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1 Einleitung

1.1 Akuter Myokardinfarkt — Epidemiologie, Prognose und Therapie

Der hohe Anteil der Herz-Kreislauferkrankungen an der Gesamtmortalitit in den
westlichen Landern von 45% ist insbesondere der Koronaren Herzerkrankung (KHK)
zuzuschreiben [1]. Laut vom statistischen Bundesamt Deutschland vorgelegten Da-
ten starben im Jahr 2005 337,8 pro 100.000 Einwohner in Deutschland an Kreis-
lauferkrankungen, von denen die héufigsten ischdmische Herzkrankheiten waren
(40,46%) [2].

Es konnte wahrend der letzten 25 Jahre die Sterblichkeit innerhalb des ersten
Monats nach akutem Myokardinfarkt bereits von 25-50% auf deutlich unter 10%
durch Verbesserung der Akuttherapie reduziert werden. Konsekutiv steigt jedoch die
Zahl der Patienten mit einem durchgemachten Infarkt. Die Drei-Jahres-Mortalitét
nach einem durchgemachten Myokardinfarkt betrdgt knapp 20%. Gegeniiber der
Normalbevolkerung besteht bei diesen Patienten ein fast achtfach erhohtes Risiko,
an einem kardiovaskuldr bedingten Ereignis zu sterben, und das Risiko fiir einen
weiteren Myokardinfarkt ist deutlich erhoht. Bei diesen wiederum ist die Drei-Jahres-

Mortalitit gegeniiber Patienten mit einem ersten Infarkt um 50% erhoht [3].

Myokardiale Infarkt-bedingte Ischdmie verursacht eine Nekrose des Herzmuskel-
gewebes, gefolgt von Infiltration durch Entziindungszellen. Es bildet sich eine Nar-
be, die zum Verlust der kardialen Funktion, ventrikularem , Remodeling” (Umbau-
prozessen), progressiver Dysfunktion und kongestiver Herz-(Stauungs-)Insuffizienz
fithrt [4, 5]. Diese Prozesse finden meist trotz reperfundierender Therapie aufgrund
der zeitlichen Differenz zwischen Koronarokklusion und Reperfusion (Lysetherapie,
perkutane Katheterintervention oder Bypass-Operation) statt [6]. Die Postinfarkt-
therapie schlieft neben der Revaskularisation Thrombozytenaggregationshemmer
und Antikoagulantien, ACE-Inhibitoren, ATTI-Rezeptor-Blocker, Aldosteronantago-
nisten, Beta-Adrenorezeptor-Antagonisten, Statine und weitere lipidsenkende Me-
dikamente ein. Die Modifikation sogenannter Life-Style-Parameter, wie Adipositas,
Rauchen und korperliche Bewegung, die optimierte Behandlung von Hypertonie und
Diabetes mellitus, sowie Antiarrhythmika und implantierbare Cardioverter Defibril-
latoren ergénzen das therapeutische Spektrum [3]. Letztendlich sind alle genannten
Optionen supportiv. Fiir eine neue Strategie zur kardiomyozytédren Regeneration

durch Ersatz des irreversibel zerstérten Muskelgewebes als Ursache von Umbau-
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vorgéngen ist somit der Bedarf vorhanden.

1.2 Stammzellpopulationen und MSCs fiir die Zelltherapie

Die Zelltherapie hat sich als vielversprechender therapeutischer Ansatz fiir eine Re-
stauration der Herzfunktion nach infarktbedingter myokardialer Schidigung ent-
wickelt. Verschiedene Populationen sind potenziell fiir die kardiale Regeneration
geeignet; diese sind fetale myokardiale Gewebe [8], embryonale Stammzellen [9],
skeletale Myoblasten [10, 11], Kardiomyozyten [12, 13], glatte Muskelzellen [14, 15],
kardiale Stammzellen [16], Stammzellen aus dem Knochenmark [17] und haemato-
poetische Stammzellen [18]. Ethische Probleme, wie auch ihr tumorigenes Potential
limitieren die Anwendung embryonaler Stammzellen (ESC). Beachtliche experimen-
telle und klinische Nachweise haben gezeigt, dass die Verwendung verschiedener
Zelltypen, um nekrotisches Gewebe im Myokardium zu ersetzen, sicher ist und zur
Verbesserung der Angiogenese und Herzfunktion beitragt [19] - [24]. Unter den un-
tersuchten Zelltypen befinden sich mesenchymale Stammzellen (engl.: mesenchymal
stem cells, MSCs), selbst-erneuernde klonale Precursor des nichthaematopoetischen
Stromas [25]. Thre Bezeichnung geht auf Arnold I. Caplan zuriick, welcher mit seinen
Kollegen in langjéhrigen Arbeiten osteo- und chondrogene Zelllinien aus embryona-
len Keimknospen von Hiithnerextremitéten isolierte und im weiteren den , mesenge-
nic process® beschrieb [26]. MSCs konnen aus dem Knochenmark [27], Fettgewe-
be [28] und anderem Gewebe, wie Synovia [29], Periost [30], der Zahnwurzel [31],
Plazenta [32] und Nabelschnurblut [33], laut rezenter Ergebnisse von da Silva und
Kollegen [34] sogar praktisch aus jedem postnatalen Organ und Gewebe, basierend
auf ihrer Eigenschaft, an Zellkulturflaschen adhérent zu sein und in vitro zu pro-
liferieren, isoliert werden. MSCs sind Zellen mit multilinearem Potential [35] und
konnen unter geeigneten Bedingungen zu Osteoblasten, Chondrozyten [36], Neuro-
nen [37], Skelettmuskelzellen [38] und Kardiomyozyten [39], [40] differenzieren. Des
weiteren haben Studien an humanen MSCs sowie MSCs aus Pavianen und Mé&usen
deren immunsupressive Eigenschaften gezeigt [41, 42]. Deshalb erscheinen MSCs zur
kardialen Transplantation [20, 43] geeignet. Jedoch ermdglicht die geringe zellulére
Uberlebensrate nach Transplantation in das infarzierte Herz innerhalb der ersten we-
nigen Tage nur eine marginale funktionelle Verbesserung [40, 44]. Somit erscheint es
notwendig, die MSCs gegen die aufgrund von Ischdmie, Entziindungsreaktion und
proapoptotischen Faktoren unwirtliche Umgebung im Herzinfarktareal zu stérken

und so die Effizienz der Zelltherapie zu verbessern.
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1.3 Bcl-2-Gen-Uberexpression als Strategie zum Schutz vor peritrans-

plantirem Zelltod bei der Stammzelltransplantation

Ein erheblicher Anteil am Auftreten des peritransplantéren Zelltodes bei der Stamm-
zelliibertragung wird der Apoptose zugeschrieben [25]. Mangi und Kollegen wiesen

ein deutlich gesteigertes Outcome durch Akt-Uberexpression nach.

Das 26 kD Bcl-2-Gen gehort zur Bel-2-Familie und wurde erstmals bei Patien-
ten mit B-Zell-Lymphom (engl.: B-cell lymphoma) identifiziert [48]. Es dient als
kritischer Regulator bei der Apoptose und agiert Zelltod-inhibierend [46] durch
direkte Bindung an den apoptotischen Protease-aktivierenden Faktor 1 (Apaf-1)
und/oder die Verhinderung der Freisetzung von Cytochrom c¢ aus dem Mitochon-
drium [49] (Abb. 1.1). Die Lokalisation von Bcl-2 im Mitochondrium legt ebenfalls
nahe, dass Bcl-2 Ionenkanile bildet und zur intrazellularen Homéostase beitragt [49].
Bei Herzinsuffizienz [50, 51] und im alternden Herz [52] findet sich das Bcl-2-Gen
hochreguliert. Es verhélt sich schiitzend vor programmiertem Zelltod von ventri-
kuldren Myozyten [53]. Frithere Studien haben gezeigt, dass Bcl-2 ein Regulator
metabolischer Funktionen von Mitochondrien unter ischdmischen Bedingungen ist,
welcher kardial wie auch neuronal bei Stress Schutz bieten kann [53, 54]. Uberex-
primiertes Bcl-2 verzogert den Eintritt von Zelltod und vermehrt in gewissem Mafle

das Zellwachstum wéhrend der ersten 48 h der Apoptose [55].

