative dar.
Auch bei der Applikation des heterogenen Spektrdifisrenzierter Zellen stellt die Gefahr,
undifferenzierte ES-Zellen zu verschleppen, einemdikches Hindernis fur eine klinische
Anwendung dar (s. 1.4.2.). Die Therapie mit humaB&nZellen wirde innerhalb derselben
Spezies erfolgen, wodurch das Risiko einer Tumarnekiung erhéht scheint (225).

Im Mittelpunkt der Forschung steht gegenwartig @jgtimierung der Sicherheit sowie des
funktionellen Effekts einer Zelltherapie mit embmaben Stammzellen. Hier kommt der Frage
nach dem fur die Transplantation bestgeeigneten didan Zelltyp und
Differenzierungsstadium herausragende Bedeutun@wuMinimierung des Teratomrisikos
ist es essentiell, Reinkulturen des gewiinschteltyfslzu transplantieren.

Obwohl durch modifizierte Kulturbedingungen mit 1dil spezieller Molekile,
Wachstumsfaktoren und Zytokine (s. Tab. 9) die Auwse an Kardiomyozyten bei der
Differenzierung von embryonalen Stammzellen von igen als 10% bei spontaner
Differenzierung auf bis zu 70% erhoht werden kor(@dtE0), ist nicht zu erwarten, dass eine
weitere Optimierung der Differenzierungsprotokollau einer Reinkultur definierter
kardiomyozytarer Subtypen fuhren wird. Um die furafdsplantationen erforderlichen
Reinheiten zu generieren, mussen andere Strategrelsolation entwickelt werden. Fur die
Selektion von Kardiomyozyten bzw. deren Subtypérbisher kein geeigneter spezifischer
Marker bekannt, der endogen exprimiert wird. Ddshat es Ziel der gegenwartigen
Forschung, funktionelle transplantierbare Kardiomyten durch genetische Manipulation zu
identifizieren und fur Aufreinigungszwecke zu marian.

Bisher gibt es jedoch kein geeignetes Aufreinigpngi®koll, um transplantierbare Zelltypen
aus embryonalen Stammzellen zu gewinnen. Die \gmtide Dissertation zeigt die
Markierung und lIsolation von stabil transfiziertel$-Zellen mit Hilfe der zellschonenden
und zeitsparenden magnetischen Zellsortierung (MACSiese Methode konnte ein
bedeutendes Instrument fur die Promotor-gestitzédek8on eines spezifischen aus
embryonalen Stammzellen differenzierten Zelltypst moher Ausbeute und Reinheit
darstellen und somit die Grundlage fur sichere effektive klinische Zelltransplantationen
bilden.

Fur die kardiale Zellersatztherapie kdonnte dabei mirallel zur Etablierung der MACS-
Methode isolierte und in embryonalen Stammzellerarakterisierte humane Nkx2.5-
Promotor eine wichtige Rolle spielen, weil diesell@h markiert, deren Expressionsmuster
dem Typ kardialer Vorlauferzellen entspricht. Dastdpzial dieser frih differenzierten
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kardiomyogenetisch  determinierten Abkdémmlinge vonS-Zellen zur kardialen

Regenerationstherapie wird besonders hoch eingescha

4.1. Aufreinigung markierter embryonaler Stammzellen mittels magnetischer
Zellsortierung (MACS)
Das Protokoll zur magnetischen Zellsortierung (MAG®n embryonalen Stammzellen
basiert auf der Transfektion mit dem nicht immunuge humanen ACDA4-
Oberflachenmolekil, dessen intrazellulare Doméndetidet ist. ACD4 wurde bisher
erfolgreich fur die MACS-Selektion verschiedenetli¥pen eingesetzt (226); (227); (228),
wobei das System fast ausschliel3lich als Transfe&tharker Gber virale Promotoren
angewandt wurde.
Die Perspektive aus dieser Arbeit besteht letztladrin, MACS als Instrument zur
zellschonenden und zeitsparenden Selektion vonnfmesén aus ES-Zellen differenzierten
Subtypen Uber spezifische Promotoren zu nutzenl W&s verwendete Markergen CD4
ausschlieBlich in Zellen des Immunsystems exprimieird, tritt das Problem einer
Kontamination mit endogen CD4 exprimierenden Zeitenativen ES-Zellkulturen nicht auf,

wie in 3.1.2. gezeigt werden konnte.

