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1 ZUSAMMENFASSUNG

1.1 Zusammenfassung - Deutsch

Der Ersatz abgestorbener Herzmuskelzellen durch &iammzellen gewonnene
Kardiomyozyten ist ein vielversprechendes Theramiekpt der chronischen
Herzinsuffizienz. Die entscheidende Limitation é®sAnsatzes liegt in der qualitativ
geringen und prolongierten kardiomyozytaren Diffmerung von embryonalen
Stammzellen. Mechanismen, die die Differenzieruran vembryonalen Stammzellen in

Kardiomyozyten verstarken und beschleunigen, safitedvon groRer Bedeutung.

Der Hepatocyte Growth Factor (HGF) ist ein pleipg® Zytokin, das Proliferation, Migration
und Uberleben in unterschiedlichen Zelltypen remgtiliHGF und der dazugehorige Rezeptor
werden bereits wahrend der frihen Kardiogeneseraigt, allerdings ist die Bedeutung von

HGF fur die kardiale Differenzierung embryonalear8imzellen noch unklar.

Die vorliegende Arbeit untersucht die Bedeutung MdGF fur die kardiomyozytare
Differenzierung embryonaler Stammzellen der Mausziwurden Zellkultursysteme fur die
kardiomyozytare Differenzierung von embryonalenn8teellen der Maus etabliert. Die so
gewonnenen Zellen wurden immunhistochemisch undtimmell charakterisiert und die
Expression kardialer Gene in Gegenwart untersableel HGF Konzentrationen mittels RT
— PCR analysiert. Es zeigte sich, dass die kardidlenskriptionsfaktoren Nkx2.5 und
GATA 4, denen eine entscheidende Bedeutung fiurkdmiomyozytare Differenzierung
zukommt, verstarkt in Gegenwart einer HGF Konzeiatnavon 20 ng/ml exprimiert werden.
Zu fortgeschrittenen Differenzierungstadien zegjtd unter dieser HGF Konzentration auch
eine verstarkte mMRNA Expression von Genen des &lamliKontraktionsapparates wie, 3

— MHC und MLC2v. Durch Immunfarbung der aus diffezeerenden ESCs bestehenden
Zellaggregate (Embryoid Bodies) konnte gezeigt werdalass sich durch 20 ng/ml HGF der
Anteil der Zellen, die sich positiv fur das myofildire Strukturprotein Troponin T farbten,
um 50 % gegeniber unbehandelten Kontrollen vergm@@ariber hinaus erhéhte HGF die
Zahl der Embryoid Bodies mit kontrahierenden Kamtlyozyten signifikant ohne die
Kontraktionfrequenz oder die Effekte einer posdder negativ chronotropen Stimulation zu



beeinflussen. Nicht — kardiale Genprodukte zeigterch HGF Stimulation kein verandertes

Expressionsverhalten.

Die durch HGF verstarkte Expression der kardialemé&Nkx2.5 und GATA 4 wurde in

Anwesendheit der Phosphatidylinositol 3-kinase KRI3nhibitoren Wortmannin und

LY294002 aufgehoben, wahrend das inaktive HomolggQ3511 die Effekte von HGF nicht
beeinflusste. Ferner zeigte sich in einer Ko — Imfatbung, dass mit HGF stimulierte
Embryoid Bodies mehr Kardiomyozyten positiv fur dghosphorylierte Isoform der
Proteinkinase Akt, einem wichtigen Zielprotein &dBK, anfarbten. HGF aktiviert demnach
den PI3K/Akt Signaltransduktionsmechanismus in gmalen Stammzellen. Dieser Effekt

scheint die Differenzierung der Zellen zu Kardiornyten zu verstarken.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen erstmalig, ¢&SE ein wichtiger Wachstumsfaktor fur
die kardiomyozytéare Differenzierung embryonalem@teaellen ist und kénnte fr die vitro
Generierung von differenzierten Kardiomyozyten gool3er Bedeutung sein, wie es flr einen

klinischen Einsatz bei kardialen Erkrankung notwegrnst.



1.2 Zusammenfassung - Englisch

Replacement of damaged heart tissue by stem celledecardiomyocytes is a promising
therapy approach in the treatment of ischemic Hadure. But the clinical use is limited by
the small amount of embryonic stem cells (ESC) Wwhidferentiate into cardiomyocytes.
Therefore, new strategies to improve the cardiammoiiment of ESCs are of great

importance.

Hepatocyte Growth Factor (HGF) is a pleiotropicogyte regulating proliferation, migration
and survival in different cell types. HGF and itgynate receptor are already expressed during
early cardiogenesis but its role in cardiac difféiaion of embryonic stem cells remains

unclear.

In the present study the role of HGF in cardiadedéntiation of murine embryonic stem cell
was investigated. Differentiation of murine embrigostem cells into the myocardial cell
phenotype was established by cell culture techsiqueThese cells were
immunohistochemically, morphologically and pharmagaally analysed and expression of
cardiac genes in presence of different HGF conagairs was analysed by RT — PCR. ESCs
treated with 20 ng/ml HGF showed a significantly-upegulation of the cardiac transcription
factors Nkx2.5 and GATA 4 which are essential fardtac differentiation. Furthermore the
MRNA expression of structural cardiac genes likphal — and Beta MHC and MLC2v were
significantly enhanced in presence of 20 ng/ml H@®kmunostaining of the ESCs derived
clusters (embryoid bodies showed that HGF treatraigmificantly increased the area stained
for the specific cardiac marker Troponin T by 50 @&mpared to untreated controls.
Moreover, HGF increased significantly the numbereafbryoid bodies presenting one or
more beating clusters affecting neither the beatiaquency nor the effects of positive or
negative chronotropic stimulation. HGF treatmert bt affect the expression of non cardiac

gene products.

The HGF induced increase in the expression of #ndi@c genes Nkx2.5 and GATA 4 was
completely blocked in presence of the Phosphatidgitol 3 — kinase (PI3K) inhibitors
Wortmannin and LY294002 while the inactive homolog303511 did not affect the HGF

effect. Moreover, the co — staining for Troponinahd phospho — Akt showed that the

7



proportion of cardiac cells with a positive sigrfakr phospho — Akt was significantly

increased for the HGF treated cells. These resutisided evidence that HGF treatment
increased the cardiac differentiation of ESCs hiwating the PI3K / Akt pathway.

The present work demonstrates that HGF is an irapbrgrowth factor for the cardiac
differentiation of embryonic stem cells and mayréfere be critical for the in vitro

generation of differentiated cardiomyocytes as iregufor clinical use of embryonic stem

cells in cardiac diseases.



2 EINLEITUNG

2.1 Bedeutung von Stammzellen fir die Therapie kardiovskularer Erkrankungen

Kardiovaskulare Erkrankungen stellen die haufigstedesursachen in Industrielandern dar.
Ischamische Herzerkrankungen sind fir mehr als S5@e%dkardiovaskularen Todesursachen
verantwortlich und sind die fihrende Ursache fig Aaftreten einer Herzinsuffizienz (Thom
T et al, 2006).

Der Myokardinfarkt als akute Manifestation einech@mischen Herzerkrankung fuhrt zu
einem irreversiblen Verlust von Kardiomyozyten dureinen thrombotischen Verschluss
eines KoronargefalRes. Allein in Deutschland erleigedes Jahr 280000 Menschen einen
Myokardinfarkt (Hamm CW et al, 2004). Abhangig vdar Lokalisation und Auspragung
des Infarkts kann es zu einem myokardialen Remuglelind einer Einschrankung der
Pumpfunktion des Herzens und somit zur Herzinsefiz kommen. Die Behandlung der
ischamisch bedingten Herzinsuffizienz besteht infdéden Phase aus der Reperfusion durch
Koronarangioplastie oder Thrombolyse und in derg€péit aus der medikamentdsen
Therapie. Allerdings gibt es bisher noch keine ikBhe Mdoglichkeit, die verlorenen
gegangenen Kardiomyozyten durch funktionsfahigeseébe zu ersetzten. Einzig im Stadium
der terminalen Herzinsuffizienz besteht die Modteih der Herztransplantation, was

allerdings durch die geringe Zahl der Spenderorgjangert ist (Hoppe UC et al, 2005).

Ein faszinierendes neues Therapiekonzept ist datEdes geschadigten Herzgewebes durch
Kardiomyozyten, die aus Stammzellen gewonnen wekdemten. Sowohl embryonale als
auch adulte Stammzellen kénnen in vivo und in vitto Kardiomyozyten differenzieren
(Orlic D. et al. 2002). Im Tiermodel wurde nacheximMyokardinfarkt eine Verbesserung der
Herzfunktion durch Transplantation undifferenzier&@ammzellen aus dem Knochenmark
gezeigt (Orlic D. et al., 2001). Auch in klinisch&udien wurde bereits die intrakoronare
Transplantation von Knochenmarksstammzellen (BM8@tgrsucht (Lunde K et al, 2006,
Schachinger V et al, 2006).



Die Ergebnisse von Schachinger V et al (2006) eaigtine geringe, jedoch signifikante
Verbesserung der mittels Ejektionsfraktion gemessdimksventrikularen Funktion um 2.5%
durch intrakoronarer Applikation von Progenitoteelaus dem Knochenmark. Insbesondere
Patienten mit einer reduzierten Ejektionsfraktiamtér 49%) hatten den grof3ten Vortell.
Andererseits zeigte die Studie von Lunde K et ab0@), in der mononukleare
Knochenmarkszellen transplantiert wurden, keine b¥sserung der linksventrikularen

Funktion.

Diesen widersprichlichen Ergebnissen kénnen urtedliche Ursachen zu Grunde liegen.
Einerseits differenzieren Stammzellen nur zu eigemngen Anteil zu Kardiomyozyten. Das
grof3te Differenzierungspotential haben embryonadengizellen, von denem ivitro 3 bis 5
Prozent zu Kardiomyozyten differenzieren (Boh&eet al, 2002). Bei der Transplantation
von BMSCs ist es zudem fraglich, ob die Verbessgrdar linksventrikularen Funktion
Uberhaupt durch einen echten Zellersatz oder abechdeinen parakrinen Effekt der
Knochenmarkszellen erreicht wird. Darlber hinatigiis Effekt einer BMSC Transplantation
wesentlich von der Isolierungsmethode der BMSC afigi die die Funktionalitat der Zellen
beeinflusst (Seeger FH et al, 2007). Dies erklén Zeil die widersprtchlichen Ergebnisse
der Klinischen Studien (Lunde K et al, 2006, Sciviggr V et al, 2006), in denen
unterschiedliche Isolierungsmethoden genutzt wurd@eiterhin kénnen Stammzellen zu
nicht gewiinschten Zelltypen differenzieren, zumsBwl in Narbengewebe und kdénnten so
die Herzfunktion nach einem Myokardinfarkt zus&tzliverschlechtern (Wang JS. et al.,
2001). AuRerdem verbleiben bei intrakoronarer Tplrgation nur maximal 2.6 % der
Stammzellen tatsachlich im Herzen (Hofmann M et 2005). Die Zahl ist insofern
beachtenswert, da sich die transplantierten Stamenzauch in andere Organe absiedeln

konnen und dort womaoglich Teratome bilden kénn#ognson, 2002).

Daher erscheint die intrakoronare Applikation vofiedenzierten Kardiomyozyten, die aus
Stammzellen gewonnen wurden, gunstiger zu seinrfidiescheinen sich vor allem
embryonale Stammzellen zu eignen, da sie das grBBtential zur kardiomyozytaren
Differenzierung besitzen. Um die Differenzierungkardiomyozyten zu verstarken, missen
allerdings die optimalen Wachstumsfaktoren und &igansduktionsmechanismen der
Kardiomyogenese erforscht werden. Erst dann wdre erfolgreiche klinische Anwendung

maglich.
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2.2 Eigenschaften und Bedeutung von Stamm- und Vorlaufeellen

Stammzellen sind durch ihre Fahigkeit zur unbegen#®roliferation und Selbsterneuerung
(,self — renewal”) und durch ihr Potential zu ustriedlichen Zelltypen zu differenzieren
definiert. Man unterscheidet zwischen embryonalemd wadulten Stammzellen sowie
Vorlauferzellen (Progenitorzellen). Embryonale Stazellen (ESC) sind pluripotente Zellen,
die aus der inneren Zellmasse eines Embryos int@&gsten Stadium gewonnen werden. Sie
haben ein grof3es Differenzierungspotential und &idnzu allen Zelltypen der drei
embryonalen Keimblatter differenzieren. Adulte Stamellen finden sich im
postembryonalen Organismus in unterschiedlichenebew wie Knochenmark, Darm oder
Haut und zeigen ein verglichen zu ESCs eingescheénlDifferenzierungspotential,
weswegen sie als multipotent eingestuft werdensiPaR et al, 2003). Hiervon abzugrenzen
sind Vorlauferzellen, die Abkémmlinge der adultertarBmzelle darstellen. Deren
Differenzierungsvermdgen ist oftmals auf bestim@ewebe reduziert, weswegen sie als
uni-, bi- oder tripotent eingestuft werden.

1981 gelang es zwei unterschiedlichen Forschergrupgleichzeitig, murine embryonale
Stammzellen aus einer Blastozyste in Zellkultuemblieren (Evans MJ et al, 1981; Martin
GR, 1981). In vitro erhalten embryonale Stammeelle undifferenziertes Stadium, wenn
sie in Anwesenheit des Leukemia Inhibitory factqtdF) kultiviert werden oder mit
embryonalen Fibroblasten kokultiviert werden, desdén Faktor sezernieren (Smith AG et al,
1988). In Abwesenheit von LIF und embryonalen Hitteisten differenzieren Stammzellen
und bilden in vitro so genannte Embryoid BodiesedDsind dreidimensional Aggregate
unterschiedlicher Zelltypen. Durch diese Aggregatommt es zu Zellinteraktionen, was fur
die Differenzierung zu den verschiedenen ZelltypehAusnahme der Neurogenese benotigt
wird (Gepstein L et al, 2002).