Bcl-2-defiziente Mause zeigen Abnormalitédten eines Zelltod-Repressors in spezifi-
schen Zellen [56]. Protektive Effekte von Bel-2 fiir Erkrankungszustédnde am Herzen
sind in fritheren Arbeiten belegt worden [53, 57]. Interessanterweise verbesserte die
Uberexpression von Bcl-2 in transgenen Miusen die Herzfunktion und inhibierte die

Apoptose von Kardiomyozyten [58].
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Abbildung 1.1 Signalwege der Apoptose. Modifiziert nach Hetts [49]. Anstoflung: Der

Zelltodligand FasL. bindet an den Zelltodrezeptor Fas und initiiert damit intrazellulire
Signale. Das Adapter-Protein FADD bindet an Fas und auch an Caspase 8 (= FLICE).
Ausfiihrung: Die Aktivierung von Caspase-8 fithrt zur Aktivierung anderer Caspasen. Die
Caspasen spalten untereinander inaktive Procaspase-Precursor in aktive Caspasen, das Zell-
todsignal amplifizierend. Aktive Caspasen mediieren die Umsetzung des Zelltods, indem sie
die Polyadenosin-2-Phosphat-Ribopolymerase, nukleire Lamine und andere zelluldre Pro-
teine spalten und den DNA-Fragmentations-Faktor aktiviert. Modulation apoptotischer Si-
gnale: bei einigen Zelltypen wird Cytochrom ¢ von Mitochondrien abgegeben, die die Akti-
vierung von Apaf-1 erlaubt und so auch zur Caspase-Aktivierung fiihrt; Bcl-2 supprimiert
Apoptose, indem es mit Apaf-1 interagiert und/oder die mitochondriale Permeabilitéit re-
guliert. FADD = engl.: Fas associated death domain protein, FLICE = engl.: FADD-like
Interleukin 13-Converting Enzym, Apaf-1 = Apoptotische Protease-aktivierender Faktor-1.

An zur Bcl-2-Uberexpression modifizierten Brustkrebszellen wurde unter Hypoxie
eine stark erhohte Expression von Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und
verstirkte in vivo-Angiogenese nachgewiesen [59]. Angiogenese ist der Prozess der
Neuformation von Kapillaren aus bereits existierenden Blutgeféfien [60]. VEGEF, ein
Tumor-assoziiertes Zytokin, das die endotheliale Zellproliferation stimuliert [61, 62,

63], gilt als kritischer Mediator bei der Angiogenese.

1.4 Nichtviraler Gentransfer zur ex vivo-Modifikation von MSCs

Das fiir diese Arbeit zur Ubertragung von Bcl-2 in die mesenchymalen Stammzel-
len verwendete Vektorsystem Poly(ethylenime)-grafted-poly (aspartic acid)-co-lysine
(PEI600-PSL5) stellt eine Weiterentwicklung des Polymers Polyethylenimin (PEI)
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dar. Virale Geniibertragungssysteme sind im Gegensatz zu diesen nicht-viralen Vek-
torsystemen mit einigen Sicherheitsbedenken behaftet, wie immunogenes Potential
oder Schéden in funktionierenden Genen durch den stabilen Einbau des Virusgenoms
in das Wirtsgenom [64, 65].

Polyethylenimin ist ein Kunststoff, der in der Haarwaschmittelproduktion, Pa-
pierindustrie und Wasserreinigung eingesetzt wurde. Als potentieller DNA-Vektor

ist PEI erstmals von Boussif und Kollegen [66] beschrieben worden.

Der rezent entwickelte Vektor PEI600-PSL-5 wird durch thermale Polykonden-
sation von Asparaginsdure und Lysin unter reduziertem Druck hergestellt. An das

Grundgeriist wird niedrigmolekulares verzweigtes Polyethylenimin gebunden [67].

In Gegenwart von PEI kondensiert DNA aus einer losen Ringform zu einer kom-
pakten Struktur. Der Prozess der Kondensierung von DNA ist kinetisch bedingt
und vollzieht sich durch Féltelung und Biindelung der DNA. Die Komplexierung zu
Polymer/DNA-Partikeln beruht auf elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen
dem kationischen Polymer und der anionischen DNA. Diese sogenannten Polyplexe
besitzen eine Groe von 20-40 nm [68] und eine stark positive Oberflichenladung, an-
gegeben durch das Zeta-Potential (29,2 - 37 mV) [69]. PEI600-PSL5-DNA-Komplexe
haben eine Grole von 150-170 nm [67].

Fiir Polymer/DNA-Komplexe wird das N/P-Verhéltnis als Mafl des lonengleich-
gewichts angegeben. N/P bezeichnet das Verhiltnis von kationischen Stickstoffre-
sten des Polymers zu anionischen DNA-Phosphaten. Pro PEI/DNA-Komplex sind
etwa 3,5 Plasmide untergebracht und etwa 30 Molekiile Polyethylenimin [70]. Die
Aufnahme von Polymer/DNA-Komplexen in die Zelle erfolgt vermutlich endozyto-
tisch [71] und durch lysosomale Einschleusung. An dieser Stelle ist PEI ein sehr
glinstiger DNA-Trager. Einerseits bietet die komplexhafte Struktur einen Schutz
vor abbauenden Enzymen im Cytosol [72] und andererseits nimmt PEI die durch
V-ATPasen in Lysosomen gepumpten Protonen auf und bewirkt damit eine Inak-
tivierung lysosomaler Abbauenzyme (Nukleasen), als sogenannter ,,Proton sponge*
(Protonenschwamm) agierend. Auf diese Weise kénnen PEI/DNA-Komplexe in Ly-
sosomen iiberleben. Durch osmotisch bedingtes Reilen der Lysosomen [73] gelangen
die Komplexe wieder ins Cytosol, ,endosomal escape® (endosomales Entweichen)
genannt [74, 75]. Am Transport zum Zellkern wird dem Zytoskelett eine Betei-
ligung zugeschrieben [76, 77]. Grosse und Kollegen beobachteten, dass Aktinfila-

mente vorrangig an der Aufnahme der Komplexe und die Mikrotubuli am Trans-
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port in Richtung Nukleus, vermutlich in endosomalen Vehikeln mitwirken [88]. Die
Passage der Zellkernmembran von Plasmid-DNA erfolgt wihrend der Zellteilung
[78] oder durch Zellkernporen, entweder passiv oder in einem energieverbrauchen-
den Transportprozess mittels eines Zellkernporen—Komplexes [79, 80]. Intranukleire
Prozesse sind noch unzureichend beschrieben. Polymer/DNA-Komplexe wurden im
Zellkern nachgewiesen [71]. Der Zugang der Plasmid-DNA zu den Transkriptions-
prozessen ist determiniert durch das N/P-Verhiltnis, das die Kondensierung der
DNA in DNA/PEI-Komplexe mafigeblich beeinflusst [82].