4.1.1. MACS-Aufreinigung von stabil transfiziertenGSES-Zellen mit Hilfe des
ACD4EGFP-Molekiils
Um das MACS-Protokoll fir genetisch manipulierte-ESlen zu etablieren, wurde ein
ACD4EGFP-Fusionskonstrukt generiert, das zugleichn déorteil einer in vivo-
Detektierbarkeit mittels Grinfluoreszenz bietet.e DDaten zeigen, dass mit Hilfe des
ACD4EGFP-Systems Reinheiten von Uber 97% an positwialen Zellen erzielt werden.
Die Ergebnisse sind dabei unabh&ngig vom StadiunDdérenzierung und dem initialen
Anteil ACD4EGFP-positiver Zellen. Damit ist MACS bezuglider erzielten Reinheiten
gleichwertig mit der Fluoreszenz-aktivierten Zeltsrung (FACS), zugleich aber wesentlich
vertraglicher fur die Zellen sowie unabhéngig vomeen kostenintensiven Zellsortiergerat.
ACD4EGFP sollte die Charakterisierung von Promotoskakten in ES-Zellen erheblich
vereinfachen, weil der aktive Promotor, der diéD4EGFP-Expression steuert, unter dem
Fluoreszenzmikroskop einfach zu detektieren ismiBast auch der optimale Zeitpunkt fir
die MACS-Sortierung einfach zu evaluieren. Zuglek@nn das Aufreinigungsergebnis auf
technisch einfache sowie zeitsparende Weise visueter dem Fluoreszenzmikroskop
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festgestellt werden. Nach Transplantation im Tiedelo konnten die applizierten Zellen
detektiert werden, ohne dass Antikoérper-Farbungeawendig werden wirden.

In der durchflusszytometrischen Analyse fallt adfss ein geringer Teil der positiv
markierten Zellen keine detektierbare EGFP-Flua@ezzeigt. Diese geringflgig schwachere
Sensitivitat der EGFP-Fluoreszenz des  Fusionsmitdekiim Vergleich  zur
Antikdrpermarkierung des CD4-Anteils wird aber dmben beschriebenen Vorteile
keineswegs aufheben, da der Groliteil der Zellerbéimie Detektionsmethoden positiv ist.
Vielmehr konnte diese Konstellation im Hinblick adfe Ubertagung dedACD4EGFP-
Systems auf spezifische Promotoren von Vorteil :s@omit kann namlich fir jede
fluoreszierende Zelle eineACD4-Expression — die Voraussetzung fir die MACS-

Aufreinigung — angenommen werden.

4.1.2. MACS-Aufreinigung von stabil transfiziertenGSES-Zellen mit Hilfe desACDA4-
Molekdls
Der Transfer der MACS-Technik auf dA€D4-Molekill ohne EGFP-Anteil sollte die nicht
immunogenen Eigenschaften dieses humanen Antigendimblick auf kinftige klinische
Anwendungen sicherstellen. Vergleichbar mit d&68D4EGFP-Ergebnissen lieferte das
ACD4-System bis zu 98,5% positive vitale Zellen. Diaifreinigung war wiederum
unabhangig sowohl vom Differenzierungszustand athaon der Ausgangsfrequenz. Selbst
fur sehr niedrige Ausgangspopulationen positivdterie(0,6%) zeigte sich die Eignung des
MACS-Systems mit einer Reinheit von tber 98%. Digdbnisse konnten dazu fuhren, dass
diese Technik in naherer Zukunft in der Klinik Amreking finden kénnte.

4.1.3. MACS als Alternative zur Fluoreszenz-aktivigen Zellsortierung (FACS) und
Antibiotikumselektion

Ein wesentliches Hindernis einer klinischen Anwemglembryonaler Stammzellen besteht

darin, dass bisher keine effizienten Methoden i sind, um die gewlnschte

Zellpopulation aufzureinigen (229); (230), (231232). Fur viele Zelltypen wie z.B.

Kardiomyozyten fehlt ein geeigneter endogener Qdehenmarker, sodass die Einfihrung

eines Markergens unter der Kontrolle eines zelltgadischen Promotors notwendig ist.