Diese Embryoid Bodies gleichen dem frihen Embrychnanplantation (Sachinidis A et al,
2003). Die Zellen des Embryoid Bodies sind Derivdge embryonalen Keimblatter Meso -,
Ento - und Ektoderm (Doetschman TC et al, 1985sh&i konnte gezeigt werden, dass
embryonale Stammzellen zu Kardiomyozyten, Hamatigcieen Zellen, Dottersackzellen,
Skelett- und glatte Myozyten, Adipozyten, Chondteny endotheliale Zellen, Melanozyten,

Neuronen, Glia und Pankreasinselzellen differeenié©dorico JS et al, 2001).
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Einerseits eignen sich ESC zur Studie der Embrgmtaicklung unterschiedlicher Zelltypen
und Gewebe. Mit dem ESC Modell kénnen die frihstaolekularen Schritte der
Differenzierung analysiert werden. Dies ermdgliamtue Einblicke in das komplexe
Zusammenspiel verschiedener Faktoren und Zellendeei embryonalen Organogenese.
Andererseits verhofft man sich von Stammzellen reiti@erapeutischen Nutzen. Hierbei
haben embryonale gegenlber adulten Stammzellere gvmiteile aufgrund ihrer starker
ausgepragten Fahigkeit zur Proliferation und ihgeél3eren Differenzierungspotentials.
Stammzellen bieten nicht nur wie schon oben daggéleim Myokardinfarkt die Méglichkeit
zur Zellersatztherapie, sondern auch bei einerzdidlanderer Erkrankungen. Patienten mit
Morbus Parkinson kdnnten mit ESCs, die zu dopargerer Neuronen differenzieren,
therapiert werden. Dies konnte schon erfolgreictMaus Modell gezeigt werden (Kim JH et
al, 2002). Ferner scheinen embryonale Stammzelleh aur Therapie des juvenilen Diabetes
mellitus geeignet zu sein. Bei dieser Erkrankungmkum es zu einer irreversiblen
Autoimmundestruktion der Insulin produzierender Zellen des Pankreas (Classen, 2004).
Murine ESCs kénnen in vitro zpi — Zellen mit exokriner Funktion differenzierengdiei
Transplantation in Diabetes erkrankte Mause eingerglykamie normalisieren kdnnen
(Leon Quinto T et al, 2004).

Neben diesen dargestellten Erkrankungen gibt eslrezelie andere Autoimmun-,

neurologische, dermatologische und endokrine Ekknagen, bei denen eine

Zellersatztherapie mit ESCs sinnvoll ware (sieherSichtsarbeit von Wobus A et al, 2005).
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2.3 Kardiomyozytare Differenzierung embryonaler Stammzdien

Das Herz ist das erste mesodermale Organ, das ibmy@ngebildet wird (Sachinidis A et al,
2002). Die Kardiogenese ist dabei ein komplexer oadh nicht vollstandig verstandener
Vorgang. Abbildung 1.1 gibt einen Uberblick tibee siesentlichen Schritte der embryonalen

Herzentwicklung.

Das kardiovaskulare System entsteht ab dem 7. &adeb Maus und beim Menschen ab der
dritten Woche der Embryonalentwicklung. Im Mesodaetiffierenzieren aus Blutinseln zwei
Endokardschlauche, die die Vorlaufer der Herzanlalgken (Schiebler TH, 1999). Aus den
Endokardschlauchen entsteht ab dem 8. Entwicklaggder Herzschlauch, der aus Atrium
primitivum, Ventriculus primitivus und Bulbus cosgdiprimitivum (Ausflufdtrakt) besteht.
Durch das schnelle LAngenwachstum des Herzschlauchéieser Phase, biegt sich der
Herzschlauch s-férmig und so kommt es zur Bildueg lderzschleife. Mit der Herzschleife
wird die Voraussetzung fur die Umwandlung des #Heriein zwei parallele Kreislaufe
geschaffen. Im weiteren Verlauf kommt es durch &unisrungen und Septierungen zur
Unterteilung des ursprtinglichen Schlauches in enkammeriges Herz. Die Kardiogenese
ist bis zur 8. Woche beim Menschen und ca. bis 26mTag bei der Maus abgeschlossen
(Schiebler TH, 1999).

Sowohl in der physiologischen Embryogenese als amechModell der embryonalen

Stammzellen kommt es wahrend der frihen kardiomyweg Differenzierung zu einer

entwicklungskontrollierten Expression herzspezifesc Genprodukte, Proteine, lonenkanale
und Aktionspotentiale. Die frihsten Marker kardiamytarer Vorlauferzellen sind die

Transkriptionsfaktoren GATA 4 und Nkx2.5.

GATA 4 gehort zur GATA — Familie von Transkriptidaktoren und ist das frihste

detektierbare Gen in kardialen Vorlauferzellen.kigdiert fur ein Zinkfingerprotein, das als

Transkriptionsfaktor die Expression kardialer Geweguliert (Molkentin JD, 2000). Ein

Defekt in diesem Gen beeintrachtigt zwar nicht Aigsbildung kardialer Vorlauferzellen,

besitzt aber durch Missbildung des Herzschlauche bohe frihembryonale Letalitat (Kuo
CT et al, 1997).

13



Der Transkriptionsfaktor Nkx2.5 wird ebenfalls irarllialen Progenitorzellen in frihster
Entwicklungsstufe (wahrend der Formation der kagdieen Zone) exprimiert (Schultheiss et
al, 1995). Ein Verlust des Nkx2.5 Gens beeinflud® Schleifenbildung wahrend der

Kardiogenese und fiihrt zu kongenitalen Herzfehlgyons | et al, 1995; Schott JJ et al,
1998). Die kardialen Transkriptionsfaktoren aktrei®@ synergistisch die Genexpression der
kontraktilen Proteine. Hierzu gehoren unter andedas Aktin, die MHC — und MLC —

Proteine, die das Myosin bilden und die TroponiDese Proteine bilden den kontraktilen

Apparat und sind essentiell fur die Funktionaldét Kardiomyozyten

Im fortgeschrittenen Differenzierungstadium begmrdie Kardiomyozyten im Embryoid
Body rhythmisch zu kontrahieren und exprimieren zdjgehe lonenkanéle.
Elektrophysiologische Analysen haben ergeben, dsish in vitro unterschiedliche
Herzzelltypen ausbilden: Wahrend man im friihen Erklwngsstadium Schrittmacherzellen
findet, werden spéater auch atriale und ventrikuldelen ausgebildet (Hescheler J. et al.,
1997).

cardiac crescent linear heart looping heart  chamber formation maturation/septation
(E7.5) tube (E8) (EB.S-ES.5) (E10-E12) (E12-birth)

AV X 3 %

Abb. 2.1 — Ubersicht tber die Kardiogenese der Maus

Wesentliche Schritte der Herzentwicklung: 1. Fororader kardiogenen Zone an Tag (E)
7.5; 2. Ausbildung des Herzschlauches an E8; 3.le8ehbildung und Initiation der
Kammerformation an den Tagen 8.5 bis 9.5; 4. Kanfonmation an E10 — E12 und 5.
Kammermaturation, Septation und Klappenbildung. Aorta; a: Vorhof; la: Linker Vorhof;
ra: Rechter Vorhof; rv: Rechter Ventrikel; Iv: Liek Ventrikel; ot: Ausflu3trakt; sv: Sinus

venosus; pa: PulmonalarteriéModifiziert nach Bruneau B, 2002)
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3 — 5 % der ESC differenzieren unter normalen Kidtungsbedingungen zu

Kardiomyozyten (Boheler K et al, 2002). Allerdingsst sich dieser Anteil durch Zugabe von
Zytokinen, Wachstumsfaktoren und synthetischen Ghkedren erhohen (Heng BC et al,
2003). Zu diesen Wachstumsfaktoren gehdren untderam der Fibroblast — Growth —
Factor (FGF), der Transforming Growth Factor — Bete (TGFB1) und der Insulin — like —

Growth Factor | (IGF I). Letzterer ist essentiebweohl flir ein normales embryonales
Wachstum als auch fur die Kardiogenese (Fishmanevi&@, 1997). In vitro induziert IGF |

die kardiomyozytare Differenzierung Uber Aktiviegumer Phosphatidylinositol 3-Kinase
(Sachinidis A et al, 2002).

Aber auch einige synthetische Chemikalien zeigefeki. Wobus et al. (1997) konnten
zeigen, dass Retinolsaure, ein Derivat des Vitafinlie kardiomyozytare Differenzierung

vor allem zum ventrikularen Zelltyp konzentrationsad zeitabhangig verstarkt. Ebenso
induziert Dimethylsulfoxid (DMSO) die Expression wéGATA 4 und Nkx2.5 Uber eine

erhdhte Expression des Prodynorphin Gens (Ventuea &, 2000). Das Prodynorphin Gen
kodiert fur Dynorphin B, einem endogener Opioid. In Abwesenheit von DMSO flhrte die
Zugabe von Dynorphin B ebenfalls zu GATA 4 und NExExpression. Dies lasst darauf
schlieRen, dass endogene Opioide an der Kardiogdyetsiligt sind und dass DMSO diese

Signaltransduktionskaskade aktivieren kann.

Eine Ubersicht von Substanzen, die die Kardiomyegenembryonaler Stammzellen
verstarken konnen, findet sich in der Arbeit vomgi&C et al (2003).

15



2.4 Hepatocyte Growth Factor

Der Hepatocyte Growth Factor (HGF) wurde erstm&@i@4lals Mitogen fur Hepatozyten in
Seren normaler und hepatektomierter Ratten gefufddekamura T et al, 1984). HGF wurde
spater als ein heterodimeres Molekil bestehenctiags 69 — kDAo — Kette und einer 34 —

kDA B — Kette identifiziert, die Gber eine Disulfidbrigckerbunden sind.

Wahrend der Embryogenese ist HGF von wichtiger Bedey. Der HGF Rezeptor wird
bereits in undifferenzierten embryonalen Stammaedeprimiert (Schuldiner M et al, 2000).
Ein Defekt im HGF Gen oder dessen Rezeptors fllhrfrihen embryonalen Letalitat durch
gestorte Organogenese der Leber und der Plazettan (SD, et al 1990; Funakoshi H et al,
2003). Zudem scheint HGF an der Kardiogenese Igteil sein, da HGF und sein Rezeptor
in kardialen Progenitorzellen als auch in adulteardiomyozyten exprimiert werden
(Rappolee D. et al., 1996).

Der HGF Rezeptor ist ein ¢ — met Proto — oncogendukt bestehend aus einer 50 KA
Kette und einer 145 — kDA — Kette. Diea — Kette ist die extrazellulare Bindungsstelle flr
HGF, wahrend diep — Kette eine transmembrandse Untereinheit darstdle eine
intrazellulare Tyrosin Kinase Domane besitzt. Didiierung dieser Tyrosinkinase fihrt zur
Phosphorilierung von Tyrosin, was wiederum zu eifgdtivierung unterschiedlicher
intrazellularer Signalmolekile, unter anderem MERKeEund PI3 Kinase/Akt fuhrt (Weidner
et al, 1993), die die Effekte von der Zellmembrandan Zellkern vermitteln. Hauptsachlich
in Leber und Pankreas gebildet fihrt HGF je nachltype zu einer Vielzahl zellularer
Reaktionen, unter anderem Mitogenese, Motogenesgylidgenese, Angiogenese und Anti
— Apoptose (Funakoshi H et al, 2002).

Die normale Serumkonzentration des HGF ist beim 9dkan 0.3 — 0.4 ng/ml. Diese kann

allerdings bei unterschiedlichen Erkrankungen dguthnsteigen. So werden nach einem
akuten Myokardinfarkt HGF Konzentration von 9.4 b&1 ng/ml gemessen (Matsumori A.

et al., 1996). AuBerdem kommt es zu einer verstarxpression des ¢ — met Rezeptors im
Randzonenbereich des Infarkts (Ueda H. et al, 2001)
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Ein kardioprotektiver Effekt des HGFs konnte ant&®atdemonstriert werden, bei denen
endogenes HGF durch einen spezifischen Antikorgertralisiert wurde. Wurde in diesen
Ratten kinstlich ein Myokardinfarkt ausgelost, kamzu einem vergroRertem Infarktgebiet
und zu einer Mortalitatssteigerung um 50% (Nakamurat al., 2000). Zusatzlich scheint
HGF angiogenetisch zu wirken und so zusatzlichkardioprotektion beizutragen (Morishita
R et al, 2004). Diese Effekte konnten auch bei d@eansplantation mesenchymaler
Stammzellen, die HGF Uberexprimieren, beobachtetleve wodurch es zur Verbesserung
der myokardialen Funktion nach Myokardinfarkt kabuan HF et al, 2003). Die Autoren
begriindeten die Funktionsverbesserung durch Regferemekrotisierter Kardiomyozyten

und durch verbesserte Koronardurchblutung.

Diese Kardioprotektion scheint tUber den MEK - ERKitivay und nachfolgender
Phosphorilierung von GATA 4 reguliert zu sein (gehbb. 2.2). Phosphoriliertes GATA 4
verstarkt die Expression des anti — apoptotisclogeirs Bcl — X und verhindert dadurch die
durch oxitativen Stress induzierte Apoptose in Kartyozyten (Kitta K. et al., 2003).

In einer Studie von Schuldiner et al. (2000) wurdenEffekte von 8 Wachstumsfaktoren auf
die Differenzierung von humanen embryonalen Stanierz@ntersucht. Hier wurde gezeigt,
dass HGF die Expression unterschiedlicher Genpteddks Mesoderms, Ektoderms und
Endoderms verstéarkte. Allerdings gibt es bisher hndeine Studien, in denen die

kardiomyozytare Differenzierung in Gegenwart vonfH@nreichend untersucht wurde.
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Abb. 2.2 - Mechanismus der durch HGF vermittelten Ati — Apoptose

Bindung von HGF an dessen Rezeptor ¢ - met fuhrtKendiomyozyten mittels des
intrazellularen MEK / ERK Signaltransduktionswegas Phosphorilierung von GATA4,
welches die Expression des anti — apoptotischeter® Bcl-X verstarkt (nach Kitta K et al,

2003 und Ueda H et al, 2001).
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2.5 Fragestellung der vorgelegten Arbeit

Bisher gibt es noch keine Daten Uber den EffektHiesatocyte Growth Factors (HGF) auf
die Differenzierung embryonaler Stammzellen (ES@).Rahmen der vorliegenden Arbeit
soll daher die Kardiomyogenese embryonaler Stamerzeler Maus in Anwesendheit von

HGF untersucht werden. Dabei sollen im Einzelnégeiode Fragen beantwortet werden:

1. Welchen Einfluss hat eine Stimulation der ESQ HiGF auf das Auftreten und die
Frequenz von kontrahierenden Kardiomyozyten in ddferenzierenden Zellaggregaten
(Embryoid Bodies)? Weiterhin sollte die chronotropentwort auf pharmakologische

Stimulationen analysiert werden.