Toxische beziehungsweise zelldysfunktionale Effekte von PEI auf die Zelle sind
mehrfach beschrieben worden. Die Zytotoxizitdt scheint vor allem durch ungebun-
denes Polyethylenimin verursacht, das in ,,Clustern® (Anh&ufungen) an der Zell-
membran bindet. Dadurch werden die Funktion und Stabilitdt der Membran beein-
triachtigt, wodurch es zur Zellnekrose (2h nach Transfektion) kommt [83]. Helander
und Kollegen [84] berichteten von einer durch PEI verursachten Destabilisierung
der dueren Membran fiir gramnegative Bakterien und Oku und Kollegen [85] von
einer PEI-bedingten Gefiigelockerung liposomaler Membranen aus Phosphatidylse-
rin. Des weiteren zeigten Klemm und Kollegen [74] eine durch PEI-hervorgerufene
lysosomale Zerreilung in Rattenhepatozyten, die bei hoheren Polymerkonzentra-
tionen und Akkumulation relevant werden kann. Eine kleine N/P-Verhéltniszahl
erniedrigt die Tendenz zirkulierender Proteine, an die Komplexoberfliche zu binden
[86]. Durch eine Entfernung ungebundenen Polyethylenimins mit ,,Size Exclusion“—
Chromatographie kann eine verringerte Toxizitét erreicht werden [88]. Ungebunde-
nes PEI tragt jedoch substantiell zur effizienten Genexpression bei und nach Purifi-
kation miissen erhdhte Konzentrationen fiir eine effiziente Genexpression eingesetzt
werden [88]. Moglicherweise fithrt PEI, das in den Zellkern der Zielzelle gelangt,
zu Alterationen von transkriptionalen Prozessen und folglich zu einem verzogerten
Zelltod (7-9 h nach Transfektion) [87]. Der Polymer PEI600-PSL5 wurde aufgrund
seiner Herstellungsweise als effizient, geringtoxisch und biokompatibel beschrieben
[67].

1.5 Zielsetzung

Diese Arbeit hat als Untersuchungsziel, Hinweise und neue Erkenntnisse zum the-
rapeutischen Potential mesenchymaler Stammzellen (MSCs) und Bel-2-verénderter
MSCs zu erhalten. Aus dem Knochenmark adulter Ratten gewonnene mesenchyma-

le Stammzellen wurden ex vivo genetisch zur Uberexpression von Bcl-2 modifiziert,
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mit dem Ziel, die Zellen lebensfihiger zu machen und, nach Zelltransplantation
ins Herz, ihre Widerstandsfiahigkeit gegeniiber ischdmischen Konditionen zu verbes-
sern, so dass eine bessere kardiale Erholung nach akutem Myokardinfarkt stattfinden

kann.
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2 Material und Methoden

2.1 DMaterial
2.1.1 Stammezellisolierung und Zellkultur

Zellkulturmedium fiir MSCs der Ratte
a-MEM (Invitrogen)
10% FBS (HyClone, Logan, UT, USA)
100 pg/ml Streptomycin (PAA Laboratories, Linz)
100 U/ml Penicillin (PAA Laboratories, Linz)
4 mM L-Glutamin (PAA Laboratories, Linz)

Zellkulturmedium fiir andere Zelllinien als MSCs
DMEM (Invitrogen)
10% FBS (HyClone, Logan, UT, USA)
100 pg/ml Streptomycin (PAA Laboratories, Linz)
100 U/ml Penicillin (PAA Laboratories, Linz)
4 mM L-Glutamin (PAA Laboratories, Linz)

Einzelsubstanzen
Phosphate Buffered Saline (Zentralapotheke der Universitét Rostock)
Trypanblau (MERCK, Darmstadt)
Trypsin 0,02% / EDTA 0,05% (Viralex™)

Verbrauchsmaterialien
21-Gauge-Nadel (BD Microlance™3)
70 pm-Nylonnetz (Falcon)
Gewebekulturflaschen (25- und 75-cm?; Cellstar R® greiner bio-one)
Pipetten (Eppendorf)
Pipettenspitzen fiir 1000 pl, 100 gl und 10 pl (Cellstar R® greiner bio-one)
Pipettenspitzen fiir 25 ml, 10 ml, 5 ml (Cellstar R® greiner bio-one)
Reaktionsgefiafie fiir 50 ml (Cellstar, Frickenhausen)
Roti®Store Cryorohrchen (ROTH)

Gerite
Hamatozytometer
Inkubator (Heraeus, BBD 6220)

Knochenschere
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Kiihlzentrifuge (Biofuge primo R, Hereus)
Laminarflow (safeflow 1.2, nunc TTM)
Mikroskop (LEICA DMLB)

Software: Multipurpose Color Image Processor
Pipettierhilfe (Pipetboy acu, IBS Integra Biosciences)
Wérmebad (Medingen W6)

Vortexgerit (Vortex Genie®?2, Scientific Industries)

2.1.2 Transfektionsmaterialien

Plasmide
(zur Verfiigung gestellt von Frau Dr. phil. N. Ma, FKGO, Universitidt Rostock)
pRE-Luciferase
pcDNA3.1/Bcl-2
pcDNA3.1

Polymer
PEI600-PSL5, MW 21 kDa (freundlicherweise von G.P. Tang, Hongkong zu Verfiigung
gestellt)
Polyethylenimin, MW 25 kDa (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Zelllinien
(alle von American Type Culture Collection, ATCC, Manassas, VA, USA)
COS7 (African Green Monkey SV40 Transformed Kidney Fibroblast)
PT67 (von Mausefibroblasten abgeleitete Zelllinie)
HEK293 (Human Embryonic Kidney-Cells)

Transformation
Library Efﬁciency® DH5a'TM Competent Cells
Luria Bertani-N&hrboden:
Luria Bertani-Medium (1 Liter: 10g Trypton, 5g Hefeextrakt, 10g NaCl
und 950 ml deionisiertes Hy0)
25,5 mg/1 LE Agarose (Sea Kem@
1 pl/1000 gl Ampicillin

Gewebekulturschale 100 mm x 20 mm (greiner bio one)

Assays und Kits
BCA Assay (Bio Rad)

Luciferase Reporter 1000 Assay System (Promega, Madison, WI, USA)
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Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA)

Substanzen
5% Glukose
DNA-Marker LAMBDA III
Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich)
Ladepuffer
LE Agarose (Seakem@
Opti-MEM (PAA Laboratories, Linz)
PBS (Zentralapotheke der Universitéit Rostock)
TBE-Puffer (10 x: 890 mM TRIS, 890 mM Borsidure und 20 mM EDTA)

Verbrauchsmaterialien
24-, 48- und 96- Well (Zylinder-)platten (Cellstar R® greiner Labortechnik)
Sterile Deckgléschen

Geréte
Biomate 3 (Thermo Spectronic)
LB 96 V Luminometer (Berthold Micro Lumat Plus, EXFO)
Minizentrifuge (VWR™ Galaxy Mini)
Schiittler (Edmund Biihler, Johanna Otto GmbH)

Vortexgerét

2.1.3 Western Blot-Analyse

SDS-PAGE und Blotting
Die Herstellung von Elektrophorese-Puffer (pH 8,3), Probenpuffer, Trenngelpuffer,
Trenngel (12%), Sammelgelpuffer, Sammelgel (12%), Transferpuffer, Farbe und -
entfarbungslosung (Coomassie Blau) und Ponceau S erfolgte nach genauen Angaben
entsprechend den iiblichen Protokollen [90].