In einem solchen Ansatz markierte die Arbeitsgruppanz ventrikulare Kardiomyozyten

mittels EGFP, dessen Expression von einem vengpkeifischen 2,1kb-Promotor fur

MLC2v gesteuert wurde (170). Die EGFP-basierte FAS0®ierung fuhrte zu einer

Population mit 97% fluoreszierenden Zellen. Versdene andere Gruppen verwendeten
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ebenfalls die FACS-Methode fur Selektionen Uberzimeiskelspezifische Promotoren (205);
(203); (195). Fur eine klinische Anwendung ist @&SFP-Molekil als nicht humanes und
damit immunogenes Protein jedoch nicht geeignetieAu besteht die Gefahr, dass der
FACS-Prozess durch die mechanische Beschleunigumig slie Bestrahlung und lonisierung
die elektrophysiologischen Eigenschaften der hoekifipierten kardialen Zielzellen
verandert. Eine zusatzliche Limitation der FACS-Mte stellt ihre niedrige Sortierkapazitat
dar. Zwar koénnten hier neue Hochgeschwindigkeitti&gerate, die mit Raten von bis zu
35000 Zellen pro Sekunde arbeiten, eine Alternatarstellen, doch fuhrt ihr Einsatz zu
einem Verlust von bis zu 50% der Zellen im Verdtermu Standard-Sortiergeraten. FACS-
Sortierung mit hohen Geschwindigkeiten, die eineurcbfluss von bis zu 120 Millionen
Zellen pro Stunde bei einer finf- bis zehnfacherrefamerung ermdglicht, kann fur eine
Voranreicherung bestimmter Zellpopulationen sinhwain. Die angereicherte Population
muss anschliel3end aber fir Anwendungen, fir wedelheu erzielenden Reinheiten von ca.
50% nicht ausreichen, in einem zweiten Sortiertichmit einem FACS-Standardgeréat
aufgereinigt werden. Zudem scheint die Hochgesadtiigkeits-Sortierung insbesondere fir
empfindliche und schlecht wachsende Zellen wie Kangozyten ungeeignet, weil die
erhohte Sortiergeschwindigkeit einen zusatzlicheachmnischen Stress fir die Zellen
darstellt.

MACS dagegen macht es bei einer Sortierleistungbisrzu 16" pro Stunde méglich, groRe
Zellzahlen zu separieren und — im Gegensatz zu FASsbst sehr geringe Zellpopulationen
zu identifizieren.

Eine andere Aufreinigungsstrategie basiert auf Tansfektion der ES-Zellen mit einem
Antibiotikum-Resistenzgen zur gezielten antibidiise Selektion von Subpopulationen (204);
(20); (201); (202). Die Nachteile dieser Technikgen in der langen Selektionsdauer,
wodurch die Gefahr besteht, dass sich die Antikimtibehandlung schéadlich auf terminal
differenzierte Zellen auswirkt und andererseits iteszen auftreten. Wie fur die EGFP-
Fluoreszenz ist auch fur die Antibiotikumresistediez Expression eines nicht humanen
Proteins in den transplantierten Zellen erfordarlisvodurch zusatzliche immunologische
Probleme bei kinftigen klinischen Anwendungen zwaeten sind. Der MACS-basierte
Ansatz, der sich auf die Expression eines nicht umogenen Oberflachenmarkers stitzt,
konnte einen entscheidenden Schritt darstellendigse Probleme zu I6sen. Die vorliegende
Arbeit zeigt, dass MACS die Anforderungen an eirigeetes Aufreinigungssystem fur aus
murinen ES-Zellen differenzierte Zellen erfullt.
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4.1.4. Anwendungsmaoglichkeiten und Perspektiven

Die Ergebnisse dieser Arbeit er6ffnen die Perspektilass in naher Zukunft die effiziente,
zellschonende und zeitsparende Selektion einesnjeles ES-Zellen differenzierbaren
Zelltyps moglich wird, der Uber einen spezifischeromotor markiert werden kann. Die
Tatsache, dass MACS in gleichem Mal3e im frihenimiespaten Differenzierungsstadium
geeignet ist, bildet die Voraussetzung fur die lgrisiche Selektion sowohl von

Vorlauferzellen als auch von enddifferenziertenletel abhangig von der zeitlichen Aktivitat
des verwendeten Promotors. Im Hinblick auf theréipelne Zelltransplantationen kommt
neben der Isolation von kardialen Zellen insbesmndder Selektion von [3-Zellen des
Pankreas und von Neuronen herausragende klinisetieuBung zu.

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen dartber hirdags MACS auch fur undifferenzierte ES-
Zellen geeignet ist. Daraus ergibt sich die Modtah undifferenzierte Zellen gezielt zu
markieren und von spontan differenzierenden Zeleniskriminieren. Dieser Ansatz konnte
dazu verwendet werden, die baivitro-Kulturen undifferenzierter Zellen immer wieder zu
beobachtende Kontamination mit Zellen, die trote dkfinierten Kulturbedingungen spontan
differenzieren, zu beseitigen. Fir diese Anwendbiegen sich Promotoren fir embryonale
Stammzellmarker wie Oct-4 (s. Tab. 4) an, die augsglich in undifferenziertem Zustand

exprimiert werden. MACS konnte auf diese Weise Rdimren undifferenzierter ES-Zellen

gewahrleisten.