Embryoid Bodies in An- und Abwesendheit von HGF aegr an den Differenzierungstagen 7
bis 14 lichtmikroskopisch auf das Auftreten konteabnder Kardiomyozyten gepruft und
gegebenenfalls die Frequenz bestimmt. Am 10. QEffererungstag werden kontrahierende
Embryoid Bodies £+ HGF mit denp — Adrenorezeptor Agonist Isoprenalin, dem
muskarinergen Agonisten Carbachol und dem If — K&backer lvabradine stimuliert und
die chronotrope Antwort bestimmt.

2. Welchen Einfluss hat HGF in unterschiedlichennkentrationen auf die Expression

herzspezifischer Genprodukte?

Dies wird anhand embryonaler Stammzellen des 7.fe@zierungstages, die in
Anwesendheit von 0, 3, 10, 20 und 30 ng/ml HGF ikeltt wurden, untersucht. Ein
semiqualitativer Nachweis kardialer mRNA wird migtereverser Transkription und
Polymerasenkettenreaktion durchgefthrt. Die untdrgn kardialen Gene sind Nkx2.5,
GATA 4, Troponin T, Alpha — und Beta — MHC.
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3. Welchen Einfluss hat eine Stimulation der ES€HGF auf die Expression kardialer und

nicht - kardialer Genprodukte in unterschiedliclefierenzierungsstadien hat?

Dies wird anhand von ESC + HGF an den Differenzigatagen 8, 9, 10, 12 und 14
untersucht. Ein semiquantitativer Nachweis kardiated nicht - kardialer Gene wird mittels
reverser Transkription und Polymerasenkettenreaktdurchgefihrt. Die untersuchten
kardialen Gene sind Nkx2.5, GATA 4, Troponin T, ANNFLC2v, Alpha — und Beta — MHC.
Als nicht — kardiale mesodermale Gene wird FLK-E-&adherin undi — SMA analysiert.

Als ektodermaler Marker dient 68-NFL und als endodder Marker Albumin.

4. Uber welche Signaltransduktionsmechanismen ieduzHGF gegebenenfalls eine
kardiomyozytare Differenzierung? Dabei soll inshekere geklart werden, ob HGF in
embryonalen Stammzellen den Phosphatidylinositahdse / Akt Mechanismus aktiviert.

Hierfir werden embryonale Stammzellen in Gegenwartes PI3K Inhibitor + HGF

kultiviert. Um die PI3K zu inhibieren werden demfiale Metabolit Wortmannin und der
synthetische Hemmstoff LY294002 genommen. Als Kalfgrdient LY303511, welches das
inaktive Homolog von LY294002 ist. Es werden di®& WA — Expressionen von Nkx2.5,
GATA 4, Alpha - und Beta - MHC mittels qualitativeiT — PCR analysiert.
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3 MATERIAL UND METHODIK

3.1 Zellkultivierung embryonaler Stammzellen

3.1.1 Embryonale Stammzellen der Maus.

Bei den verwendeten Zellen handelt es sich um kboambryonale Stammzellen der Linie
ES — D3 (ATCC, cat. Number CRL-1934). Sie wurdes der Blastozyste einer 129/Sv+c/+p
Maus (Mus musculus) entnommen und zur Lanzzeitavdheung in flissigem Stickstoff

gelagert. Samtliche Experimente wurden mit Zellen30D. — 45. Passage durchgefihrt.

Die Zellkulturarbeiten wurden an sterilen Werkbamkeélerasafe, Heraeus) mit vertikalem
Luftstrom durchgefuhrt. Zur Prifung des Zellwachssudiente ein Lichtmikroskop (CK2,
Olympus). Die Zellen wurden in Gewebekulturscha{@h 6 und 10 cm) im Brutschrank
(HeraCell 150, Heraeus) bei 37° C in einer Wassepdagesattigten 5% COAtmosphéare

kultiviert.

3.1.2 Kultivierung der undifferenzierten Stammzellen

Um die embryonalen Stammzellen in einem undiffeieten Status zu halten, wurden diese
mit inaktivierten embryonalen Fibroblasten der MdGharles River Laboratories Inc.) in
Gegenwart von Leukemia Inhibitory Factor (LIF) kttkuert. LIF ist ein Glykoprotein, das
zur Familie der Interleukin 6 Zytokine gehort. Mg ESC verbleiben im undifferenzierten
Stadium durch die LIF - abhéngige Aktivierung desAKJ / STAT3

Signaltransduktionsmechanismus (Niwa H et al, 1998)
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Kultivierung der undifferenzierten ESC, Tag 1:

Embryonale Stammzellen wurden mit embryonalen Bilasien der Maus (MEF) kokultivert.
Zu diesem Zweck wurden die MEF 48 Stunden zuvoiZéhlkulturschalen (@ 10 cm)
ausplattiert und im Brutschrank kultiviert. Nach ichtmikroskopischer Prufung auf
Konfluenz, wurden die MEF zur Hemmung der mitotesthAktivitdt 2 Stunden mit
Mitomycin C (0.01 mg/ml) im Brutschrank inkubie&.Zellkulturschalen (@ 6 cm) wurden
mit einer Gelatinelésung fir 30 min benetzt. Angdfhénd wurde die Gelatineldsung entfernt
und mit 2.5 ml MEF Medium aufgefullt. Nach der Zténdigen Inkubation wurde die mit
Mitomycin C inkubierte MEF — Platte mit PBS gesp@@tx 10 ml) und fur 30 Sekunden mit
einer Trypsin Losung (2 ml) versetzt. Dann wurdém MIEF mit 2 ml Medium versetzt,
abgeschabt und resuspendiert. Von dieser Suspensicden jeweils 0,5 ml in die 3 mit
Gelatine beschichtete Platten gegeben und diegersannten ,Feeder Layer” Platten fir 3
Stunden inkubiert. Danach wurde das Wachstum depBliasten lichtmikroskopisch gepruft
und eine dieser Feeder - Layer — Schalen mit Z8I|- Medium beftllt. Embryonalen
Stammzellen wurden aufgetaut, in 5 ml ES — Mediemtrzfugiert (1000 U/min, 5 min), der
Uberstand entfernt, das Sediment mit 1 ml ES — Muadhit der Pipette resuspendiert und zur
Feeder — Layer — Schale gegeben. Weitere MEF wuddech Trypsinierung subkultiviert
und fur 48 h inkubiert.

Kultivierung der undifferenzierten ESC, Tag 2:

Das ES - Medium der Stammzellen wurde gewechseltdim Zellen fiir 1 h im Brutschrank
inkubiert. Danach wurden die ESC im Verhéaltnis fu# die Feeder Layer Schalen des
Vortages gesplittet. Dazu wurde 1ml Trypsin — EDTAsung (1:1 Verhaltnis) fur 30
Sekunden auf die ESC gegeben. Die Trypsin Losunglevantfernt, mit 1 ml ES — Medium
inaktiviert, die Zellen von der Schale abgeschaid mittels einer Pipette resuspendiert.
Jeweils 0.5 ml dieser Suspension wurden dann afzdiei mit 2.5 ml ES — Medium

beschichteten Feeder Layer gegeben und 24 h ins@mank kultiviert.
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Kultivierung der undifferenzierten ESC, Tag 3:

Das ES — Medium der ESC wurde gewechselt und dierze h inkubiert. Subkultivierte
MEF wurden wie schon am ersten ESC - Kulturtag tisith gehemmt (0.01 mg/ml
Mitomycin C, 2h), durch Trypsinierung auf 4 mit Gehe beschichteten Zellkulturschalen (@
6 cm) ausplattiert und 2 h inkubiert, um sie aledex Layer fur die ESC zu nutzen Die ESC
wurden trypsiniert (Trypsin : EDTA 1:1) und im Véinis 1:2 auf die Feeder Layer Platten

verteilt.

Kultivierung der undifferenzierten ESC, Tag 4:

Stammzellen in diesem Kultivierungstadium wurdem Bifferenzierung eingesetzt (siehe
3.1.3). Nicht bendtigte ESC wurde eingefroren. Damuden jede Zellkulturschalen mit PBS
gespult, trypsiniert (1 ml Trypsin — EDTA), abgeabh in ES Medium resuspendiert (5ml)
und in entsprechenden GefalRen zentrifugiert (1000iin) 5min). Nach der Zentrifugation

wurde der Uberstand abgesaugt, das Sediment inFreazing Medium resuspendiert und in
einem Cryo tube gefiillt. Das Einfrieren erfolgteamem Freezing Container (Sigma) im -
80°C Tiefkuihlschrank, wodurch eine Kihlung von 13© Minute erreicht wurde. Nach 24
Stunden wurden die Cryo tubes in flissigen Stidkstmgesetzt.
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3.1.3 Differenzierung

Die Differenzierung der embryonalen Stammzellendeumittels ,Hanging drop“ Methode
durchgefuhrt (Siehe Abbildung 3.1).

Differenzierung Tag 0O, Start der Differenzierung:

Undifferenzierte ESC des 4. Kultivierungstages veardhit PBS gespiilt, trypsiniert (Trypsin
— EDTA 1:1), mit 2 ml Differenzierungsmedium verainmittels Neubauer Kammer gezahlt
und zu einer Konzentration von 20000 Zellen / mi Bifferenzierungsmedium verdinnt. Je
nach Bedingung wurde HGF in der jeweiligen Konzatidn hinzugefugt. Tropfen von 20
(entsprechend 400 Zellen) wurden auf den Deckeardietrischale (@ 10 cm) gegeben, die
mit 10 ml PBS geflllt war, um eine Austrocknung werhindern (vgl. Abb. 1). Diese

»Hanging Drops" wurde dann fur 48 h im Brutschrauitiviert.

Differenzierung Tag 3:

Die formierten Embryoid Bodies, die aus Zellen ratleei Keimblatter bestehen, wurden mit
Differenzierungsmedium von den Deckeln gespilt umdheue Petrischalen (@ 10 cm)
transferiert. Die Petrischalen wurden mit Differiemangsmedium zu einem Gesamtvolumen
von 10 ml aufgefullt und gegebenenfalls HGF hinZiige Diese Suspension wurde fir 72 h

im Brutschrank kultiviert.

Differenzierung Tag 5:

Zellkulturschalen (& 6 cm) wurden mit Gelatine lieslstet und mit Differenzierungsmedium
(3ml) £ HGF aufgefullt. Jeweils 20 Embryoid Bodigarde aus der Suspension mittels einer
Pipette in eine mit Gelatine beschichtete Schalasteriert und im Brutschrank kultiviert.
Alle 48 Stunden erfolgte ein Mediumwechsel mit preshender HGF Zugabe.
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Beginn der Differenzierung:

0 i “"'r Formierung der EBs in ,Hanging
l " Drops*
2P - . .
[® e o g o o o Transfer der EBs in Suspension

9]
—1
-

Plattierung der EBs

Kultivierung der EBs bis zum 7 — 14.
Differenzierungstag

Differenzierungstag

Abb. 3.1: Protokoll zur Differenzierung embryonaler Stammzellen in vitro

Die Differenzierung der ESCs wurde in Abwesendteit LIF und MEF in hé&ngenden
Tropfen von je 400 Zellen induziert. Die so forrngar Embryoid Bodies wurden nach 2
Tagen in Suspension transferiert und nach weiteBefagen in Gelatine beschichtete
Zellkulturschalen ausplattiert. Die ESC wurde hisrzmaximal 14. Differenzierungstag mit

regelmanigem Mediumwechsel kultiviert.
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3.1.4 Verwendete Medien

PBS:
Destilliertes Wasser mit 171 mM NaCL, 3.4 mM KCI84 mM KH,POy, 10.14 mM

NaoHP O,

MEF Medium:
D-MEM (+ 4500 mg/l Glucose + GlutaMAX ™ | + Pyruegtmit 15 % Foetal Bovine Serum,
50 U/ml Penicillin und 5Qg/ml Streptomycin

ES — Medium:

D-MEM (+ 4500 mg/l Glucose + GlutaMAX ™ | + Pyruegtmit 15 % Foetal Bovine Serum,
50 U/ml Penicillin, 50ug/ml Streptomycin, 0.1 mM Nicht Essentielle Aminoggh, 10 uM
Beta — MEOH und 10 ng/ml LIF

Differenzierungsmedium:

D-MEM (+ 4500 mg/l Glucose + GlutaMAX ™ | + Pyruegtmit 20 % Foetal Bovine Serum,
50 U/ml Penicillin, 50ug/ml Streptomycin, 0.1 mM Nicht Essentielle Aminosgh und 10
pM Beta — MEOH

Freezing Medium:

D-MEM (+ 4500 mg/l Glucose + GlutaMAX ™ | + Pyruegtmit 20 % Foetal Bovine Serum,
8% DMSO, 50 U/ml Penicillin, 50pg/ml Streptomycin, 0.1 mM Nicht Essentielle
Aminosauren, 10 uM Beta — MEOH und 10 ng/ml LIF

Trypsin Losung:
7.2 U/ml Trypsin Pulver in PBS gel6st

Gelatine L6sung:
0.1 % Gelatine Pulver in PBS gel6st
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3.2 Funktionelle Charakterisierung

3.2.1 Bestimmung der Schlagfrequenz

Das Auftreten kontrahierender Kardiomyozyten in &embryoid Bodies wurde
lichtmikroskopisch unter 10 - facher Vergro3erumgeusucht.
Die Frequenz der schlagenden Zellen wurde ermittelem die die Kontraktionen fur 60

Sekunden gezahlt wurden. Es wurden insgesamt 9@0y6id Bodies ausgezahlt.