Antikérper (Ak)
Primér-Antikorper:
Primary human monoclonal Bel-2-protein (1 : 200) (Dako, Glastrup, Déane-
mark)
Primary monoclonal 8-Aktin (1 : 300) (Chemicon)
Sekundéar-Antikorper:

Secondary horseradish-peroxidase conjugated anti-mouse (1 : 2.000) (Pierce,
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Rock- ford, IL)

Assays
BCA-Assay (Sigma-Aldrich)
ECL-Kit (Amersham Bioschiences)

Substanzen
PBS ohne Calcium und Magnesium (Zentralapotheke der Universitiat Rostock)
Lysis Puffer (Promega, Madison, WI)

Verbrauchsmaterialien

Nitrocellulose-Membran (Hybond ™-ECL™ Amersham Biosciences Piscataway, NJ)

Gerite
Blotapparatur (Fastblot™ B44, Biometria)
Elektrophorese-Kammer (Multi Gel long, Biometra)
Netzgerét (P30 High Voltage Power Supp, Biometra)

2.1.4 In vitro-Assays

MTT-Assay
DMSO
MTT (AppliChem)

TUNEL-Assay
ApopTag Assay Kit (Chemicon)
Fluorsave (Calbiochem, San Diego, http://www.biosciences.com)
Propidium-Jodid

VEGF-Immunoassay
Quantikine Rat VEGF Immunoassay (R&D Systems inc., Minneapolis)

2.1.5 Tierversuch

Tiere
Lewis-Ratten, ménnlich, 200-250 g (Charles River Laboratories)

Medikamente
Diéthylether (J.T. Baker)
Heparin-Losung (Liquemin N 25000, Hofmann La Roche AG))
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Luft fiir medizinische Zwecke (Messer Griesheim)

Metamizol-Tropfen (Novaminsulfon ratiopharm®)

Pentobarbital-Natrium (Roche Diagnostics, Basel, Schweiz, http://roche-applied-
science.com/))

Sauerstoff fiir medizinische Zwecke (Messer Griesheim)

Verbrauchsmaterialien und Geréte
6-0 Seidenfaden (Ethicon)
EKG, PC-Livestream
Injektionsnadel (BD Bioscience)
Kleintierbeatmungsgerit
Kleintier-Operationsbesteck (Krauth und Timmermann)
Kleintier-Rippenspreizer
Operationsmikroskop (Carl Zeiss)
Operationstisch, beheizbar

Temperaturmessgeréat, rektal

2.1.6 Immunzyto- und histochemie, Histologie

Antikorper fiir die Immunzytochemie

Primér-Antikérper: (alle von BD Bioscienses)

CD14 (LPS Rezeptor)

CD29 (f1-Integrin )

CD31 (PECAM-1)

CD34 (L-Selektin)

CD45 (Ly-5)

CD117 (c-kit)
Sekundéar-Antikorper:

Goat anti-mouse secondary antibody Alexa Fluor 488 (Molecular Probes/Invitrogen)

Antikorper fiir die Immunhistochemie
Primér-Antikorper:
Monoclonal mouse anti-BrdU antibody (Lab Vision)
Polyclonal anti-vWF-antibody, H-300 (Santa Cruz)
Monoclonal anti-troponin-T-antibody, kardiale Isoform, Clone CT-3 (Lab Vi-
sion)

Sekundér-Antikorper:
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Alexa 568 (Molecular Probes)

Horseradish-peroxidase conjugated goat anti-mouse IgG (Santa Cruz Biotech-
nology Inc., Santa Cruz, CA)

Alexa 488 (Molecular Probes)

Zellmarker
Bromodeoxyuridin (Lab Vision, Firemont, CA, http://www.labvision.com/)
Vybrant CFDA SE Cell Tracer (Molecular Probes)

Substanzen
DAPI (Sigma-Aldrich)
Ethanol (70%, 80%, 90%, 100%, Zentralapotheke der Universitiat Rostock)
Fast Green (Sigma-Aldrich)
Haematoxylin-Eosin
0.C.T.-Medium
Sirius Red F3BA (Polysciences)
0,1% Triton X-100 in PBS
0,5% BSA (SERVA) in PBS

Verbrauchsmaterialien
Liquid barrier pen (DAKO)
Objekttrager

Gerite
Mikroskop (LEICA DMLB)
Bildbearbeitungssoftware:
LEICA IM 5 (V2.01) Software
ESI-Vision (SIS)

2.2 Polymer-DNA-Transfersystem
2.2.1 Transformation

Alle Plasmide wurden in E.coli DH5«a nach den genauen Angaben des Herstellers
transformiert und auf Luria Bertani-Nahrboden kultiviert. Transformierte Zellen

wurden in Gefrierkulturen (Kryogeféfie) angelegt und bei -80° Celsius gelagert.
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2.2.2 Plasmidpriparation

Fiir die Plasmidpraparation wurden 2-3 Gefrierkultur-Einheiten (Kugeln) mit trans-
formierten E.coli DH5a und 400 pl Ampicillin zu 400 ml Luria Bertani-Medium
gegeben und iiber Nacht bei 37° Celsius und 250 rpm kultiviert. Die amplifizierte
Plasmid-DNA wurde sédulenchromatographisch mit dem Plasmid Maxi Kit entspre-

chend dem Herstellerprotokoll aufgereinigt.

2.2.3 DNA-Quantifizierung

Das Absorptionsmaximum « von Nukleinsiduren betragt 260 nm, und das von Ami-
nosduren und Proteinen 280 nm. Fiir die photometrischen Messungen wurden die
DNA-Proben in einem Verhiltnis von 1 : 100 mit dH,O verdiinnt und mit dem
Gerat Biomate analysiert. Der Reinheitsgrad der DNA wurde durch den Quotienten
ADbS 260 nm / AbS 280 nm ermittelt. Ein Wert von 1,8 oder hoher lisst auf ausreichende
Reinheit schlieBen. Die Plasmidausbeute betrug durchschnittlich 500-800 pg/ml.

2.2.4 DNA-Gelektrophorese

Eine gelelektrophoretische Analyse erfolgte an einem 0,8% TBE-Agarosegel. Aga-
rose (0,8 g) und TBE-Puffer (100 ml) wurden in einem Erlenmeierkolben bis zur
Siedetemperatur erhitzt, dann eine Abkiihlung auf 60° Celsius abgewartet, Ethidi-
umbromid (10 pl/ 100 ml) hinzupipettiert, durch Schwenken gemischt und in eine
Gelkammer gegossen. Die Proben aus 1 pl DNA (0,5-0,8 pg/pl) und 9 pl dH20
wurden mit 1-2 pl / 6 pl Ladepuffer versehen. Die Elektrophorese erfolgte bei 120
Volt/mA fiir 60 Min in TBE-Puffer. Das Gel wurde unter UV-Durchleuchtung ge-
sichtet und bilddokumentiert.

2.2.5 Herstellung der Polymer/DNA-Komplexlésungen

Die Beschreibung der Komponentenverhéltnisse fiir die Losungen der Poylmer/DNA-
Komplexe erfolgte als Stickstoffrest (N) — Phosphat (P) — Verhéltnis (N/P—Verhélt-
nis). Die Polymerlosung (siche * in unten stehender Tabelle) (Polymer in Opti-
MEM) wurde zur DNA-Lésung (DNA in 5% Glukose) pipettiert und sofort durch
Auf- und Abpipettieren vermischt, fiir 30 Sek mit dem Vortexgerat geschiittelt und

weiter bei Raumtemperatur fiir 30 Min inkubiert.
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Herstellungsschema von Polymer/DNA-Losungen in serieller Verdiinnung:

PEI600-PSL 5 oder PEI DNA N/P
1) 7,2 ul 0,1 M Stammlosung

+ 13,8 ul Opti-MEM = 360 nmol/10 pl* | + 3 nmol/10 pl | = 120
2) 10 pl von 1) 4+ 10 pl Opti-MEM = 180 nmol/10 pl* | + 3 nmol/10 pl | = 60
3) 10 pl von 2) + 10 ul Opti-MEM = 90 nmol/10 pl* + 3 nmol/10 pl | = 30
4) 10 pl von 3) + 10 ul Opti-MEM = 45 nmol/10 pl* + 3 nmol/10 pl | = 15
5) 10 pl von 4) + 10 pl Opti-MEM = 22,5 nmol /10 pl* | + 3 nmol/10 ul | = 7.5
6) 10 pl von 5) + 10 pl Opti-MEM = 11,25 nmol/10 ul* | + 3 nmol/10 pl | = 3,75
7) 10 pl von 6) + 10 pl Opti-MEM = 5,625 nmol/10 pl* | + 3 nmol/10 pl | = 1,875

2.2.6 Gelretardierungsassay

Die DNA-Bindungskapazitiat des Polymers wurde mit einem Gelretardierungsassay
verifiziert. Komplexlosungen wurden mit den N/P-Verhéltnissen 60, 30, 15, 7,5, 3,75
und 1,875 hergestellt. Hierfiir galt die Annahme, dass 1 1 0,1 M PEI 100 nmol Stick-
stoffaminen und 1 pug DNA 3 nmol Phosphaten entspricht. Vom Polymer PEI6G00-
PSL5 wurde eine 0,1M Stammlosung hergestellt. 7,2 pl der Stammlosung wurden
zu 13,8 pl Opti-MEM addiert, um eine Losung mit 720 nmol/ 20 pl zu erhalten,
welche seriell verdiinnt wurde. DNA-5% Glukose-Losungen wurden entsprechend des
DNA-Gehaltes pro pl fiir 1 ug pro 10 pl angefertigt. Die Polymer/DNA-Komplexe
wurden wie oben beschrieben entsprechend unten stehendem Herstellungsschema
aufbereitet. Als Kontrollprobe diente 1 pug DNA in 20 ul 5% Glukose. Alle Proben
wurden mit 1-2 ul/ 6 ul Ladepuffer versehen, in ein 0,8% Agarosegel geladen und
elektrophoretisch bei 100 Volt/ mA fiir 1-2 h aufgetrennt.