4.2. Markierung kardialer Vorlauferzellen mit Hilfe des hNkx2.5-Promotors.
4.2.1. Limitationen bisher publizierter Promotorenzur Selektion von Kardiomyozyten

aus embryonalen Stammzellen
Verschiedene Arbeitsgruppen gewannen durch Selektiittels des kardial spezifischen
MHC-Promotors  hochreine  Herzmuskelzellkulturen ~ miden  charakteristischen
immunzytologischen und ultrastrukturellen Eigensgma(20) (201); (202). Nach Injektion in
den linken Ventrikel von Dystrophin-,Knock-out“-M&an (ndx) waren die genetisch
manipulierten Transplantatzellen mit dem Empfangekard assoziiert, zeigten einen
kardiomyozytaren Phanotyp sowie die Expressionhemzmuskelspezifischen Proteinen und
Zell-Zell-Verbindungen mit dem Empfangermyokard )(20bwohl diese tierexperimentellen
Daten mittelsa-MHC selektierte Zellen flr eine intramyokardialeaiisplantationstherapie
grundsatzlich geeignet erscheinen lassen, ist tisi&ren, dass hierbei Mischpopulationen
von kardialen Zellen eingesetzt wurden. Es ist dawauszugehen, dass diese ein

arrhythmogenes Potenzial besitzen, was im PatiedtenLangzeitfunktion des Herzens
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beeintrachtigen kénnte. Mittels desMHC-Promotors ist namlich keine Diskriminierung
zwischen den verschiedenen Subtypen von Kardiomgazsndglich. Diese Limitation gilt
auch fur die Selektion mit Hilfe desAktin-Promotors (203)a-Aktin zahlt ebenso wie-
MHC zu den Genen, die im adulten Herz praferenimeditrialen Kardiomyozyten, im friihen
Stadium der Embryogenese jedoch auch in ventriknl&ellen exprimiert werden (196);
(198); (195).

Einen wesentlichen Fortschritt im Hinblick auf dggezielte Transplantation bestimmter
Subtypen von Herzmuskelzellen stellte die speziscisolierung von ventrikularen
Kardiomyozyten aus den ,Embryoid Bodies* dar. Diearklerung, Anreicherung und
Charakterisierung des ventrikularen Zelltyps geldigller et al. mit Hilfe des MLC2v-
Promotors (170). Diesen aus der Ratte isolierteh ) langen Promotor hatte die
Arbeitsgruppe Franz zuvor an transgenen Tiereninmnaddenoviralen Kontext als Ventrikel-
spezifischen Marker charakterisiert (199); (20883).

Jingste préklinische Studien zur myokardialen Hettipie mit ES-Zellen sprechen dafur,
dass im frihen Differenzierungsstadium transplaieti&S-Zellen die attraktivste Ressource
fur die kardiale Regenerationstherapie bei ischéimeisHerzerkrankung darstellen (24); (29);
(32). Yang et al. zeigten, dass frih differenzierterine ES-Zellen im Infarktmodell der
Maus sechs Wochen nach Transplantation im gesdieadyokard regenerieren und die
linksventrikulare Funktion signifikant verbesseronkten (24). Die Autoren postulieren
dabei, dass die injizierten frih differenzierten-&dlen in vivo proliferieren und den
kardialen Differenzierungsprozess fortsetzen. Nizolation aus dem behandelten Herz lag
die Anzahl markierter Transplantatzellen um dagsfdahe hoher als die der urspriinglich ins
Herz implantierten Zellen. Die transplantierten |&el erreichten die funktionelle und
morphologische Kompetenz von reifen Herzmuskelrellinhergehend mit der fur reife
Kardiomyozyten charakteristischen Expression derkBirproteine cTN-1 und-MHC.

Jingste Daten der Transplantation von aus humargedelien differenzierten Zellen in
gesunde Rattenherzen legen nahe, dassndasi-Proliferationspotenzial fur aus humanen
ES-Zellen gewonnene Kardiomyozyten noch starkegequsigt ist (32). Die Expression von
Ki-67 und BrdU 4 war mit einem siebenfachen Anstogy TransplantatgroRe Uber vier
Wochen assoziiert. Innerhalb dieses Zeitraums ekelen sich die Transplantatzellen
zunehmend zu reifen Kardiomyozyten und bildeterhitektonisch und funktionell eine
Einheit mit dem Empfangermyokard. Fur diese geethForm dein vivo-Differenzierung
wird parakrinen Faktoren wie TGF-B und BMP-2, dienvumgebenden Empfanger-

Herzmuskelzellen produziert werden, eine entscineidékolle zugeschrieben (25).
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Die Fahigkeit,in vivo zu proliferieren und kardial weiterzudifferenzieregilt bei der
Auswahl geeigneter Zelltypen zur myokardialen Regation als entscheidender Vorteile von
noch nicht terminal differenzierten Zellen. Deshaiéwinnt die Charakterisierung friher
kardialer Promotoren zur spezifischen Markierungd unsolation von kardialen
Vorlauferzellen herausragende Bedeutung.