3.2.2 Pharmakologische Stimulationen

Die kontrahierenden Kardiomyozyten der Embryoid iBsedvurden in vitro mit den
Substanzen Isoprenalin, Carbachol und Ivabradineubert. Dabei wurde das jeweilige
Pharmakon in der entsprechenden Konzentrationgrkdéurmedium der Zellen gegeben.
Nach 10 mindtiger Inkubation im Brutschrank wurde iontraktionsfrequenz der Embryoid
Bodies gezahlt.

3.3 Untersuchung der Gen — Expression

3.3.1 Isolation der RNA

Zur Messung der mRNA - Expression wurde die GesaRNA aus den Zellen isoliert. Die

Embryoid Bodies wurden mittels einer kommerzielh&tichen RNA — Isolationslésung

(peqGold RNAPure) von der Zellkulturschale abgebthamd durch mehrmaliges Aufziehen
mit der Pipette lysiert.

Durch Zugabe von Chloroform wurden die Proteineesdegmnt. Die RNA wurde durch eine
Isopropanolprazipitation konzentriert und durch 7B#anol gereinigt. Anschlie3end wurden

die RNA Pellets in RNase- freiem Wasser aufgelost.
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3.3.2 Reverse Transkription

Die RNA — Expression kann durch Polymerase Kettkiren erfasst werden, in dem man
von der isolierten RNA eine reverse Transkriptioerstellt, wodurch die RNA in die
komplementare DNA umgeschrieben widdir Synthese einer einzelstrdngigen cDNA wurde
ein kommerziell erhéaltliches Reverse Transkriptage genutzt (Omniscrift Reverse
Transcription, Qiagen). Es wurdenug Gesamt — RNA in die Reaktion eingesetzt. Zuséizli
enthielt das Reaktionsgemisch (g0 einen Oligo-dT Primer (IuM), je 500 uM dATP,
dCTP, dGTP, und dTTP, 10 U RNAse Inhibitor, 4 U Gsuoript Reverse Transkriptase, den
mit dem Enzym erhaltlichen Reaktionspuffer und RBAs freies Wasser. Dieses
Reaktionsgemisch wurde zuerst fir 60 min in eineas¥érbad bei 37° C inkubiert, dann 5

min in einem Heizblock bei 93° C erhitzt und sclilieh im Eisbad abgekuhlt.

3.3.3 Semiquantitative Polymerase Kettenreaktion

Die Polymerase — Kettenreaktion (PCR) ist eine Mé¢hzum Nachweis gering exprimierter
MRNA und DNA Spezies. Hierzu bedient man sich dehier Oligonukleotide, die als
Primer im Uberschuss in eine Polymerase — DNA -ti®gereaktion eingesetzt werden. Das
relevante RNA / DNA — Fragment fungiert als Matriide die Primer.

Durch zyklisches Erhitzen und Abkihlen der Reaktiaaderholt sich dieser Vorgang und
produziert exponentiell neue DNA — Fragmente. DimQitat der aus der PCR resultierenden
cDNA ist von der eingesetzten Menge an RNA, derl@ykahl, den jeweiligen Bedingungen
in jedem Reaktionsgefal3, den angewendeten Tempamatund von der Expression der
interessierenden RNA abh&ngig. Daher missen séetgenannten Bedingungen konstant
gehalten werden, um verschiedene Probe verglemhé&dnnen und um Rickschlisse auf die
Expression zu erlangen. Dies wird zusatzlich daicken externen Standard kontrolliert. Der
externe Standard ist ein Gen, welche unter Stabddimdgungen in den jeweiligen Zellen

nicht reguliert wird. Ein solches Gen in embryomaBtammzellen ist dgs— Tubulin.

28



Ein Aliquot der Reversen Transkriptase — Reaktidpl)(wurde in die PCR eingesetzt.
Weiterhin bestand der Reaktionsansatz aus 1.5 UDN#& Polymerare, 10 mM Tris, 50 mM
KCL pH 8.8, DMSO (5% Endkonzentation), je 2081 dATP, dCTP, dGTP und dTTP und
0.4 uM der verwendeten Oligonukleotid — Primer (siehédlle 3.1). Der Ansatz wurde mit
RNAse — freiem BED auf ein Endvolumen von 5@ aufgefillt. Da die Reaktion in einem
Thermozykler mit Heizdeckel (Px2 Thermal Cycler, efino Electron Corporation)
durchgefuhrt wurde, konnte auf eine Olschicht \a@tgt werden. Das Temperaturprofil zur
Amplifikation sah wie folgt aus:

- Initialisierung: 95° C, 5 min

- Denaturierung: 95 °C, 40 s

- Annealing: siehe Tabelle 3.1, 40 s

- Elongation: 72° C, 40 s

- Endphase: 72° C, 10 min
Denaturierung, Annealing und Elongation wurde fén geweiligen Oligonukleotid — Primer
in der Tabelle 3.1 angegebenen Zyklenzahl durclgefirtr die Primer der mRNA von
MLC2v, FLK-1, VE — Cadherin, 68 — NFL, Alpha — SMAnd Albumin dauerte die
Denaturierung- und Annealingperiode jeweils 45 d dre Elongationsperiode 1 min. Die
PCR — Zyklen — Zahlen wurden so gewahlt, dassdiieliReaktion im exponentiellen Bereich
befand. Um eine Kontamination der RNA mit genom&cBbNA zu Uberprifen, wurden

jeweils RNA Proben ohne Reverse Transkription ZLRRjenommen.
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Primer

Beta — Tubulin

Nkx 2.5
GATA 4
Alpha — MHC
Beta — MHC
ANF
Troponin T
MLC 2v

FLK -1

VE -Cadherin
68 - NFL
Alpha — SMA

Albumin

Primersequenz

For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev
For
Rev

5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5

—-TCACTG TGC CTG AAC TTA CC-3’

—GGA ACA TAG CCG TAA ACT GC-3’

—CGA CGG AAG CCA CGC GTG CT-3
—CCG CTG TCG CTT GCACTT G-3

—CTC GAT ATG TTT GAT GAC TTC T-3’
—CGT TTT CTG GTT TGA ATC CC-3

—GGA AGA GTG AGC GGC GCA TCA AGG-3
—CTG CTG GAG AGG TTATTC CTC G-3’
—GCC AAC ACC AACCTG TCC AAG TTC-3’
—TGC AAA GGC TCC AGG TCT GAG GGC-3’
—AGG ATT GGA GCC CAG AGT GGA CTA GG-3’
—TGA TAG ATG AAG GCA GGA AGC GGT-3
—CTG AGA CAG AGG AGG CCA AC-3

—TTC TCG AAG TGA GCC TCG AT-3

—GCC AAG AAG CGG ATA GAA G-3

—CTG TGG TTC AGG GCT CAG TC-3

—CCT ACC CCA CAC ATT ACA TGG-3

—TTT TCC TGG GCA CCT TCT ATT-3’

—CCC GTCTTT ACT CAA TCC ACA-3
—GGG TTT GAT GAT ACC CTC GTT-3
—CCA GGA AGA GCA GAC AGA GGT-3'
—GTT GGG AAT AGG GCT CAATCT-3
—ACT ACT GCC GAG CGT GAG ATT-3’
—GTA GAC AGC GAA GCC AAG ATG-3'
—GTC TTA GTG AGG TGG AGC AT-3’

—ACT ACA GCA CTT GGT AAC AT-3

AT
60°C

60°C
54°C
64°C
64°C
64°C
58°C
54°C
57°C
57°C
59°C
55°C

58°C

Z
21

28
25
28
28
28
30
34
28
28
28
27

35

L
317

181
345
301
205
203
231
499
199
197
302
448

568

Tabelle 3.1 — Oligonukleotid — PrimersequenzerRtr— PCR. AT: Annealing Temperatur; Z: Zyklenzahl,
Lange [bp]; Alpha MHC: alpha myosin heavy chaint8MHC: beta myosin heavy chain; ANF: Atrialer
natriuretischer Faktor; MLC2v: myosin light chairv@ntricular; FLK-1: Fetal liver kinase 1; VE-Caatin:
Vascular endothelial cadherin; 68-NFL: neurofilamgrotein (68 kDA); Alpha-SMA: vascular smooth a#ph

actin.

3.3.4. Gelelektrophorese der DNA

Jeweils 16ul der PCR — Produkte wurden mitldDNA Gel Ladepuffer versetzt und in

eineml % Agarosegel, das Ethidiumbromid @¥%ml) enthielt, aufgetrennt. Das Agarosegel
wurde mit einem Tris — Acetat — ElektrophoresepufféAE) (0.04 M Tris — Acetat, 0.001 M
EDTA (pH 8.0)) angesetzt, welcher sich ebenfallden Gelelektrophoresekammer befand.

Die Auftrennung erfolgte bei einer konstanten Spaagvon 70 V. Pro Slot wurden 20

PCR — Produkt — Ladepuffer — Gemisch aufgetragen.INA Ladder (100-850 bp,

Invitrogen) wurde entsprechend der Herstellerangagesetzt und in einem Volumen von 7

ul pro Slot aufgetragen.

30




3.3.5. Densitometrie und Fotografie

Die Fotografien der Agarosegele wurden mit Hilfes d¢VP ImageStore 7500 — Systems
(Sony) erstellt. Die Ethidiumbromid — gefarbten Aggegele wurden tGber UV — Durchlicht
mit der Videokamera des Systems fotografiert urdraitos als TIFF — Dateien auf Diskette
gespeichert. Die Fotos wurden mit dem Programm W\dBworks Analysis Software
ausgewertet.

Bei den gezeigten Fotos erfolgte eine Bildbearbgitonit dem Programm Corel Photo-Paint
12, die sich auf die Auswahl und Ausrichtung de&d&isschnitts beschrankte. Andere

Manipulationen wurden an den Bildern nicht vorgenman.

3.4 Immunchemische Farbungen

Die Immunfarbung ist eine Methode, mit der Protemi¢ Hilfe von Antikbrpern sichtbar
gemacht werden kdnnen.

Embryoid Bodies, die in vitro am 5. Differenzierstgg auf Deckglaser plattiert wurden,
wurden fir 10 min mit einer PBS Losung mit 3,7%dfamaldehyd fixiert. Danach wurde
sie zweimalig mit eiskaltem PBS gespult, mit PBSuig mit 0.1% Igepal und 1% BSA 30
min lang bei Raumtemperatur geblockt und anschhiéf$eit Anti-Troponin T (Verdinnung
1:200) = Anti-phospho-Akt (Verdinnung 1:100) alsinkrantikorper fur 2h bei 37°C
inkubiert. Nach 1 h Inkubation bei 37°C mit demspméchenden Sekundarantikorper, wurde
die zellulare Lokalisation der Proteine unter einEmoreszenzmikroskop visualisiert. Die
Quantifizierung der gefarbten Flache erfolgte nsttder Lucia G Software (Laboratory

imaging) und wurde auf die Gesamtflache der Embirfamdies normalisiert.

3.5 Statistik

Die angegebenen Daten wurden als Mittelwert + Stedfdhler des Mittelwertes (SEM)
angegeben. Die statistische Signifikanz wurde teittees Student’s T-Test oder ANOVA

bestimmt. Statistische Signifikanz wurde fur p 8®0angenommen.
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3.6 Verwendete Substanzen

1 Kb Plus DNA Ladder

Agarose Pulver

Anti — Phospho — Akt Antikorper

Anti — Troponin T Antikorper

Beta — Mercaptoethanol

Carbachol

Chloroform

Dimethylsulfoxide, minimum 99.5% GC

Di — Natriumhydrogenphosphat wasserfrei
DNA Molecular weight marker

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylenediamintetraessigsaure (EDTA)
Gelatine from porcine skin

Hepatocyte Growth Factor
Kaliumdihydrogenphosphat

Kaliumchlorid

Gelatine 1%

Gibco D-MEM + 4500 mg/l Glucose + GlutaMAX ™ | + Ryate
Gibco Foetal Bovine Serum

Gibco MEM Non-Essential Amino Acids (100X)
IGEPAL

Isoprenalin

Isopropanol

Ivabradine

LY294002

LY303511

Mitomycin C

Monoclonal Anti — Rabbit IgG FITC
Natriumchlorid

Omniscript Reverse Transkriptase Kit
Paraformaldehyd

PeqGOLD dNTP — Mix

PeqGOLD Universal Agarose

PegqGOLD RNAPure

Penicillin — Streptomycin

Primer fir PCR

Recombinat Mouse Leukemia Inhibitory Factor
SAWADY Taq — DNA — Polymerase
Trishydroxymethylaminomethanacetat (Tris-Acetat)
Trypsin 1:250 from bovine pancreas
Wortmannin
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Invitrogen
Gibco
Cell Signaling
Roche Diagnostics
Serva
Sigma — Aldrich
Merck KGaA
Sigma - Athr
MerckadG
Invitrogen
Merck KGaA
Serva
Sigma +igHd
Fluka
Acris
Merck KGaA
Merck KGaA
Fluka
Invitrogen
Invitrogen
Imagen
Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
Merck KGaA
Servier
Alexis Biochemicals
Alexis Biochemicals
Serva
Sigma - Aldhic
VWR International
Qiagen
Sigma - Aldrich
Peqglab
Peqglab
Peqglab
Invitrogen
MWG Biotech

Cheamilnternational

Peqglab
Sigma - Aldrich
Sigma - ishdr
Calbiochem



4 ERGEBNISSE

4.1 Morphologische Untersuchungen

Die Morphologie der undifferenzierten Stammzellend uder Embryoid Bodies wurden
mittels  lichtmikroskopischer Aufnahmen untersuchfAbbildung 4.1a zeigt die
undifferenzierten embryonalen Stammzellen in Kakulnit embryonalen Fibroblasten. Zu
beachten ist die gleichmalige Morphologie der Staeflen. In der Abbildung 4.1b sieht
man den aus differenzierenden Stammzellen entsteandeEmbryoid Body am 7.
Differenzierungstag. Unter 10 — facher VergroRertiily die unterschiedliche Morphologie
der Zellen auf, was die Koexistenz mehrerer Zedltydemonstriert.