2.2.7 Luciferase-Assay

Der Luciferase-Assay ermoglicht die Quantifizierung der eukaryontischen Genexpres-
sion. Luciferase bewirkt die Oxidation seines Substrats Luciferin zu Oxyluciferin un-
ter Freisetzung von Licht, das mit einem UV-Luminometer detektiert werden kann.

Die Transfektions-Versuche wurden mit einem Luciferase-Reportergen an PT67-
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und HEK293-Zelllinien durchgefiihrt. Das verwendete pRE-Luciferase-Plasmid ist
eine 12,5 kb pcDNA, kodierend fiir die Glithwiirmchen-Luciferase, die von einem in
einen pREP7-Vektor (Invitrogen, San Diego, CA, USA) eingebauten Rous sarcoma
Virus (RSV) gesteuert wird. Die Zellen wurden in Zellkulturmedium bei 37°C in
angefeuchteter 5% COs-haltiger Luft kultiviert. PT67 und HEK293 wurden je in
einer 48-Wellplatte mit einer Dichte von 3 x 10® Zellen pro Well ausgesit und ei-
ner PEI600-PSL-5-basierten Transfektion mit den N/P-Verhéltnissen 60, 30, 15, 7,5,
3,75 und 1,875 und 0,5 ug DNA pro Well unterzogen. Fiir den Proteinabgleich blieb
eine Zellreihe pro Wellplatte ohne Transfektion. Nach 24 Stunden Expressionszeit
und einem Waschschritt mit PBS erfolgte die Zugabe von 20 ul Cell Lysis-Puffer.
Der Zelldebris wurde 1:1 in eine 96-Wellplatte (Mikrotiterplatte) tibertragen und die
Luciferaseaktivitat nach Zugabe von 100 pl Luciferase Assay Reagant Kit an einem
Luminometer fiir ein zeitliches Intervall von 10 Sekunden pro Wellreihe gemessen.
Die Daten sind in relativen Lichteinheiten (RLU, engl.: relative light units) angege-
ben und auf den Gesamtproteingehalt im Lysat bezogen (RLU pro 10 sek pro mg

Protein). Die Auswertung erfolgte iiber eine Standardkurve.

2.2.8 MTT-Assay

Der MTT-Assay wurde zur Bestimmung der Zellvitélitat verwendet. (4,5-Dimethyl-
thiazolyl-2)-2,5-Diphenyltetrazolinbromid (MTT) wird von metabolisch aktiven Zel-
len durch mitochondriale Dehydrogenasen zu Formazan reduziert. Wir testeten die
Zelliiberlebensrate an zwei verschiedenen Zelllinien, COS7 und MSCs, unter Einfluss
der Polymere PEI600-PSL-5 und PEI In eine 96-Zylinderplatte wurden 4 x 10? Zel-
len in 200 pl Zellkulturmedium pro Zylinderloch ausgesét, bei 37°C fiir 5 h inku-
biert, anschlieend das Zellkulturmedium vorsichtig entfernt und ein Waschschritt
mit PBS vorgenommen. Die Zellen wurden nun gegeniiber 20 ul Polymer/DNA-
Komplexlosungen der N/P 240, 120, 60, 30, 15, 7,5, 3,75 und 1,875 exponiert, und
eine Inkubation fiir ein 44-Stunden-Zeitintervall schloss sich an. Der Kontrolle diente
eine Lochzeile mit Polymer/DNA-freiem Medium. Das Medium wurde vorsichtig
entfernt und 10 pl Stammlosung, bestehend aus 5 mg/ml MTT in PBS pro Well
hinzugefiigt, fiir 4 Stunden belassen, wieder entfernt und mit Dimethylsulfoxid (DM-
SO) versehen, um entstandene dunkelviolette Kristalle zur Losung zu bringen. Die
optische Dichte (OD) wurde bei der Wellenldnge 570 nm und 630 nm mit dem Plat-
tenlesegerdt gemessen. Fiir die graphische Darstellung nutzten wir die subtrahierte

optische Dichte (ODjs70_g30). Die Ergebnisse sind angegeben als relatives Zelliiberle-
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ben, das sich aus dem Quotienten ODs57¢_g30 der behandelten Zellen/ODg7q_g30 der

unbehandelten Zellen errechnet.

2.3 Isolierung von MSCs

Primérkulturen mesenchymaler Stammzellen wurden, modifiziert nach dem Proto-
koll von Friedenstein und Kollegen (1970) [91], aus den Femurknochen der Ratte
hergestellt. Die Isolierung erfolgte in einem Zellkulturlabor mit S2 Sicherheitsbedin-

gungen in der Sterilbank unter Laminarfluss.

Die Knochenmarkhéhle wurde mit einer Knochenschere eréffnet und das Kno-
chenmark mit einer 21-Gauge-Nadel und 25 ml PBS pro Femur herausgespiilt. Die
gewonnene Suspension wurden mehrmals vorsichtig auf- und abpipettiert, um eine
Ein-Zell-Suspension zu erhalten und durch ein 70 pm-Nylonnetz filtriert. Das Filtrat
wurde 10 Min zentrifugiert (300 x g, RT), der Zelldebris verworfen, die gewonnen
Zellen in 3 ml MSC-Zellkulturmedium pro Ratte resuspendiert und ausgezéhlt. Es
wurden 100 x 10° Zellen pro 75 cm3-Gewebekulturflasche ausgesit und in ange-
feuchteter und mit 5% COs-angereicherter Luft bei 37 °C kultiviert. Nach 24 Stun-
den erfolgte ein kompletter Zellkulturmediumwechsel, um nichtadhérente Zellen zu
entfernen und weiterhin wurde alle 3-5 Tage das Zellkulturmedium zu zwei Drittel
erneuert, um eine ausreichende Konzentration sezernierter Wachstumssignalstoffe

zu gewahrleisten.

Bei einer Konfluenz von 70-90% sind die Zellen passagiert und ab der zweiten

Passage fiir die in vitro- und in vivo- Versuche eingesetzt worden.