Das Nkx2.5-Gen ist der am besten charakterisiedek®t der frihen Kardiomyogenese und
gilt aufgrund seiner unter 1.5.2. beschriebenerfSghaften als vielversprechender Kandidat
zur Markierung von kardialen Vorlauferzellen. Hidaet al. generierten 2003 (195) eine
murine ES-Zelllinie mit einem ,Knock in“ des GFP4{itetergens in einen der beiden
Nkx2.5-Loci. Diese Publikation zeigte, dass Nkxpdsitive Zellen kardiale Vorlauferzellen
reprasentieren, die zu Sinusknotenzellen sowialatriund ventrikularen Kardiomyozyten
weiterdifferenzierten. Der durch ,Knock in“ bediegtVerlust von einer Nkx2.5-Kopie
beeintrachtigte zwar — anders als in der Arbeit Biben et al. beschrieben (234) — die
kardiale Morphogenese nicht. Jedoch zeigten resd-RT-PCR-Analysen, dass das Nkx2.5-
Transkriptionsniveau in Nkx2.5GFP-Zellen gegenul@mtroll-ES-Zellen um etwa die
Halfte vermindert war, was mit einer reduziertemn@kription der MLC2v- und ANP-Gene
einherging. Ein weiterer Nachteil des verwendetesd®lls besteht darin, dass die Intensitéat
des GFP-Signals erst an Tag 8 ausreichend war, kn.Btpositive Zellen mittels FACS zu
separieren, wahrend das endogene Nkx2.5-Transkepeits ab Differenzierungstag 5
nachgewiesen werden konnte.

Die Daten von Hidaka et al. zeigen, dass Nkx2.&reimochspezifischen Marker darstellt, der
sich zur Selektion kardialer Vorlauferzellen aus-Z#Hen hervorragend eignet. Fur die
Gewinnung von Zellen dieses Subtyps, deren Expmesa&in kardialen Genen nicht durch ein
-Knock in“ in den Nkx2.5-Lokus manipuliert ist, fiert die vorliegende Dissertation mit einer

Nkx2.5-Promotor-gestiutzen Isolation einen wichtigersatz.

4.2.2. Charakterisierung des hNkx2.5-Promotors inrmabryonalen Stammzellen

Aufgrund seiner hohen Spezifitat und seiner frildaivitat wahrend der Kardiogenese
wurde der Nkx2.5-Promotor als Marker fur kardialerdMuferzellen ausgewéhlt. In Mausen
beginnt die Nkx2.5-Expression an Embryonaltag 2@YJ, wahrend in murinen embryonalen
Stammzellen Nkx2.5-mRNA ab Tag 5 der Differenzigr09) und damit noch vor dem
Beginn der spontanen Kontraktilitdt der Herzmusékgn nachweisbar ist.

Weil die Regulationskaskaden der Mesoderminduktima der Kardiomyogenese hoch

konserviert sind (209) und das humane Nkx2.5-Gen zZlinman“-Gen in Drosophila hoch
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homolog ist (211); (235), ist davon auszugehensddie Regulationsmechanismen der
Nkx2.5-Expression in der Evolution ebenfalls kowngat sind. Zwischen murinem und
humanem Nkx2.5-Promotor wurden hoch homologe Semgureverschiedener regulatorischer
Regionen (236); (237) nachgewiesen, sodass wir eimktionalitdt des humanen Nkx2.5-
Promotors im murinen ES-Zellsystem postuliertens Darwendete 2,75 kb lange Nkx2.5-
Promotor-Fragment enthélt die zur Maus homologesitipen cis-Regulationselemente
CSX-RE1 und CSX-RE-2, welche die Herzmuskelzelkzfgehe Expression und die
Promotoraktivitat steuern (237).