Abb. 4.1 — Morphologie von undifferenzierten und diferenzierten embryonalen Stammzellen.
a) Undifferenzierte mESC in Kokultur mit embryomalfébroblasten (10x). b) Embryoid Body am 7.
Differenzierungstag (2x). c): Differenzierte Starelien (10x) aus dem markierten Bereich des EB.
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Um zu untersuchen, ob HGF die Morphologie und daeschWgtum der Embryoid Bodies
beeinflusst, wurde exemplarisch ein Embryoid Bods aer Kontrollbedingung und ein
Embryoid Body in Gegenwart von 20 ng/ml HGF an reedém Differenzierungstagen
lichtmikroskopisch fotografiert. Da die Embryoid dies ab dem 7. Differenzierungstag zu
grofl3 fur die 4 — fach Vergroél3erung des Mikroskopsen, wurden mehrere einzelne Bilder
gemacht und diese dann mittels einer Bildbearbggsoftware zusammengefigt.

Abbildung 4.2 zeigt die Flache der beiden EmbryBatlies wahrend ihrer Differenzierung.
Man erkennt, dass die Flachenzunahme beider EmtbBodies ahnlich ist. Bis zu dem 10.
Differenzierungstag nimmt die Flache zu und blehrend der folgenden Tage konstant. In
Abbildung 4.3 sind die Fotografien der EBs an déifeBenzierungstagen 6, 8, 10 und 12 zu
sehen. Embryoid Bodies beider Bedingungen bildearattieristischerweise einen zentralen
Bereich nekrotischer Zellen. Erfahrungsgemald befindsich die kontrahierenden
Kardiomyozyten haufig in Nahe der zentralen Nekr@&aen morphologischen Unterschied

durch die Anwesenheit von HGF konnte in den EmizhRodies nicht festgestellt werden.

25 ~
g20 -
E
3
815 -
.'<§
£10 -
g
P . —— Kontrolle
i —O—HGF
O _
5 6 7 8 9 10 12 14
Differenzierungstag

Abb. 4.2 - Flache der Embryoid Bodies [mr.
Kontrolle: EB ohne HGF; HGF: EB + 20 ng/ml HGF;=1.
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Kontrolle HGF 20 ng/ml

Tag

Tag

Abb. 4.3 — Lichtmikroskopische Bilder (4 x).
Kontrolle: EB ohne HGF; HGF: EB + 20 ng/ml HGF; TaDifferenzierungstag.
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4.2 Funktionelle Charakterisierung

4.2.1. Kontrahierende Kardiomyozyten

Die zu Kardiomyozyten differenzierten Zellen im Ewdid Body zeigen im fortgeschrittenen

Differenzierungsstadium (ab Tag 9) spontan rhytikheskontraktionen.

In Abbildung 4.4 ist der Prozentsatz der Embryoidigs mit mindestens einem spontan

kontrahierenden Areal wahrend der ersten 14 Diftaerungstage dargestellt.

Es zeigte sich, dass die Anzahl der EB mit einesr atehreren solcher Areale in Gegenwart
von 20 ng/ml HGF bereits an dem 9. Differenziertagsmehr als doppelt so hoch war,
verglichen mit der Kontrollbedingung (44.1 % vs.4.%, p < 0.05). Dieser Trend setzte sich
bis zum 12. Differenzierungstag fort, an dem 93.1dé mit HGF behandelten Embryoid

Bodies spontan kontrahierten verglichen mit nud 84.der Kontroll — EB (p < 0.05).

100 *

(o]
o
|

wn
Q
o
@]
[an]
260 1
)
o]
g
W 40 OKontrolle
(]
2 B HGF
o
220 |
o
IS
e
< 0
7 8 9 10 11 12 14

Differenzierungstag

Abb. 4.4 - Lichtmikroskopische Analyse:

Anteil der Embryoid Bodies mit einem oder mehrémmtrahierenden Zellansammlungen an den
Differenzierungstagen 7 bis 14.

Kontrolle: ESC ohne HGF; HGF: ESC + 20 ng/ml HGFp* 0.05 vs. Kontrolle.
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Abbildung 4.5 zeigt die Frequenz dieser kontralmdem Areale sowohl fir die mit HGF
behandelten als auch fir die unbehandelten Embrgodies. Es konnte kein signifikanter
Unterschied in der Schlagfrequenz festgestellt emrdardiomyozyten beider Bedingungen

kontrahierten mit einer Frequenz von 34 — 50 Sanggo Minute.

70 - O Kontrolle WHGF
60 -
50 -
40 -
30

20 -

Kontraktionsfrequenz [1/min]

10 A

9 10 11 12 14

Differenzierungstag

Abb. 4.5 - Lichtmikroskopische Analyse:
Kontraktionsfrequenz der kontrahierenden EB an d#ferenzierungstagen 9, 10, 11, 12, 14.
Kontrolle: ESC ohne HGF; HGF: ESC + 20 ng/ml HGF.
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4.3 Pharmakologische Stimulationen

Embryoid Bodies mit kontrahierenden Kardiomyozyteurden am 10. Differenzierungstag
in vitro mit demp — Adrenorezeptor Agonisten Isoprenalin, dem muskagen Agonisten
Carbachol und dem If — Kanal Blocker Ivabradinenstiert. Es wurden jeweils EB mit 20

ng/ml HGF mit unbehandelten EBs als Kontrollen liehgn.

In Abbildung 4.6 ist die Kontraktionsfrequenz geijeer der Isoprenalinkonzentration (0.001
- 10 uM) aufgetragen. Sowohl unbehandelte als auch mitFH@0 ng/ml) stimulierte
Kardiomyozyten zeigten eine signifikante Zunahme Identraktionfrequenz auf steigende

Isoprenalinkonzentrationen. Es ergab sich kein tdnteed innerhalb der beiden Gruppen

—l— Kontrolle =O— HGF

D ~ [0
o o o
I I I

al
o
I

Kontraktionsfrequenz [1/min]

N
o

0 0.001 0.01 0.1 1 10

Isoprenaline Konzentration [uM]

Abb. 4.6 - Lichtmikroskopische Analyse:
Kontraktionsfrequenz der kontrahierenden EB natim@8ation mit Isoprenalin ( 0.001 — LM).
Kontrolle: ESC + 0 ng/ml HGF; HGF: ESC + 20 ng/mi3f. n = 10. (* p < 0.05 vs. @M Isoprenalin).
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Carbachol ist ein Agonist am muskarinergen Acetficinezeptor, der am Herzen negativ
inotrop und negativ chronotrop wirkt. Durch Stimtida mit Carbachol in steigenden
Konzentrationen (0.01 — 10M) nahm die Kontraktionsfrequenz der Embryoid Bedie
beiden Bedingungen konzentrationsabhangig um 18 Kdntraktionen pro Minute ab (s.
Abb. 4.7).

5 Kontrolle —O—HGF
£
E
5 0 O\O\
Q
c
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g 10 -
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©
€ -15 -
2
]
°
< -20
0 0.01 0.1 1 10
Carbachol Konzentration [ pM]

Abb. 4.7 - Lichtmikroskopische Analyse:
Kontraktionsfrequenz der kontrahierenden EB natim@8ation mit Carbachol (0.01 — 1aM).
Kontrolle: ESC ohne HGF, HGF: ESC + 20 ng/ml HG= 8.
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Ivabradine blockiert den: - lonenkanal, der in den Schrittmacherzellen deszéte
vorkommt. Dieser Kanal leitet Natrium und Kaliumduist fir die langsame Depolarisation
der Schrittmacherzellen zustdndig. Blockade diekKesals fuhrt zu einer negativen
Chronotropie (Baruscotti M. et al., 2005). Die Silation der ESC mit lvabradine zeigte eine
dosisabhangige negative Chronotropie sowohl in @ege von HGF als auch in der
Kontrollbedingung (s. Abb. 4.8). Der negativ chronpe Effekt von Ivabradine ist dabei
deutlich starker ausgepragt als der einer muskgemeStimulation mit Carbachol (-12 vs. -
26 Kontraktionen/min in Kontrollen, p < 0.05; -16.+25 Kontraktionen/min in Gegenwart
von HGF, p < 0.05).
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Abb. 4.8 - Lichtmikroskopische Analyse:
Kontraktionsfrequenz der kontrahierenden EB natim@ation mit Ivabradine ( 0.01 - 14M).
Kontrolle: ESC ohne HGF, HGF: ESC + 20 ng/ml HGF=A.

Die kontrahierenden Areale der Embryoid Bodies tegigqauf pharmakologische Stimulation
eine entsprechende chronotrope Antwort sowohl mugehandelten Kontrollen als auch in
Gegenwart von HGF. Signifikante Unterschiede inalirider Gruppe konnten in keinem der

durchgefihrten Experimente festgestellt werden.
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4.4 Gen — Expressionsanalysen

4.4.1 Einfluss der HGF Konzentration auf die mRNA — Expression kardialer Gene

wahrend der friihen Differenzierung

Die kardiomyozytare Differenzierung der embryonal8tammzellen wurde mittels der
Expression spezifischer kardialer Gene untersuért.Einfluss von HGF in Konzentrationen
von 3, 10, 20 und 30 ng/ml auf die Genexpressiomdesumit unbehandelten Kontrollen
verglichen. Am 7. Differenzierungstag wurde die Eegsion der kardialen Gene Nkx2.5,
GATA 4, Alpha — MHC, Beta — MHC sowie Troponin Ttteis RT — PCR analysiert.

Abbildung 4.9 zeigt die mMRNA Expression der kareiall ranskriptionsfaktoren Nkx2.5 und
GATA 4. ESC, die mit HGF in einer Konzentration vb® ng/ml behandelt wurden, zeigten
eine um 59 % starkere Expression von Nkx2.5 gegamdér unbehandelten Kontrolle (p <
0.05). Bei einer Konzentration von 20 ng/ml HGFgteisich eine auf 220% gesteigerte
Nkx2.5 Expression verglichen mit der Kontrolle (p0O<01). H6here Konzentrationen (30
ng/ml) zeigten keine weitere Zunahme der Express@mnNkx2.5. Diese Tendenzen zeigten
sich in schwacher Auspragung auch fir die Expres&ATA 4. Stammzellen in Gegenwart
von 20 ng/ml HGF exprimierten GATA 4 mRNA um 19 %rker als die Kontrolle (p <
0.05).

In Abbildung 4.10 ist die mMRNA Expression der katdn Proteinet — MHC, 3 — MHC und
Troponin T dargestellt. Dies sind die kardialerfdsmen des kontraktilen Apparates und sind
kennzeichnend fur Kardiomyozytern — MHC — mRNA wurde zu diesem frihen
Differenzierungszeitpunkt in keiner der Untersuadigbedingungen exprimiert. Sowohl die
MRNA von3 — MHC als auch von Troponin T zeigte keine sidqaifit verstarkte Expression

in den HGF Bedingungen zu diesem Differenzierunigisazekt.

Diese Ergebnisse zeigen, dass Hepatocyte GrowttorFaa einer verstarkten Expression
kardialer Transkriptionsfaktoren in frih — diffemerten Kardiomyozyten fuhrt. Dieser
Effekt ist abhéangig von der Konzentration des HGid st in einer Konzentration von 20

ng/ml maximal.
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Abb. 4.9 - RT — PCR - Analysen:

a) mMRNA — Expression eines repréasentativen Expgeties. b) Densitometrische Quantifizierung der Nkx2

MRNA (normalisiert ayf — Tubulin + Kontrolle); n = 3. ¢c) Densitometrise Quantifizierung der GATA 4
mMRNA (normalisiert ayf — Tubulin + Kontrolle); n = 3.

Kon.: Kontrolle: ESC ohne HGF; * p < 0.05 vs. Karite; ** p < 0.01 vs. Kontrolle.
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Abb. 4.10 - RT — PCR - Analysen:

a) mMRNA Expression eines reprasentativen Expetgseh) Densitometrische Quantifizierung gerMHC
mRNA (normalisiert ayf — Tubulin + Kontrolle); n = 3. ¢) DensitometriselQuantifizierung der Troponin T
mRNA (normalisiert ayf — Tubulin + Kontrolle); n = 3.

Kon.: Kontrolle: ESC ohne HGF.




4.4.2 mRNA — Expression kardialer Gene zu unterschiedlican

Differenzierungszeitpunkten

Ziel der folgenden Experimente war es, die Effekt@ HGF auf die Expression kardialer

Gene zu unterschiedlichen Differenzierungzeitpumkteu untersuchen. Aufgrund der

Ergebnisse aus Kapitel 4.4.1 wurden StammzelleGagenwart von 20 ng/ml HGF mit

unbehandelten Stammzellen als Kontrolle an deneBfizierungstagen 8, 9, 10, 12 und 14
untersucht. Die Expression folgender Gene wurddelsitsemiquantitativer RT — PCR

bestimmt: Nkx2.5, GATA 4, Troponin &,— MHC,§ — MHC, ANF und MLC2uv.

Vergleichbar mit den Ergebnissen aus Kapitel 4zitjte die Expression der Nkx2.5 mRNA
(Abb. 4.11) eine signifikante Steigerung in mit HGfehandelten Zellen zur frihen
Differenzierung (Tag 8: p < 0.05, HGF 20 ng/ml i=ntrolle). Eine zweite Steigerung der
Nkx2.5 Expression liel3 sich zur fortgeschritteneffelenzierung in Gegenwart von HGF
nachweisen (Tag 10 + 12: p < 0.01, HGF 20 ng/ml Kentrolle). Ein &ahnliches

Expressionsverhalten wurde fir GATA 4 mRNA beobathEB in Gegenwart von HGF
exprimierten GATA 4 zweigipfelig verstarkt (Tag 8 #0: p < 0.05, HGF 20 ng/ml vs.
Kontrolle). Zusammen mit den Ergebnissen aus dersciditt 4.4.1 zeigte sich, dass 20
ng/ml HGF die Expression der kardialen Transkripgfaktoren bereits zur frihen

Differenzierung signifikant verstarkt.
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Abb. 4.11 - RT — PCR - Analysen:

a) MRNA Expression von reprasentativen ExperimebdeRensitometrische Quantifizierung der Nkx2.9NAR
Expression (normalisiert ayf— Tubulin Expression + Kontrolle Tag 8); n = 4.[@ensitometrische
Quantifizierung der GATA 4 mRNA Expression (norsigalt auf — Tubulin Expression + Kontrolle Tag 8); n
=4.