2.3.1 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 15 ul der zellhaltigen Suspension mit 15 ul
Berliner Blau gemischt und in der Neubauer Zahlkammer ausgezéhlt. Die ermittelte
Zellzahl wurde auf die gesamte Zellzahl in der Zellsuspension hochgerechnet. Die

Formel ist im folgenden angefiihrt.
Ngesamt = Ngezihlte Zellen X 21 % ml Zellsuspension x 10 000%

DVerdiinnungsfaktor

2)Neubauerfaktor
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2.4 Immunzytochemie der MSCs

Die Immunostain-Methode (Immunfiarbung) beruht auf der Markierung von Antige-
nen mit einem priméren Antikérper (Ak) und der Detektion dieses Antikorpers mit-
tels eines an den priméren Ak bindenden fluoreszierenden sekundéiren Antikorpers.
Auf Glaspliattchen mit 30-50% Dichte gewachsene MSCs wurden fiir 5 Min mit 0,5%
BSA in PBS gewaschen, fiir 20 Min mit Fixierlosung versehen und erneut fiir 5 Min
gewaschen. Die Zellen wurden in 0,1% Triton X-100 in PBS permeabilisiert, nach
einem Waschschritt mit 0,1% BSA in PBS fiir 10 Min mit Block Puffer versehen,
um unspezifische Bindungen zu verhindern, und anschlieBend mit dem priméaren An-
tikorper, verdiinnt in DAKO Antibody Dilution Buffer with Background Reducing
Components, iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Am néchsten Tag wurden die Zellen
dreimal fiir 5 Min mit 0,5% BSA in PBS gewaschen und der sekundére Antikorper
fiir 60 Min in einer Dunkelbox aufgetragen. Das Prézipitat wurde dreimal fiir 5 Min
in 0,5% BSA in PBS gewaschen, die Deckglidschen vorsichtig mit einer Pinzette an-
gehoben und mit der Zellseite nach unten auf einem Glasobjekttréager eingebettet.

Das Resultat wurde lichtmikroskopisch und softwaregestiitzt ausgewertet.

2.5 Genetische Modifizierung von MSCs

Eine genetische Modifizierung fiir Genexpressions-, Differenzierungs- und in vivo-
Studien der MSCs erfolgte mit dem PEI600-PSL-5-basierten Gentransfersystem;
hierfiir wurden 24 Stunden vor der Transfektion die Zellen ausgesit. Pro 4 x 10°
Zellen wurden eine Verdiinnung von 3 pg pcDNA3.1/Bcl-2 (fiir Bel-2-MSCs) oder
pcDNA3.1 (fiir Vektor-MSCs) in Opti-MEM und 6 ul PEI-600-PSL-5 in 5% Glu-
kose separat vorgenommen. Die Transfektionslosung wurde sogleich gemischt und
zu den adhérenten Zellen im volumendefinierten Medium (1 ml) hinzugefiigt. Die
Genexpression des Bcl-2-Proteins wurde mit der Western blot-Methode nachgewie-
sen. Zur Aufbereitung der Zellen zur Injektion wurde das Kulturmedium vorsich-
tig entfernt, die Zellschichten mit PBS gewaschen und durch Inkubation mit 0,25%
Trypsin/EDTA sowie durch seitliches Beklopfen vom Flaschenboden gelst. Die Zell-

versuche wurde dreifach ausgefiihrt.
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2.6 Funktionelle Differenzierung von MSCs in vitro

Fiir die Differenzierungsversuche mit Bcl-2-transfizierten MSCs wurde nach dem
Protokoll des Differenzierungsassays von RnD Systems vorgegangen.

Um eine adipogene Differenzierung zu induzieren wurden MSCs nach genetischer

2 ausgesiit und bis zu drei Wo-

Modifikation mit einer Dichte von 3 x 10% Zellen pro cm
chen in adipogenem Zellkulturmedium (101 ml: 90 ml a-MEM, 10 ml FBS, 100U /ml
Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 2mM L-Glutamin, Hydrocortison, Isobutylme-

thylxanthin, Indomethazin) in einer 24-Well-Platte kultiviert.

Fiir eine chondrogene Differenzierung wurden 3 x 10° Bcl-2-MSCs in 1 ml chon-
drogenem Induktionsmedium (50 ml: 49 ml D-MEM, 100U /ml Penicillin, 100 pg/ml
Streptomycin, 2mM L-Glutamin, 500 pl ITS Supplement (6,25 pg/ml Insulin, 6,25
pg/ml Transferrin, 6,25 ng/ml Selensdure, 1,25 mg/ml Bovines Serum-Albumin,
5,33 pg/ml Linolsdure), 0,1 uM Dexamethason, 1 mM Sodiumpyruvat, 0,17 mM
L-Ascorbinsére 2 Phosphat, 0,35 mM L-Prolin, 0,001 ug/ml TGF-£3) in die Spitze
eines konischen 15-ml-Reaktionsgeféfies platziert, um eine Aggregation der Zellen in
der Kultursuspension zu ermdoglichen. Der Induktionsprozess wurde fiir 4 Wochen
durchgefiihrt.

Um eine kardiomyozytére Differenzierung anzustofien, wurden die Bel-2-MSCs
mit dem DNA-methylierenden Cytosin-Analogon 5-Azacytidin entsprechend friiher-
en Protokollen [39] behandelt.

Die Differenzierungskapazitat in Richtung verschiedener Zelllinien wurde anhand
morphologischer Veréinderungen und Immunfiarbung spezifischer Marker, wie Agg-
recan (Goat anti-human Aggrecan) fiir Chondrozyten, Fatty Acid Binding Protein-4
(Goat-anti-mouse FABP-4) fiir Adipozyten und Homeobox-Protein NK-2 homolog
E (Nkx2,5) fiir Kardiomyozyten [92] verifiziert.

2.7 Western Blot-Analyse

Die Western Blot Analyse stellt eine Kombination aus a) der Polyacrylamid-Gelelek-
trophorese (PAGE) zum Auftrennen von Proteinextrakten unter denaturierenden
Bedingungen und nach Blotten der Proteine auf eine Membran b) der Immundetekti-
on einer speziellen Proteinbande mit Antikorpern dar. Genetisch modifizierte MSCs
wurden mit PBS gewaschen und mit Lyse-Puffer versehen. Das Lysat wurde durch

Zentrifugation (10.000 x g, 15 min, 4°C ) gekldrt und die Proteinkonzentration der
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Proben im Uberstand mit dem BCA Protein Assay (Pierce, Rockford, I1) bestimmt.
20 pug des Gesamt-Proteins wurden mit einer 12,5% Sodium Dodecyl Sulfat (SDS)—
PAGE nach Laemmli [93] aufgetrennt und auf eine 0,2 pm Nitrocellulose-Membran
transferiert. Eine Poncheau S-Farbung schloss sich dem Western Blot-Transfer an,
um eine gleiche Proteinladung und die Effizienz des Transfers zu verifizieren. Der
Blockungsschritt der Membran erfolgte in PBS-Puffer mit 0,2% Tween 20 (Roth)
und 5% Magermilch iiber Nacht bei 4° Celsius. Spéter wurde der Blot mit , hu-
man monoclonal bcl-2-protein“-Antikorper fiir 3 Stunden inkubiert. Als Kontrol-
le diente das ,housekeeping“-Protein (-Aktin. Die Antikoérperbindung wurde mit
dem , horseradish-peroxidase conjugated anti-mouse secondary“-Antikorper detek-
tiert und mit dem ECL-Kit (Amersham Biosciences) visualisiert. Proteine aus MSCs,

welche lediglich mit dem Vektor transfiziert wurden, dienten als positive Kontrolle.

2.8 Apoptose-Assay

10 x 10® MSCs wurden auf sterile Deckglischen gesit. Angewachsenen Zellen wurden
einer 24-stiindigen hypoxischen Konditionierung mit 95% Stickstoff und 5% Koh-
lendioxid unterzogen. Die Zellen wurden mit dem Chemicon ApopTag Assay Kit
gefirbt und mit Propidium-Jodid gegengefiarbt. Die Glasplattchen wurden mit PBS
gewaschen und in FluorSave (Calbiochem) eingebettet. Die Bildgewinnung erfolgte
unter Phasenkontrast (400-fach) an einem LEICA DMLB-Mikrosokop. Die Ergeb-
nisse sind repréasentativ fiir dreifach unabhéngig ausgefiihrte Experimente mit je

sechs Glasplattchen.