Die Identifizierung Nkx2.5-positiver Zellen erfolgtiber das in der Arbeitsgruppe Franz seit
Jahren etablierte EGFP-System (170). Fluoreszemask&pisch zeigten sich bei sieben der
14 untersuchten Nkx2.5-EGFP-Klone grun fluoreszidee Zellen ab der Frihphase der
Differenzierung (Tag 3 bzw. 4) und damit dem Zeitge ab welchem  Nkx2.5-
Promotoraktivitat erwartet wird. Dass die zeitliohd-luoreszenzverlaufe aller EGFP-
positiven Klone eng korrelierten (s. Abb. 38), ésh weiteres Indiz dafur, dass die EGFP-
Fluoreszenz nicht durch Integrationsphanomene,esondurch die Aktivitat des transgenen
humanen Nkx2.5-Promotors in frih differenziertenrimen ES-Zellen bedingt ist. Der
durchflusszytometrisch quantifizierte Anteil flusmerender Zellen der positiven Klone
zwischen 1,5% und 9,4% (Mittelwert: 5,6%; s. Tald) korreliert mit den Frequenzen
Nkx2.5-positiver Zellen, die Hidaka et al. in ihrddkx2.5-,Knock-in“-Modell beschrieben
(195). Auf die Funktionalitat des humanen Nkx2.8+Rotorkonstrukts in murinen ES-Zellen
weist zudem hin, dass in den untersuchten Klonea diurine mRNA fur den
Transkriptionsfaktor Nkx2.5 in den EGFP-positiverllgn signifikant angereichert ist (s.
Abb. 41). Dass das Nkx2.5-Transkript bereits an Fager Differenzierung nachgewiesen
wurde, wahrend andere Publikationen dieses erJtagb5 beschreiben (209); (195), ist als
Folge der verwendeten sensitiveren Detektionsmetided ,Nested-PCR" zu interpretieren.
Der 2.75 kb hNkx2.5-Promotor gewahrleistet in menrES-Zellen eine Expressionsstarke
des Markerproteins EGFP, welche die SortierungNkx2.5-positiven Zellen mit Beginn der
endogenen Nkx2.5-Expression an Tag 4 der Diffeegnnagsphase ermdglicht (s. Abb. 40).
Dagegen zeigte sich bei Hidakas Nkx2.5-,Knock imfeeDiskrepanz zwischen dem Beginn
der Nkx2.5-Expression (Tag 5) und dem Zeitpunkt,dain ein fir die FACS-Sortierung
ausreichendes GFP-Signal zu detektieren war (Ta{n8)er friheren Detektierbarkeit liegt
ein entscheidender Vorteil der konventionellen Efaktion einer Promotor-
Expressionskassette, um frihe Kkardial determiniegtellen fir zelltherapeutische

Anwendungen zu markieren und zu isolieren.
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In den Nkx2.5-positiven Zellen zeigten sich sigrafite Anreicherungen der mRNA fiur die
Transkriptionsfaktoren GATA-4 und Mef-2c, welche der Interaktion mit Nkx2.5 die
kardiale Myogenese steuern. Auch das Transkripfrdéen kardialen Markers NCX1 war in
den positiv selektierten Zellen erhoht. Diese RTRFQaten zeigen, dass der hNkx2.5-
Promotor Zellen markiert, deren Expressionsmusten éftiher kardial determinierter Zellen
entspricht.

Um den frihkardialen Typus der hNkx2.5-selektierfatlen zu bestatigen und genauer zu
spezifizieren, sind RT-PCR-Untersuchungen von zlishen herzspezifischen (auch in
spateren Stadien der Differenzierung) und nichtikdéen Markern ebenso erforderlich wie
die Analyse der jeweiligen Gene auf Proteinebenewieso elektrophysiologische

Untersuchungen.

4.2.3. Anwendungsmaoglichkeiten und Perspektiven

Der 2,75 kb lange hNkx2.5-Promotor bietet einenlveisprechenden Ansatz, kardiale
Vorlauferzellen innerhalb des heterogenen Zellspeks sich differenzierender ES-Zellen zu
identifizieren und fur Zelltransplantationen zulisten. Dass die Injektion dieser spezifischen
Subpopulation die Ergebnisse der Therapie ischdmidderzerkrankungen mittels ES-Zellen
optimieren konnte, legt eine im Jahr 2005 von Mdretral. publizierte Studie nahe (29). Im
Infarktmodell des Schafs zeigte sich eine signiftkaVerbesserung der linksventrikuléaren
Funktion nach Transplantation frih differenzierteES-Zellen, welchdan vitro mit dem
kardiogenen Faktor BMP-2 vorbehandelt worden wgeerTab. 9). Die Transplantatzellen
proliferierten in der humoralen Umgebung des Emgéimyokards als kardiale
Vorlauferzellenin situ weiter, gekennzeichnet durch die gleichzeitigeitRitét fur Nkx2.5
und den Proliferationsmarker Ki-67, und bildeteiferd&ardiomyozyten aus. Diese Daten
zeigen, dass Nkx2.5-positive Zellen als Populatta,n vivo proliferiert und zugleich ihre
kardial determinierte Entwicklung gezielt fortsetzine herausragende Rolle fir die kardiale
Regeneration nach ES-Zell-Transplantation spielBie Applikation einer Reinkultur
Nkx2.5-positiver Zellen durch eine hNkx2.5-Promeg@stitzte Isolation kbnnte Integration
und Funktionalitéat des Transplantats optimieren diedfunktionellen Effekte einer ES-Zell-
Therapie nach Myokardinfarkt noch steigern.