Kontrolle: ESC ohne HGF; HGF: ESC + 20 ng/ml HGFT B $ — Tubulin;

*p < 0.05 vs. Kontrolle; ** p < 0.01 vs. Kontrolle
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Abbildung 4.12 zeigt die Genexpression der kardi&&ukturproteine Troponin & — undp

— MHC. Diese Gene zeigten mit der Differenzieruegszler ESCs eine zunehmende
Expression. Diex — MHC mRNA wurde erstmals ab dem 9. Differenziggtag detektiert.
ESC in Gegenwart von HGF exprimierten die undp — MHC mRNA zur fortgeschrittenen
Differenzierung (Tag 10) signifikant starker vecgien mit der Kontrolle (p < 0.05). HGF
hatte keinen signifikanten Effekt auf die Genexpi@s von Troponin T zu den untersuchten
Differenzierungszeitpunkten. Es zeigte sich jedash Trend mit einer zunehmenden
Expression ab Tag 14 in Gegenwart von HGF. Diesgeiohte aber nicht das

Signifikanzniveau.

Weiterhin wurde die Ausbildung unterschiedlicherzzelltypen mittels ANP als atrialen und
MLC2v als ventrikularen Marker analysiert (s. Abh13). Das atrial natriuretic Peptide

(ANP) ist ein Peptithormon, welches in Kardiomyaydes Vorhofs synthetisiert wird.

Die mRNA des Atrial Natriuretic Peptide (ANP) unérdventrikularen Myosin Lightchain
(MLC2v) wurde in beiden Bedingungen erst zur smteDifferenzierung exprimiert (Abb.
4.13). Es zeigte sich dabei eine signifikante \&gkatng dieser Gene in den mit HGF
behandelten Embryoid Bodies. ANP wurde an Tag 1R@F behandelten ESCs um 217%
starker exprimiert verglichen mit entsprechendemtkallzellen. Die MLC2v Expression war
in der HGF Bedingung an dem 10. Differenzierungsiag 45% gegeniber der Kontrolle

signifikant gesteigert. Dieser Trend setzte sictanspateren Differenzierung fort.
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Abb. 4.12 - RT — PCR - Analysen:

a) MRNA Expression von reprasentativen ExperimefeDensitometrische Quantifizierung der Tropohin
mMRNA Expression (normalisiert g#if Tubulin + Kontrolle Tag 8); n = 4. c) Densitotrische Quantifizierung
dera — MHC mRNA Expression (normalisiert gt Tubulin + Kontrolle Tag 10); n = 4. d) Densitetnische
Quantifizierung depp — MHC mRNA Expression (normalisiert guf Tubulin + Kontrolle Tag 8); n = 4.
Kontrolle: ESC + 0 ng/ml HGF; HGF: ESC + 20 ng/mi3#; BT: § — Tubulin.

*p < 0.05 vs. Kontrolle.
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Abb. 4.13 - RT — PCR - Analysen:

a) MRNA Expression von reprasentativen ExperimefjeDensitometrische Quantifizierung der ANP mRNA
Expression (normalisiert ayf— Tubulin + Kontrolle Tag 12); n = 4. ¢) Densitetnische Quantifizierung der
MLC2v mRNA Expression (normalisiert g Tubulin + Kontrolle Tag 14); n = 4.

Kontrolle: ESC ohne HGF; HGF = ESC + 20 ng/ml HGF.

*p < 0.05 vs. Kontrolle
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4.4.3 mRNA — Expression nicht — kardialer Gene zu unterduedlichen
Differenzierungszeitpunkten

Der Hepatocyte Growth Factor spielt wahrend der Botdenese eine zentrale Rolle und ist
unter anderem an epithelialen — mesenchymalenakttenen und der Organogenese der
Leber (Weidner et al, 1993), der Haut und der Nieeeeiligt (Sonnenberg E et al, 1993;
Santos OF et al, 1994).

Daher wurde untersucht, ob HGF einen Einfluss aeifEckpression nicht-kardialer Gene in
ESC hat (Abb. 4.14). Als mesodermale Gene wurdeal Rever Kinase — 1 (FLK — 1),
Vascular endothelial Cadherin (VE — Cadherin) urigh& Smooth Muscle Actin (Alpha
SMA) analysiert. FLK — 1 ist der Rezeptor fur demasc¢ular Endothelial Growth Factor
(VEGF) und einer der frihsten Marker fur endotHeliand hAmatopoetische Zellen (Kabrun
A et al., 1997). VE — Cadherin ist eine fiur Gefafi@helzellen spezifische Form des
Cadherin, ebenso ist Alpha — SMA eine fir vaskulEeben spezifische Isoform des Aktins.
Keines der genannten mesodermalen Gene zeigtes@ndikant gesteigerte Expression
durch HGF (Abb. 4.14).

Um die ektodermale Differenzierung zu analysienenyde die mRNA — Expression des
Neurofilament Proteins 68 kDA (68 — NFL), ein fieutonales Gewebe kennzeichnendes
Protein, bestimmt. Es zeigte sich, dass dieses fmenfortgeschrittenen Differenzierung
verstarkt in Anwesenheit von HGF exprimiert wurdeie mRNA von Albumin als

endodermalen Marker zeigte keine signifikante Ratguh durch HGF.
Die untersuchten Gene zur Analyse der nicht — kéedi Differenzierung zeigten keine

signifikant verdnderte Regulation in den mit HGFhdedelten ESCs verglichen mit den

Kontrollen zu den angegebenen Differenzierungsaekfen.

49



a) FLK -1 e e e
VE - cadherin [ — - — = P S S——

68 - NFL

alpha - SMA [E—liE ) — 3K > e— — — —

Abumin |

Beta - tubulin [ — e e —

- + - + - + - + - + HGF
8 9 10 12 14
Differenzierungstag

b) ”_ e) 2 1
Q a)
o 15 - O 15
— : 1
! LL
1 |
£ 05- & 05-
S £
S 0A S 0+
8 9 10 12 14 8 9 10 12
c) o 2 )
c g 2
= 15 Q
2 c 15-
g
©
S 1 3 1
w <
>
. 05 - £ 05 -
£ S
2 0 - < 0 -
8 9 10 12 14 8 9 10 12
d) 2
O Kontrolle
1.5 -
mHGF

norm. Alpha - SMA IOD
o
o e

o
|

14

14

Abb. 4.14. RT — PCR - Analysen:

a) mMRNA Expression von reprasentativen ExperimerigrDensitometrische Quantifizierung der FLK — 1
mMRNA Expression (normalisiert gfif- Tubulin + Kontrolle Tag 8); n = 4. c) Densitommiethe Quantifizierung

der VE - Cadherin mRNA Expression (normalisiert guf~ Tubulin + Kontrolle Tag 8); n

Densitometrische Quantifizierung der Alpha - SMANAREXpression (normalisiert afif— Tubulin + Kontrolle
Tag 8); n = 4. e) Densitometrische Quantifizierudgr 68 - NFL mRNA Expression (normalisiert guf
Tubulin + Kontrolle Tag 8); n = 4. f) Densitomettise Quantifizierung der Albumin mRNA Expression

(normalisiert aufs — Tubulin + HGF Tag 14); n = 4.
Kontrolle: ESC ohne HGF; HGF = ESC + 20 ng/ml HGF.
*p < 0.05 vs. Kontrolle
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4.4.4 mRNA Expression kardialer Gene unter Serum — reduarten

Kulturbedingungen

Kultivierung der Stammzellen mit Tierserum bedeeiae hohe Variabilitat des Kulturmileus
und eine mogliche Kontamination mit Pathogenen (HBR et al, 2003). Dies liegt darin,
dass die Zusammensetzung des Serums nur schlethterdeist und so verschiedene
Faktoren Einfluss auf die Differenzierung haben. Uiese unbekannten Variablen zu
minimieren, wurde in den folgenden Experimenten Slerumanteil des Kulturmediums um
75% reduziert (auf insgesamt 5% FBS in Differenmgsmedium). Allerdings haben ESC in
Serum — reduzierten und Serum — freien Bedingungeren niedrigeren mitotischen Index
und werden apoptotisch (Heng BC et al, 2003). Diegte sich darin, dass in diesen
Experimenten die Embryoid Bodies Kkleiner waren ued nicht zum Auftreten
kontrahierender Kardiomyozyten kam.

Unter diesen Serum — reduzierten Kultivierungsbguaitgen wurde die Expression kardialer
Gene in Stammzellen £ 20 ng/ml HGF an den Diffeilemingstag 8, 9, 10, 12 und 14
untersucht. Abbildung 4.15 zeigt die mRNA Expresster Transkriptionsfaktoren Nkx2.5
und GATA 4, sowie der kardialen Strukturprotein@id - und Beta — MHC und Troponin T.
Insgesamt zeigte sich eine abgeschwachte Expreslgprkardialen Gene sowohl in den
Kontrollen als auch in den mit HGF behandelten efellWahrend die mRNA von Alpha
MHC zu keinem Zeitpunkt der Differenzierung expmmiwurde, nahm die Expression der
Beta — MHC mRNA mit fortschreitender Differenzieguab. Eine signifikant gesteigerte
Expression in Gegenwart von HGF zeigte sich nurdisdrmRNA des Transkriptionsfaktors
Nkx2.5 (Tag 8 HGF vs. Kontrolle, p < 0.05).
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Abb. 4.15 - RT — PCR - Analysen:
a) mMRNA Expressionen von reprasentativen Expergnerti) Densitometrische Quantifizierung der Nkx2.5
mMRNA Expression (normalisiert ggif- Tubulin + Kontrolle Tag 8); n = 3. c) Densitotrische Quantifizierung
der GATA 4 mRNA Expression (normalisiert Auf Tubulin + Kontrolle Tag 8); n = 3. d) Densitotrische
Quantifizierung der Troponin T mMRNA Expression (nalisiert aufp — Tubulin + Kontrolle Tag 8); n = 3. €)
Densitometrische Quantifizierung dér MHC mRNA Expression (normalisiert g Tubulin + Kontrolle Tag
8); n=3.

Kon. = Kontrolle = ESC ohne HGF; HGF =ESC + 20 ng/HGF; BT =4 — Tubulin;

*p < 0.05 vs. Kontrolle.
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4.5 Immunfarbungen

Die Analyse der Expression kardialer Gene zeigte &erstarkte mRNA — Expression von
Markern der kardiomyozytaren Differenzierung. Egiltl jedoch zu klaren, ob dies zur

Translation der entsprechenden Proteine fuhrt.

Um dies zu Uuberprifen, wurden Immunfarbung gesarfi®bryoid Bodies mit einem
Troponin T Antikdrper durchgefiihrt. Sowohl fur di€GF — als auch fir die Kontroll —
Bedingung wurden nur EB am 10. Differenzierungstagit lichtmikroskopisch
nachgewiesenen kontrahierenden Arealen zur Immiouni@ genommen. Abbildung 4.16
zeigt exemplarisch die Licht — und Fluoreszenznskaopischen Bilder jeweils eines EB + 20
ng/ml HGF. Troponin T positive Zellen zeigen eingirge Fluoreszenz. Man erkennt eine
Fluoreszenzanreicherung vor allem in der Mitte BBs, nahe des nekrotischen Areals, wo
auch erfahrungsgemal die kontrahierenden Arealgiaden sind.

Zur Auswertung der Bilder wurde die Anti — Troporninpositive Flache in Relation zur
Gesamtflache der EB (Abb. 4.16c) gesetzt. Es zeaigte, dass es zu einer signifikante
Steigerung der Anti — Troponin T positiven Zellender HGF Bedingung gegentber der
Kontrolle kam (HGF 20 ng/ml: 4,63 % vs. Kontrol07%, p < 0.05).
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Abb. 4.16 — Immunfarbung:

a) Licht — und b) Fluoreszenzmikroskopische Bildex).
¢) Quantitative Auswertung der Immunfarbung (n 3.10
Kontrolle: ESC ohne HGF; HGF: ESC + 20 ng/ml HGF.
*p < 0.05 vs. Kontrolle.
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4.6 Signaltransduktionsanalysen

Die vorangegangenen Experimente zeigten, dass @iirciulation embryonaler Stammzellen
mit HGF die Expression kardiomyozytarer Marker #gigant verstarkt werden kann. Ziel der
folgenden Experimente war es, den molekularen Mashaus der kardiomyozytaren
Differenzierung durch HGF zu untersuchen.

Die Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) ist einZym, das an einer Vielzahl zellularen
Schlusselfunktionen wie Zellwachstum, ProliferatioMigration, Differenzierung und
Uberleben entscheidend beteiligt ist (Cantley LA)2). Eine Involvierung der PI3K an der
kardiomyozytaren Differenzierung embryonaler Stamilen wurde bereits nachgewiesen
(Klinz F et al., 1999).

Da auch HGF die PI3K aktivieren kann (Weidner et.8B3), wurde der Effekt von HGF auf
die kardiomyozytare Differenzierung in Gegenwan Wortmannin untersucht. Wortmannin
ist ein zellpermeabler, fungaler Metabolit, der &K durch kovalent Bindung an der
katalytische Untereinheit p110 irreversible inhibi&Valker EH et al, 2000).

In Abbildung 4.17 ist die mRNA Expression der katdn Transkriptionsfaktoren Nkx2.5 und
GATA 4 von unbehandelten Kontroll - ESCs £ Wortmani200 nM) und von HGF
behandelten ESCs + Wortmannin (200 nM) dargestebt.zeigte sich, dass die kardialen
Transkriptionsfaktoren in Gegenwart von Wortmanhbareits in den Kontrollen reduziert
exprimiert werden. Ebenso war die HGF induziertemadhme in der Genexpression von
Nkx2.5 und GATA 4 in Anwesenheit von Wortmannin kalgit aufgehoben. Diese Effekte
wurden auch fir die Alpha — und Beta — MHC mRNA Eegsion beobachtet (Abbildung
4.18).
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Abb. 4.17 - RT — PCR - Analysen:

a) mRNA Expression von reprasentativen ExperimemeDensitometrische Quantifizierung der Nkx2.5
mRNA (normalisiert ayf — Tubulin + Kontrolle) am 8. und 10. Differenziagstag; n = 3. c¢)
Densitometrische Quantifizierung der GATA 4 mRN#r(ralisiert aufs — Tubulin + Kontrolle) am 8. und 10.
Differenzierungstag; n = 3.