2.9 Detektion der Sekretion von VEGF

Die Sekretion des Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) durch MSCs der
Ratte wurde mit dem Quantikine Rat VEGF Immunoassay (R&D Systems inc.) ana-
lysiert. Dieser Assay beruht auf der quantitativen Sandwich-Enzym-Immunoassay-
Methode. MSCs der Ratte wurden mit Bel-2 transfiziert und eine 48-stiindige Ex-
pressionszeit oder 24-stiindige Expressionszeit und 24 Stunden Hypoxie zugelassen.
In eine mit monoklonalen Antikérpern vor-beschichtete Mikrotiterplatte wurden 50
pl des Kulturmediums pro Well platziert und fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur
und 500 rpm inkubiert. Mit einer seriellen Verdiinnungsreihe einer Standardlésung
wurde eine Kalibrierungskurve (2000-31.2 pg/ml) erstellt; als Kontrolle diente Rat
VEGF Kit Control. Es folgten ausgiebiges Waschen und die Inkubation mit Rat VE-
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GF Conjugate fiir 1 Stunde. Nach einem erneuten ausgiebigen Waschschritt wurden
Substrat- und Stop-Solution in einem 30 Minuten-Abstand aufgetragen. Die optische
Dichte wurde an einem Mikroplattenlesegerét bei 450 nm mit Wellenldngenkorrektur

bei 540 nm innerhalb von 30 Minuten gemessen.

2.10 Markierung der Zellen

Um transplantierte MSCs im Herzen zu identifizieren, wurden vor ihrer Transplanta-
tion die Zellen mit Bromodeoxyuridin (BrdU) in einer Konzentration von 10 pmol/1
in Zellkulturmedium fiir 12 Stunden inkubiert. Die Effizienz dieser Methode der
Zellmarkierung wurde durch Immunféarbung der Zellen mit dem monokonalen BrdU-
Antikérper (Lab Vision, CA) bestimmt und betrug 42,1% =+ 3,5% (n = 3). Zusétzlich
wurde das Zellengraftment mit dem Marker 5- (und 6)-Carboxyfluoreszein Diacetat
Succinimidylester (CFSE, 5 uM) beurteilt. Die gewonnenen Zellen wurden in einer
Dichte von 1 x 10® Zellen pro 100 ul in MSC-Zellkulturmedium resuspendiert und

auf Eis nicht langer als eine Stunde bis zur Transplantation gelagert.

2.11 Tierversuch

Die Genehmigung des Tierversuchs und zur personengebundenen Durchfithrung ist
durch das zusténdige Landesveterinar- und Lebensmitteluntersuchungsamt Mecklenburg-
Vorpommern geméf §9 Abs.1 Satz 4 des Tierschutzgesetzes (Genehmigungspflicht)
erteilt worden (Aktenzeichen: LVL M-V /TSD/7221.3-3.2-007/005).

2.11.1 Tiere und Tierhaltung

Ménnliche Lewis-Ratten wurden von Charles River Laboratories (Wilmington, MA)
bezogen und unter Beachtung der Vorschriften des Tierschutzgesetzes (TierSchZG
M-V) behandelt. Die Tierhaltung erfolgte in Rattenkéfigen mit Futter und Trinkfla-
schen bei konstanten Licht-, Temperatur-, Luftfeuchtigkeits- und Luftdruckverhalt-
nissen im Tierhaus der Universitdt Rostock und im Tier-Operationsraum des FKGO

der Universitat Rostock.
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2.11.2 Koronararterienligatur

Das Versuchstier erhielt zur Narkose eine intraperitoneale Injektion von Pentobar-
bital (50mg/kg Korpergewicht, 100mg Pentobarbital/ 10 ml NaCl 0,9%), wurde
endotracheal intubiert und volumenkontrolliert gerdtbeatmet (20/ min, 12 mmHg
Beatmungsdruck). Das Herz wurde mit einer linksseitigen Thorakotomie freigelegt.
Die anatomischen Verhiltnisse der Koronargefdfle wurden gekléart und der Ramus in-
terventricularis anterior permanent mit einem Seidenfaden (6-0) ligiert. Eine erfolg-
reiche Infarktinduktion lief§ sich durch Auftreten einer umschriebenen Abblassung
des Herzmuskels und anhand sichtbarer Ischdmiezeichen (ST-Elevation) im abge-
leiteten EKG bestimmen. Umgehend nach der Ligatur erfolgte die Injektion von 6
x 10% Bcl-2-MSCs oder Vektor-MSCs mit einer 31-Gauge-Nadel an sechs Punkten
der vorderen und seitlichen Grenzzone des Infarktgebiets. Eine weitere Gruppe mit
lediglich der Injektion von DMEM diente als Kontrolle. Die Tiere wurden nach 4 Ta-
gen, 3 oder 6 Wochen getotet. Das Zelliiberleben wurde 4 Tage, 3 und 6 Wochen nach
der Zelltransplantation bestimmt. Angiogenese, Infarktgréfie und Kolokalisation der

Zellen wurden nach 3 Wochen bestimmt.

2.12 Histologische Analyse

Am Ende der Beobachtungszeit wurden die Tiere getotet, das Herz entnommen,
mit PBS gewaschen, gewogen, in Ornithin Carbamyl-Transferase (O.C.T.)-Medium
eingebettet und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Gefrierschnitte der Dicke 5
pm wurden bei -20 °C mit dem Kryotom angefertigt und mit Siriusrot/ Fast Green
oder Haematoxylin-Eosin gefarbt. Von jedem Herz wurden drei Schnitte auf mitt-
lerer Ebene aus dem Infarktgebiet fiir die Messung der Infarktgrofle verwendet. Die
Quantifizierung des Infarktareals wurde mit ESI-Vision ausgefiihrt. Das Narbena-
real wurde in Prozent des gesamten Areals des linksventrikuldren Gewebeschnittes
kalkuliert.

2.13 Quantitative Analyse des Zelliiberlebens

Eine quantitative Analyse von BrdU-positiven Zellen erfolgte an immungeférbten
Gefrierschnitten. Pro Herz wurden fiinf Schnitte aus der mittleren Ebene der In-
farktregion fiir die Messung verwendet. Myokard, das weiter als 0,5-lmm vom in-

farzierten Gewebe oder von der Infarktnarbe entfernt lag, wurde als die Infarkt-
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grenze reprasentierend betrachtet. Um eine Kontamination von weiter entferntem
Myokard mit der Infarktgrenze zu vermeiden, wurde Myokardareal, das weiter als
1-2 mm von der Infarktgrenze entfernt lag, nicht in die statistische Analyse ein-
geschlossen (siche [89]). Mindestens 20 reprasentative mikroskopische Felder einer
1000-fachen VergroBerung mit Ol-Immersions-Phasenkontrast (LEICA DMLB) von
jedem Schnittprdparat wurden randomisert aus der Interessenregion gewé&hlt und
digital photographiert. BrdU-positive Zellen wurden im Gewebe der Infarktgrenze
(4 Tage postoperativ) und in der Infarktgrenze der Infarktnarbe (3 und 6 Wochen
postoperativ) mit LEICA IM 5 (V2.01) Software gezihlt. Das Zelliiberleben wurde
als Anteil der BrdU-positiven Zellkerne an der Gesamtzahl der Zellkerne einfachblind
bestimmt und dargestellt.

2.14 Bestimmung der Infarktgrofle

Herzgewebeschnitte wurden mit Haematoxylin-Eosin und Siriusrot (0,1% Pikrinséure)
gefiarbt. Das Infarktgebiet, das einen Anstieg an Kollagengehalt aufweist, wurde als
Siriusrot-positive Anfarbung deutlich und mit computerisierter Planimetrie ausge-
messen. Das Verhéltnis des Umfangs der Infarktnarbe zur gesamten Zirkumferenz
definierte das Ausmaf} des Infarkts fiir die epikardiale beziehungsweise endokardiale
Oberflache. Die endgiiltige Infarktgrofle wurde als Durchschnitt der endokardialen
und epikardialen Oberflichen bestimmt und in Prozent angegeben. Die quantita-
tive Bestimmung der Kollagenablagerung wurde von einem fiir die erhaltene Be-
handlung blinden Untersucher mit Multicolor Image Processor (Envision; DAKO)
durchgefiihrt.