Wahrend in den bisher publizierten praklinischemdi&n zur myokardialen Zellersatztherapie
frih differenzierte ES-Zellen als heterogenes pelsrum injiziert wurden, konnte eine
Nkx2.5-Promotor-gestitzte Isolierung erstmals diezigite Transplantation friher

Kardiomyozyten ermdglichen. Damit kdnnte mdglicheise eine entscheidende Limitation
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bisheriger praklinischer Studien Uberwunden werddas Risiko einer Teratombildung (s.
1.4.2). Dieses besteht auch bei Verwendung verdifizierter Zellen, solange der
Transplantat-Zelltyp nicht zuvor aufgereinigt undmdt eine mogliche Kontamination mit
undifferenzierten Zellen verhindert wird.

Wahrend das verwendete EGFP-System wegen der leamfac vivo-Detektierbarkeit zur
Promotorcharakterisierung gut geeignet ist, komsnaegfgrund der unter 4.2.3. diskutierten
Nachteile fUr eine schonende Aufreinigung von Tpdarstatzellen nicht in Frage.

Ein kunftiger Transfer auf die parallel entwickelkethode der magnetischen Zellsortierung
mittels des trunkierten Oberflachenmolekit€€D4 konnte die spezifische Markierung
kardialer Vorlauferzellen mit dem Goldstandardeeizellschonenden und zeitsparenden
Aufreinigung kombinieren. Die vorgestellten Datesigen, dass MACS hervorragend zur
Aufreinigung frih differenzierter ES-Zellen geeigmgt. Weil der humane Nkx2.5-Promotor
in murinen ES-Zellen zu diesem Zeitpunkt (ab TadeB Differenzierungsphase) aktiv ist,
erscheint ein Transfer des Nkx2.5-Promotoransatzasf das MACS-System
erfolgversprechend.

Die Funktionalitat des humanen Nkx2.5-Promotorsnarinen ES-Zellsystem lasst erwarten,
dass dieser auch in humanen embryonalen Stammzsfeaifisch fiur frihe kardial
determinierte Zellen ist und eine ausreichende &sgionsstarke eines Transgens fur die
Markierung dieses Zelltyps gewéhrleistet. Die MAB&reinigung von Nkx2.5-positiven
kardialen Vorlauferzellen mittels des nicht immuangn humanenCDA4-Proteins kbnnte die
Zelltherapie ischamischer HerzmuskelerkrankungenHitie embryonaler Stammzellen der
klinischen Anwendung einen entscheidenden Schélten bringen. Voraussetzung hierfur
ware, dass das in den verwendeten Vektoren emntleal@118-Resistenzgen zur Selektion
stabil transfizierter Klone entweder durch das ;Cox“-System entfernt oder durch ein fur
ein humanes Oberflachenprotein kodierendes Gertzersard. So konnte sichergestellt
werden, dass die selektierten Transplantatzellémekeicht humanen Proteine exprimieren,
die in Patienten immunologische Reaktion hervomdénnten.

Neben der Isolierung von friihen kardialen Zellendié Zelltherapie konnte der 2,75kb lange
hNkx2.5-Promotor eingesetzt werden, um im Tiermodi Mechanismen dem situ-
Differenzierung zu Kardiomyozyten zu studieren. Diramyokardiale Transplantation von
mit dem Nkx2.5EGFP-Vektor transfizierten ES-Zellenundifferenziertem Stadium waére
hierfir ein geeignetes Modell (vgl. (29)). Eine lizgdspezifische hNkx2.5-Promotor-

gesteuerte Uberexpression ware in diesem Kontextirgeressantes Instrument, um den
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Einfluss bestimmter Gene auf die situ-Kardiomyogenese zur kardialen Regeneration zu
evaluieren.