Kontrolle: ESC ohne HGF ohne Wortmannin; Wortman&ES8C 200 nM Wortmannin;

HGF: ESC + 20 ng/ml HGF; HGF + Wortmannin: ESC + 8§/ml HGF + 200 nM Wortmannin;

BT =4 — Tubulin;

*p < 0.05 vs. Kontrolle; ** p < 0.01 vs. Kontri@; # p < 0.05 vs. HGF; ## p < 0.01 vs. Kontrolle.
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Abb. 4.18 - RT — PCR - Analysen:

a) MRNA Expression von reprasentativen ExperimebdeDensitometrische Quantifizierung der AlphaH®
mMRNA Expression (normalisiert i Tubulin); n = 3. ¢) Densitometrische Quantifizieg der Beta - MHC
mMRNA Expression (normalisiert g#if Tubulin); n = 3.

Wortmannin: ESC + 200 nM Wortmannin; HGF = ESC +i®§ml HGF;

HGF + Wortmannin = ESC + 20 ng/ml HGF + 200 nM Wwognnin; BT = — Tubulin;

*p < 0.05 vs. Kontrolle, # p <0.05 vs. HGF.

Da pharmakologische Inhibitoren wie z. B. auch Wwamnin jedoch nicht vollstandig

spezifisch sind, wurden Experimente mit einem uédaligen PI3 — Kinase Inhibitor, dem
LY294002, durchgefihrt. LY294002 ist ein synthetiscPI3K Inhibitor, der die Untereinheit

p110 blockiert und so eine Interaktion mit ATP vedert (Vlahos CJ et al, 1994). Wie in
Abbildung 4.19 gezeigt, wurde der durch HGF (20miy/induzierte Anstieg der Nkx2.5

MRNA Expression durch LY294002 verhindert. Zu béechst, dass LY303511, das inaktive
Homolog des LY294002, den Effekt des HGF nicht hikesste, was fur einen spezifischen
Effekt durch die Hemmung der PI3K Aktivitat sprickine entscheidende Funktion bei der
Vermittlung der Effekte der PI3K im Myokard hat dieoteinkinase Akt.
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Abb. 4.19 - RT — PCR:

a) PCR Banden von reprasentativen ExperimenteDebsitometrische Quantifizierung der Nkx2.5 mRNA
(normalisiert aufs — Tubulin Expression + Kontrolle); n = 3.

Kontrolle: ESC ohne HGF; HGF: ESC + 20 ng/ml HGR;49: Kontrolle bzw. HGF + 2@M LY294002; Ly30:
Kontrolle bzw. HGF + 2Q:M LY303511; BT 8 — Tubulin;
*p < 0.05 vs. Kontrolle; ** p < 0.01 vs. Kontrolle

Um die Bedeutung des PI3K / Akt Signaltransduktioashanismus fir die beschriebenen
Effekte von HGF auf die kardiomyozytare Differemmieg mit einer zusatzlichen
unabhangigen Methode zu untersuchen, wurde einelidmunfarbung der Embryoid Bodies
fur Troponin T und p-Akt durchgefuhrt. Wie in Abthiing 4.20 zu sehen ist, farbte sich in der
Kontrollbedingung 32.1 + 5.85 % der Troponin T piesn Flache auch positiv flr p-Akt.
Dieser Anteil betrug in der HGF Bedingung 60.4 & 8, was eine signifikante Steigerung
um 88% gegentber der Kontrolle entspricht. DiesgeBnisse sprechen daftr, dass HGF in
embryonalen Stammzellen die kardiomyozytare Difiererung mittels Aktivierung des
PI3K / Akt Pathways verstarkt.
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Abb. 4.20 — Ko - Immunfarbung der Embryoid Bodies ir Troponin T (griine Fluoreszenz) und p-Akt
(rote Fluoreszenz).

a) Licht — und b) Fluoreszenzmikroskopische Bildex). c) Auswertung: Prozentualer Anteil der Anf-Akt
positiven Flache an der Troponin T Flache; n = 10.

Kontrolle: ESC ohne HGF; HGF: ESC + 20 ng/ml HGF.

** p < 0.01 vs. Kontrolle.
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5 DISKUSSION

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dess Zytokin Hepatocyte Growth Factor
eine protektive Rolle bei kardiovaskularen Erkramen zukommt (Ueda H et al, 2001, Kitta
K et al, 2003). Beim akuten Myokardinfarkt steigge ¢HGF — Konzentration (Matsumori A et
al, 1996) und der ¢ — met Rezeptor wird vermehiKandiomyozyten exprimiert (Ueda H et
al, 2001). Die Auspragung des Infarkts wird durah @hti — apoptische und angiogenetische
Wirkung des HGF reduziert (Nakamura T et al, 20@0@rishita R et al 2004). Wahrend der
Embryogenese wird HGF verstarkt wahrend der Peridee Kardiogenese transkribiert
(Rappolee DA et al, 1996). HGF konnte somit einehtige Rolle in dem komplexen
Programm der kardialen Differenzierung haben. In\agliegenden Arbeit wurde daher die

Differenzierung embryonaler Stammzellen der MauS@égenwart von HGF untersucht.

5.1 Kardiale Differenzierung in Anwesendheit von HGF

Die embryonalen Stammzellen der Maus zeigten in eGegrt von HGF eine

konzentrationsabhangige Verstarkung der Expressiodialer Gene. Der maximale Effekt
wurde bei einer Konzentration von 20 ng/ml HGF @tzDiese Konzentration entspricht der
Plasmakonzentration nach einem Myokardinfarkt (koshi H et al, 2002) und scheint die
optimale Wirkkonzentration zu sein. Hohere Konzatndnen zeigten in den vorliegenden

Experimenten keine weitere Zunahme der ExpressideeRardialen Transkriptionsfaktoren.

Schon unter basalen Kultivierungsbedingungen konntelifferenzierenden embryonalen
Stammzellen die Expression kardialer Gene gezeggtien. Kardiale Transkriptionsfaktoren
wurden dabei bereits wahrend der frihen Differennig (Tag 7-8) exprimiert, gefolgt von
der Genexpression kardialer Strukturproteine zu  tgémchrittenen
Differenzierungszeitpunkten (Tag 10 — 14).
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Stammzellen in Gegenwart von HGF zeigten wahremdréiben Differenzierung (Tag 7 - 8)
eine gegentuber entsprechenden Kontrollen gesteigagression der Transkriptionsfaktoren
GATA 4 und Nkx2.5, die zu den frihsten detektiedmaGGenen in kardialen Progenitorzellen
gehdren und die kardiomyozytare Differenzierunguiidren. Ebenso exprimierten die ESCs,
die mit HGF stimuliert wurden, die Gene der kammlStrukturproteine (Alpha-, Beta —
MHC, MLC2v, ANF) starker als die unbehandelten Kolien.

Wahrend die Expression der kardialen Transkripfekisren in unbehandelten ESCs in der
spateren kardiomyozytaren Differenzierung (Tag 1D4)-konstant blieb, konnte man einen
zweiten Anstieg der GATA 4 und Nkx2.5 mRNA in Gegamt von HGF beobachten. Dies
konnte ein methodischer Effekt sein, da das Kudtivhigsmedium + HGF an den jeweils
ungeraden Differenzierungstagen gewechselt wurdedesseits kdnnte es sich um eine
erneute Induktion zur kardiomyozytaren Differenaiey noch nicht differenzierter ESCs
handeln.

Die Ergebnisse der Genexpressionsuntersuchungen.eide vermehrte Expression von
Markergenen einer kardiomyozytaren Differenzierung Gegenwart von HGF zeigten,

stimmen mit den funktionellen Beobachtungen UberélGF Stimulation fihrte wahrend der
Differenzierung nicht nur zu friiher, sondern auahnzehr kontrahierenden EB. Rappolee D
et al (1996) zeigten, dass die Ventrikel spezifstdoform des MLC (MLC2v) kurz vor dem

Auftreten von Kontraktionen in ESC exprimiert wirluch in der vorliegenden Arbeit zeigte

sich, dass das Auftreten von kontrahierenden Anea@teden EB mit einer gesteigerten
Expression der MLC2v mRNA einhergeht. HGF steigattbei die Genexpression von
MLC2v um 23 — 61% gegeniuber den unbehandelten Kiberir Diese Ergebnisse kdnnten
den erhdhten Anteil kontrahierender EB in der H&eiBgung erklaren.

Die Expression B — adrenerger und muskarinerger Rezeptoren ist h&eicdes

fortgeschrittenen Entwicklungsstadiums der diffeierenden Kardiomyozyten (Goldenthal
MJ et al, 2003). Die positive chronotrope Antwotif @len § — Adrenorezeptoragonisten
Isoprenalin sowohl in der Kontrollbedingung als laue Gegenwart von HGF zeigte am 10.
Differenzierungstag einen vergleichbaren Effektei@ies gilt fur die negativ chronotropen
Effekt durch Stimulation mit dem muskarinergen Qmmteptoragonisten Carbachol. Dies
spricht daflur, dass die in Gegenwart von HGF diffieierten Kardiomyozyten funktionell

intakt sind.
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Es konnten weder unter nativen Kulturbedingungerchnalurch pharmakologische
Stimulation ein signifikanter Unterschied in der riaktionsfrequenz zwischen
unbehandelten ESCs und ESCs in Gegenwart von H&kgefsellt werden.

Die Expression des + lonenkanal in von ESC abstammenden Kardiomyaozyte in ihrer
Morphologie und Elektrophysiologie Schrittmachelael ahnlich waren, wurde bereits
beschrieben (Hescheler J. et al., 1997). Allerdigigs es bisher noch keine Daten Uber die
Wirkung des spezifischen + Kanal - Inhibitors Ivabradine auf von ESCs afbstenden
Kardiomyozyten. In dieser Arbeit konnte jetzt eratengezeigt werden, dass Ivabradine in
differenzierenden ESCs bereits im frihen Differenamngsstadium negativ chronotrop wirkt.
Diese Effekte waren signifikant starker ausgepsigtdie unter muskarinerger Stimulation
durch Carbachol. Diese Ergebnisse legen nahe, dasslf — lonenkanal eine wesentliche
Schrittmacherfunktion in differenzierenden ESCs amukt. Es zeigte sich dabei kein
Unterschied zwischen HGF behandelten und unbeh@ndééllen.

Der Prozentsatz der Stammzellen, idi&itro zu Kardiomyozyten differenzieren, betragt laut
Literatur zwischen 3% bis 5% (Boheler K et al, 200Zroponin T, ein Protein des
kontraktilen Apparates, ist kennzeichnend fir Kamadyozyten, weswegen es klinisch auch
zur Myokardinfarktdiagnostik genutzt wird. Die Immfarbung in der vorliegenden Arbeit
zeigte, dass unter normalen Serumbedingungen deofin T positive Bereich 3.07 £ 0.71%
des gesamten EB betragt. Somit konnten die Ergebnien Boheler in den Experimenten
bestatigt werden. In Anwesenheit von HGF betrugTdeponin T positiv gefarbte Bereich
4.63 = 1.05% des Embryoid Bodies, was einer sigaifien Steigerung von 50.5 %

gegenuber der Kontrolle entspricht.

Diese Daten legen nahe, dass eine Kultivierungerohryonalen Stammzellen in Gegenwart
von HGF zu einem vermehrten Auftreten von Kardioayyen fuhrt. Dies konnte sowohl an
der verstarkten Expression kardialer Transkripfiaki®sren und Strukturgene als auch an der
erhohten Proteinexpression von Troponin T dardéstedrden. Die Funktionalitat der in
Gegenwart von HGF kultivierten Kardiomyozyten kanmt vitro an dem vermehrten und
friheren Auftreten von kontrahierenden Arealenalsh an deren adédquaten Reaktion auf

pharmakologische Stimulationen gezeigt werden.
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5.2 Analyse der nicht — kardiale Differenzierung

In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass HGF Riiterenzierung humaner ESCs in
Zelltypen aller drei Keimblatter verstarkt (Schulei M et al, 2000). In der vorliegenden
Arbeit wurde daher untersucht, ob auch in diesendédadie Differenzierung der ESCs zu
nicht — kardialen Zellen durch HGF verstarkt wiries wurde anhand einzelner
reprasentativer Gene der verschiedenen embryonkkmblatter mittels RT — PCR

untersucht.

HGF ist ein starkes Mitogen fir Hepatozyten (Nakeandl et al, 1984), so dass eine
verstarkte Expression der Albumin - mRNA als Markiér Hepatozyten nicht verwundert
wirde. Es konnte auch schon anhand von Knochenstarkemzellen gezeigt werden, dass
HGF die Differenzierung zu Hepatozyten induziertH(SH et al, 2000). In den vorliegenden
Experimenten konnte jedoch keine Regulation déruAdin mRNA durch HGF beobachtet
werden. Eine mogliche Ursache fur diesen Unterschignnte an den fir die hepatische
Differenzierung zu frihen Zeitpunkten liegen, digarsucht wurden. Es kann anhand dieser
Daten nicht ausgeschlossen werden, dass HGF zuwerepatZeitpunkten auch die
Differenzierung von Hepatozyten beeinflusst.

In einer Studie von Kokuzawa J et al (2003) koreitee neuronale Differenzierung von aus
Mauseembryos gewonnenen neuronalen StammzellenmdieHGF stimuliert wurden,

dargelegt werden. Eine neuronale Differenzierundprgonaler Stammzellen in Gegenwart
von HGF wurde bisher noch nicht beschrieben. Dialyse der mRNA Expression von 68 —
NFL deutet darauf hin, dass HGF die neuronale Bffeierung zumindest in der friihen

Differenzierung nicht reguliert.