Darlber hinaus bietet der hNkx2.5-Promotor verstdme Optionen flin vitro-Experimente.
Die spezifische Markierung friher kardial deterraiter Zellen koénnte als Zellmodell zur
Untersuchung von Faktoren und Signalwegen fungjesetche die kardiale Genese und die
terminale Differenzierung von Kardiomyozyten steuddas hNkx2.5EGFP-System kodnnte
die Effektivitat der Kardiomyogenese in Abhangigkeon variablen Kulturbedingungen auf
einfache Weise evaluieren. Eine weitere Anwenduidgsichkeit liegt in der
zelltypspezifischen Uberexpression bestimmter Gama, deren Rolle in dein vitro-

Kardiomyogenese zu untersuchen.

5. ZUSAMMENFASSUNG

Embryonale Stammzellen stellen aufgrund ihrer Héitgin vitro in verschiedene Subtypen
von Kardiomyozyten zu differenzieren, eine vielypgexhende Quelle fur eine spezifische
Zellersatztherapie ischamischer Herzerkrankungenkda wesentliches Hindernis, das grol3e
therapeutische Potenzial embryonaler Stammzellenklinische Zelltransplantationen zu
nutzen, besteht darin, dass es bisher kein geegMarfahren gibt, den gewlnschten Zelltyp
zu isolieren. Die Applikation hochaufgereinigterfideerter Subpopulationen ist jedoch
Voraussetzung, um optimale funktionelle Effekteezzielen und andererseits eine potenzielle
intramyokardiale Teratomformation aus mittransp&tgn undifferenzierten ES-Zellen zu
vermeiden. Die Verwendung Zelltyp-spezifischer Potoren zur Expression eines
transgenen Oberflachenmarkers konnte die zellscldeneund nicht immunogene
Aufreinigung eines gewinschten aus ES-Zellen geewoan Zelltyps mit hoher Ausbeute
ermoglichen und damit eine wichtige Basis fur kiggtZelltransplantationen liefern.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Protokoll diih, um mittels der magnetischen
Zellsortierung (MACS), dem gegenwartigen Goldstaddainer zellschonenden und
effizienten Zellseparation, stabil transfizierterma embryonale Stammzellen aufzureinigen.
Fiur MACS wurden ES-Zellen markiert, die ein intdh#ér trunkiertes CDA4-
OberflachenproteirACD4) unter der Kontrolle des konstitutiv aktiven R@romotors stabil
exprimierten. Um die markierten Zellan vivo fluoreszenzmikroskopisch detektieren zu
konnen, erfolgte in einem Parallelansatz eine FusiesACD4 mit einem intrazellularen
EGFP-Teil ACD4EGFP). Die Funktionalitdt dieses Fusionsproteunsde ebenso gezeigt
wie dessen Eignung fur die MACS-Aufreinigung, mieleher Reinheiten von tber 97%
erzielt wurden. Die Expression d&€D4-Molekils ohne EGFP-Anteil fuhrte nach MACS zu
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Uber 98% positiven vitalen Zellen. Dabei waren jdigeils erzielten Reinheiten unabhangig
von dem Differenzierungszustand der Zellen und idéralen Frequenz positiver Zellen
(0,6% bis 16%). Die Vitalitat der aufgereinigtenllZe nach dem MACS-Prozess wurde
dadurch belegt, dass diese in der Lage waren, aggregieren und normale ,Embryoid
Bodies" auszubilden, die Marker aller drei embryien&eimblatter exprimierten.

Parallel zur Etablierung der MACS-Methode wurde Kardial spezifische humane 2,75kb
Nkx2.5-Promotor Uber die Expression dasvivo-Markers EGFP in murinen embryonalen
Stammzellen untersucht. Die fluoreszenzmikroskdym@ac und durchflusszytometrischen
Ergebnisse korrelierten mit dem erwarteten embrgonaAktivitatsprofil des Nkx2.5-
Promotors. RT-PCR-Analysen friher kardialer Markeigten, dass der hNkx2.5-Promotor
Zellen markiert, deren Expressionsmuster dem friaettial determinierter Zellen entspricht.
Der 2,75 kb lange hNkx2.5-Promotor bietet damieaiwielversprechenden Ansatz, kardiale
Vorlauferzellen innerhalb des heterogenen Zellspeks sich differenzierender ES-Zellen zu
identifizieren.

Ein Transfer auf das in dieser Arbeit etablierte GBSystem konnte die effiziente,
zellschonende und nicht immunogene Aufreinigunglieder Vorlauferzellen aus humanen
ES-Zellen ermdglichen. Dieser Ansatz konnte die rape ischdmischer
Herzmuskelerkrankungen mit embryonalen Stammzedien klinischen Anwendung einen

entscheidenden Schritt naher bringen.
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