Die Analyse der endothelialen Marker Alpha — SMAKF 1 und VE — Cadherin ergab
Uberraschende Ergebnisse, da ein Effekt durch H@Rufation zu erwarten gewesen ware.
Mehrere Studien konnten zeigen dass HGF angiogehetiirkt und die Proliferation und
Migration von Endothelzellen induziert (Bussolinefal, 1992; Taniyama Y et al, 2001). In
der vorliegenden Arbeit zeigten die untersuchtemo#relialen Marker jedoch keine
veranderte Expression durch HGF. Einschrankendegitich, dass auch hier die untersuchten

Differenzierungszeitpunkte eine Rolle spielen kénnt
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Aufgrund der vielfaltigen Funktionen von HGF in ardchiedlichen Zelltypen und der
essentiellen Bedeutung wahrend der Embryogeneskegns es unwahrscheinlich, dass HGF
in ESC ausschliel3lich die kardiale Differenzierugdert. Die vorliegenden Daten legen
jedoch nahe, dass HGF in der frihen Differenziesphgse (Tag 7 -14) embryonaler
Stammzellen eine wichtige Bedeutung vor allem figr kirdiomyozytare Differenzierung

zukommt.

5.3 Beurteilung der Kardiomyogenese unter Serum — reduerten Kulturbedingungen

Da die ESCs mit Tierserum kultiviert werden, dessBrsammensetzung nur schlecht
definiert ist, haben noch zahlreiche unbekanntetdfak Einfluss auf die kardiomyozytare
Differenzierung. In der vorliegenden Arbeit wurdghdr untersucht, ob durch Reduktion des
Serumanteils im Kulturmedium die Effekte von HGFchaleutlicher werden. Es zeigte sich
jedoch, dass die EB unter diesen serumreduzieridtudkedingungen bedeutend kleiner
waren und es nicht zum Auftreten spontan kontrehiger Areale kam. Zudem zeigten die
Genexpressionsanalysen, dass wesentliche Genealkardtrukturproteine nicht (Alpha
MHC) oder nur reduziert (Beta — MHC) exprimiert \wan. Dies gilt auch fur ESCs, die in
Gegenwart von HGF differenzierten. Dies deutet ulahan, dass die Kardiomyogenese in
Serum — reduzierten Bedingungen sowohl unter bad2d¢elingungen als auch in Gegenwart
von HGF gestort war. Zum einen kann dies durchrdedrigeren mitotischen Index und die
erhohte Apoptoserate erklart werden (Heng BC €2G03). Zum anderen kénnten zusatzliche
Faktoren fur die kardiomyozytéare Differenzierungndiggt werden, die nicht in ausreichender
Quantitat in den serumreduzierten Kulturbedingungerhanden sind. Eine ausschlie3liche
Stimulation mit HGF scheint fur eine vollstandigeiff@renzierung in funktionelle

Kardiomyozyten nicht ausreichend zu sein.
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5.4 Mechanismus der durch HGF vermittelten kardiomyozytren Differenzierung

Die Transkriptionsfaktoren GATA 4 und Nkx2.5 werdem prékardialen Mesoderm
koexprimiert und aktivieren synergistisch herzsfisaie Gene. lhre essentielle Bedeutung
fur die kardiomyozytare Differenzierung wurde irelen Studien bewiesen (Merika M et al,
1993; Molkentin JD et al, 1997, Schott JJ et aR8)9 In der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dass embryonale Stammzellen in r®egé von HGF diese
Transkriptionsfaktoren verstarkt exprimieren. Dregeffekt scheint Uber eine verstarkte
Aktivierung des Phosphatidylinositol 3-kinase / Akgnaltransduktionsweges vermittelt zu

werden.

Die Phosphatidylinositol 3-kinasen (PI3K) ist ei@uppe von Enzymen, die an einer
Vielzahl zellularer Schlisselfunktionen wie ZelMagtum, Proliferation, Migration,
Differenzierung und Uberleben beteiligt sind. Amritn vermitteln vor allem die Klassen la
der PI3K das postnatale Wachstum des Herzens enghgsiologische Myokardhypertrophie
bei korperlicher Aktivitat. (McMullen JR et al, 28D Die Klasse la PI3K interagieren mit
Tyrosinkinasen, die z. B. durch Insulin oder IGH,-aber auch durch HGF (Wang Y et al,
2004) aktiviert werden. Die aktivierte Klasse I8RIphosphorylieren die Proteinkinase Akt,
welche wiederum uber Aktivierung vor allem der maalian target of rapamycin (mTOR),
der Glykogen synthase kinasp-3GSK-33) sowie verschiedener Anti — Apoptotischer
Proteine die myokardialen Effekte vermittelt (Ubensin Matsui T et al, 2005).

Eine Beteiligung der PI3K an der kardiomyozytarenffdbenzierung konnte bereits

nachgewiesen werden (Sauer H et al, 2000). Auckeimvorliegenden Experimenten mit den
PI3K Inhibitoren Wortmannin und LY294002 zeigtere ddmbryonalen Stammzellen eine
deutlich reduzierte Expression der Nkx2.5, GATAApha — und Beta - MHC mRNA durch

Inhibition der PI3K. Sauer et al begrinden dieshuzeerte Kardiomyogenese in Gegenwart
eines PI3K Inhibitors damit, dass die PI3K direkaktive Sauerstoffspezies (ROS) reguliert.
Zu den ROS werden unterschiedliche Sauerstoffréglikgzahlt, die unter anderem als
intrazellulare Signalmolekile die kardiomyozytané&enzierung embryonaler Stammzellen
induzieren (Sauer H et al, 2000). In Anwesenheie®iPI3K Inhibitors kommt es zu einer
signifikanten Reduktion der intrazellularen ROSdBihg und somit der kardiomyozytaren

Differenzierung.
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Die Ergebnisse der hier dargestellten Experimenteden PI3K Inhibitoren zeigten zudem,
dass die Effekte von HGF auf die Expression dedikéan Markergene in Gegenwart eines
PI3K Inhibitors gegentber der unbehandelten Kolgraufgehoben waren. HGF scheint
somit durch Aktivierung der PI3K die kardiomyozwébDifferenzierung zu verstarken. Ein
vergleichbares Ergebnis ergab in dieser Arbeit alieimmunfarbung der Embryoid Bodies
mit einem Anti — pAkt — Antikdrper. Mit dieser unadngigen Methode, mit der die
Phosphorilierung von Akt als wesentliches Zielpmotder PI3K untersucht wurde, zeigte sich
durch HGF eine signifikante Zunahme der Phospleouiig und damit Aktivierung von Akt

in Arealen, die sich mit Troponin T anfarbten, atspokardialen Zellen entsprechen.

Chen J et al (2004) berichten, dass mittels PI3#viaktes Akt zur Phosphorilierung und
somit zur Aktivierung des p300 fuhrt. P300 ist @anskriptionaler Koaktivator, der unter
anderem die DNA Bindungsaktivitat unterschiedlicheanskriptionsfaktoren erhéht. Fur die
embryonale Kardiogenese ist p300 von grof3er Bedgutwie die embryonale Letalitat von
homozygoten p300 Knock — Out Mausen aufgrund gestéterzentwicklung zeigt (Shikama
N et al, 2003). Im Modell der embryonalen Stamnezekonnte gezeigt werden, dass p300
wahrend der kardiomyozytaren Differenzierung GATAadetyliert und so dessen DNA
Bindungaktivitat erhoht (Kawamura T et al, 2005pdurch die Expression weiterer kardialer

Gene induziert wird.

In den vorliegenden Experimenten fihrte HGF Stitioilazu einer signifikant erhdhten
Expression der mRNA von Nkx2.5 und GATA 4 durch ixidrung des PI3K / Akt
Signalweges. Dieser Effekt war fur Nkx2.5 wesentlgtarker ausgepragt als fur GATA 4.
Wahrend der Kardiogenese wird Nkx2.5 direkt von @AZ reguliert (Brewer AC et al,
2005). Aufgrund der oben genannten Studien isteeklzhr, dass HGF Uber PI3K / Akt zur
Phosphorilierung von p300 fuhrt. Eine durch p300bate Bindungsaktivitdt von GATA 4
konnte die starkere Nkx2.5 mRNA Expression erklasdierdings konnte es auch zu einer

direkten Aktivierung von Nkx2.5 durch HGF kommen.

Abbildung 5.1 zeigt die moglichen Mechanismen deurcd HGF induzierten

kardiomyozytaren Differenzierung.
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Abb. 5.1 - Schema eines moglichen Mechanismus der arliomyozytaren
Differenzierung durch HGF

HGF interagiert mit dem ¢ — met Rezeptor, dessemazallulare Tyrosinkinase die
Phosphatidylinositol 3 — Kinase aktiviert. Die PI3hosphoryliert Akt, welches
maoglicherweise direkt die Expression der kardialBranskriptionsfaktoren hochreguliert.
Phospho — Akt kdnnte aber auch lber eine Aktivigrdes p300 die DNA Bindungsaktivitat
des GATA 4 erhdhen. Die Transkriptionsfaktoren dishzur verstarkten Expression der

kardialen Strukturgene und nachfolgender Proteitisyse.
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Einschrankend bleibt zu erwéhnen, dass nicht nubheéheit ausgeschlossen werden kann,
dass durch HGF vermittelte anti — apoptotische Kifean den bereits kardiomyozytar
differenzierenden Zellen zu den beschriebenen Efekeitragen (siehe Abbildung 5.2). Fur
die Hypothese der durch HGF vermittelten Anti — pfose sprechen Studien, die dies bereits
an adulten Kardiomyozyten nachgewiesen haben (Kittat al, 2003, Wang Y et al, 2004).
Uber den genauen Signaltransduktionsmechanismuaisegitn der Literatur unterschiedliche
Angaben. Kitta K et al (2003) konnten zeigen, ddigser anti — apoptotischer Effekt von
HGF tUber den MEK - ERK Signaltransduktionsmechaaoswermittelt wird (Vgl. Abb. 2.2).

In der Studie von Wang Y et al wurde die HGF vetaité Anti - Apoptose Uber eine
Aktivierung der PI3K induziert. Auch in epithelialg Liu Y et al, 1999) und neuronalen
Zellen (Zhang L et al, 2000) hat HGF anti — apaptdte Effekte via PI3K / Akt. Allerdings
gibt es auch Daten, wonach der PI3 — Kinase — AKjhd@transduktionweg nicht in der HGF
— abhangigen Antiapoptose in Kardiomyozyten invativeu sein scheint (Nakamura T. et al.,
2000).

Dartiber hinaus reguliert die Aktivierung von AktndZellzyklus und fiihrt zum Ubergang
von der G2 Phase zur M Phase (Kandel et al, 2@i2s konnte auch schon an kardialen
Vorlauferzellen gezeigt werden, wo Akt an der Fechtion kardialer Progenitorzellen
beteiligt ist. (Gude N et al, 2006). Aufgrund died@aten ware auch eine Zunahme der
Proliferation von aus ESCs stammenden kardialegd®itorzellen durch HGF mdglich und
nicht ein Effekt auf die kardiomyozytare Differeeming noch undifferenzierter ESCs. Fur
einen Effekt insbesondere auf die kardiomyozytaréfeiznzierung der embryonalen
Stammzellen sprechen jedoch die Beteiligung des HiGEer physiologischen Kardiogenese
(Rappolee D. et al., 1996) und die Expression desnet Rezeptor in undifferenzierten ESC
(Schuldiner M et al, 2000).
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Abb. 5.2 — Mégliche Effekte des Hepatocyte Growth&ctors

HGF kann an der Differenzierung embryonaler Stanlienzdozw. kardialer Progenitorzellen
beteiligt sein, kdnnte aber auch hypertrophische.temti — apoptotische Effekte fur bereits
differenzierten Kardiomyozyten haben (modifiziatmWobus AM, 2005).
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5.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Ein Zellersatz durch Stammzellen stellt neue Therapglichkeiten fur eine Vielzahl
unterschiedlicher Erkrankung wie Morbus Parkinsddiabetes mellitus und dem
Myokardinfarkt dar. Die Beschréankung fur einen idohen Einsatz bei kardiovaskulare
Erkrankungen ist unter anderem die nur wenig beesbare Differenzierung der
embryonalen Stammzellen und die daraus resultieregekinge Zahl an gewonnenen

Kardiomyozyten und kardialen Vorlauferzellen.

Die vorliegende Arbeit legt nahe, dass eine Appitkades Hepatocyte Growth Factors zu
einer vermehrten Generierung von Kardiomyozyten emndbryonalen Stammzellen fihrt.
Stammzellen in Gegenwart von HGF zeigten eine &das Expression sowohl der kardialen
Transkriptionsfaktoren Nkx2.5 und GATA 4 als audrdialer Strukturgene und —proteine.
Darlber hinaus erhohte HGF die Zahl der Embryoidi&® mit spontan kontrahierenden
Arealen, die Kardiomyozyten entsprechen, signifiketme die Kontraktionfrequenz oder die
Effekte einer positiv oder negativ chronotropenntsiation zu beeinflussen. Weiterhin
konnte nachgewiesen werden, dass HGF diese Efféker eine Aktivierung des

intrazellularen PI3K / Akt Signaltransduktionsmegisaus vermittelt.

In weiteren Untersuchungen gilt es zu klaren, inchem Stadium der Differenzierung HGF
diese Effekte austbt. Sowohl ein induktiver Effekih HGF auf die Differenzierung von
Stammzellen oder kardialen Vorlauferzellen zu Kamdyozyten als auch ein anti —
apoptotischer Effekt bzw. eine verstarkte Prolifiera kardiomyozytarer Vorlauferzellen
erscheint moglich. Zudem ist die Bedeutung von H@F Zusammenspiel mit anderen
Molekulen, die die kardiomyozytare Differenzierungrstarken (wie z.B. IGF-1), zu
untersuchen. Eine Kombination verschiedener Substarkdonnte die kardiomyozytare

Differenzierung embryonaler Stammzellen zusatzhictenzieren.

Weitere Studien zur Kardiogenese und den daranligege Mechanismen sind erforderlich,
um die kardiomyozytare Differenzierung embryong#ammezellen zu verstehen und auch
kontrollieren zu kénnen, um in Zukunft Kardiomyoagtin ausreichender Anzahl fir einen

Zellersatz zur Therapie kardiovaskularer Erkranlamgu gewinnen.
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