2.15 Immunfirbung der Gewebeschnitte

Fiir die immunhistologische Detektion der transplantierten Zellen im Herzen wurden
Gefrierschnitte mit ,,monoclonal mouse anti-BrdU“—Antikérper inkubiert. Nach Auf-
tragen von Envision Blocking Puffer (Dako), um unspezifische Bindungen zu vermei-
den, wurden die Schnitte mit dem priméren Antikorper iiber Nacht bei 4-8 °C verse-
hen. Am Folgetag wurden die Schnitte mit den sekundédren Antikérpern Alexa 568
oder , horseradish-peroxidase-conjugated goat anti-mouse® IgG inkubiert. Endothel-
dhnliche Zellen wurden auf von Willebrand-Faktor (primérer Antikérper: polyklona-
ler anti-vWF-Antikorper,
sekundérer Antikorper Alexa 568) getestet. Zellkerne wurden mit 4,6-Diamidino-2-
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Phenylindol gegengefiarbt. Kardiomyozyten-ahnliche Zellen wurden auf Troponin-T
(primérer Antikoérper: monoklonaler anti-Troponin-T-Antikorper, kardiale Isoform,
Klon CT-3, sekundérer Antikérper: Alexa 568) getestet. Zur Untersuchung von Ko-
lokalisationen wurden BrdU-positive Zellen identifiziert (primérer Antikorper: ,,mo-

noclonal mouse anti-BrdU“—~Antikorper, sekundérer Antikorper: Alexa 488).

2.16 Kapillardichte

Die Kapillardichtebestimmung erfolgte in infarziertem, wie auch normalem myo-
kardialen Gewebe wie von Weidner und Kollegen [94] beschrieben. Gewebeschnitte
wurden unter Verwendung von vWF-Antikérpern angefarbt. Fiir eine Quantifizie-
rung von positiv gefiarbten Geféaflen wurden fiinf Schnitte aus dem Infarktgebiet je
Herz einfachblind beziiglich der Zellbehandlung von einem Untersucher ausgewer-
tet. Die Kapillaren wurden in 10 randomisiert ausgewéhlten Gesichtsfeldern (engl.:
high-power field, HPF, 400 x) in zwei Gewebeschnittpraparaten pro Ratte gezéhlt.
Das Ergebnis ist in Kapillaren pro Gesichtsfeld angegeben.

2.17 Statistische Auswertung

Alle Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung (SD) dargestellt. Die Ein-
Weg-Analyse der Varianz mit Scheffe’s post hoc Test (ANOVA) wurde fiir unglei-
che Probengrofien verwendet, um numerische Daten zwischen den experimentellen

Gruppen zu vergleichen. Ein Wert von p < 0,5 wurde als signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

Im folgenden Abschnitt werden die eigenen Ergebnisse der Arbeit dargestellt. Der
erste Teil beschreibt die Isolierung, ex vivo-Kultur und Charakterisierung von mesen-
chymalen Stammzellen aus dem Knochenmark der Ratte. Der zweite Teil beschéftigt
sich mit dem nichtviralen Gentransfer und dessen Eignung fiir die ex vivo-Modifzie-
rung von MSCs. Gegenstand des dritten Teils sind schliellich die Ergebnisse der
durchgefiihrten in vivo-Studien zur Transplantation der nichtviral transduzierten
mesenchymalen Stammzellen in den Randbereich infarzierten Myokardgewebes nach
Koronararterienligatur mit dem Hauptaugenmerk auf Monitoring und Schicksal

nach der Stammzellinjektion.

3.1 Charakterisierung von MSCs

Zellisolierung, Zellanreicherung, Charakterisierung und Differenzierung von Ratten-
MSCs wurden wie in fritheren Berichten vorgenommen [20]. Primérkulturen von
Knochenmarkzellen wurden nach der Methode von Dexter [43] angelegt. Die Zellen
wurden in einer Konzentration von insgesamt 100 Mio. Zellen/ 7 ml MSC-Medium/
75cm3-Gewebekulturflasche inkubiert - ohne Zusatz von lymphatischem oder Wachs-
tums-Faktor. Aus je 2 Femurknochen lieflen sich 120 Mio. + 8 Mio. Knochenmark-
zellen erhalten. Basierend auf der charakteristischen Oberflichenadhérenz konnte
die Population der mesenchymalen Stammzellen (MSCs) relativ einfach aus dem
Pool der gesamten Knochenmarkzellen isoliert werden, da sich nichtadhérente Zel-
len durch mehrere Waschschritte effektiv aus der Kultur entfernen lieflen (Abb. 3.1
A-D). Eine erste Zellpassage (P1) erfolgte insgesamt 7-10 Tage nach Beginn der
Zellkultur. Zu diesem Zeitpunkt war der Gewebeflaschenboden bereits zu 80% mit
typisch spindelférmigen mesenchymalen Stammzellen bedeckt. Das morphologische
Bild blieb bis zur zweiten Passage (P2) nach insgesamt 12-15 Tagen konstant; dann
wurden die Stammzellen gréfler. Gleichzeitig nahm die Replikationsrate ab der zwei-
ten Passage deutlich ab, so dass sich an weiteren Tagen wieder verringerte Zahlen

pro Zellkulturflasche ergaben.
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Abbildung 3.1 A-D: Isolierung und ex vivo-Kultur der aus dem Knochenmark der
Ratte stammenden mesenchymalen Stammzellen (MSCs). Die Morphologie der MSCs
wurde unter dem Lichtmikroskop beurteilt. Darstellung nach insgesamt (A) 0 Tagen,

(B) 3 Tagen, (C) 7-10 Tagen und (D) 12-15 Tagen, 100-fache Vergroferung.

Die Immunfiarbungen zur Charakterisierung des Antigenprofils zeigten eine deut-
liche Expression von CD29, CD31 und CD117 (Abb. 3.2 A-C). Die MSC-Kulturen
waren fiir den monozytiaren Marker CD14 (Abb. 3.2 D) und die haematopoetischen
Stammzellmarker CD34 und CD45 negativ (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.2 A-D: Charakterisierung der mesenchymalen Stammzellen.

Reprisentative immunzytochemische Analysen fiir die Antigene (A) CD29, (B)
CD31, (C) CD117 und (D) CD14 nach insgesamt 12-15 Tagen Primérkultur.

3.2 Evaluierung und Optimierung des PEI600-PSL-5-Gentransfersystems

Zur Analyse von DNA-Komplexierung und Kondensation als Funktion des N/P-
Verhéltnisses wurde der Gelretardierungs-Assay verwendet. Polymer/DNA-Komplexe
sind aus purifizierter DNA (Abb. 3.3) und dem Polymer PEI600-PSL5 mit verschie-
denen N/P-Verhiltnissen hergestellt worden. Das Ergebnis findet sich in Abb. 3.4
dargestellt. Eine vollstdndige Retardierung stellt sich ab einem N/P-Verhéltnis von
15 dar und ab diesem Wert kann von einer vollstdndigen DNA-Bindung und damit

der effizientesten Carrierfunktion des eingesetzten Polymers ausgegangen werden.
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Abbildung 3.3 Gelelektrophoretische
Darstellung von amplifizierter Luciferase-
Plasmid-DNA.

Abbildung 3.4 Darstellung des
Gelretardierungsassays von PEI600-
PSL-5. Elektrophoretische Mobilitét
der Plasmid-DNA im Polymerkomplex
mit unterschiedlichen Polymer/DNA-
Verhéiltnissen in einem 0,8% Agarose-
Gel.

N= Stickstoffrest, P= Phosphate.

DNA M875F 350 750 15 30 60 Marker

Wir nahmen Transfektionsexperimente mit PEI600-PSL-5 an PT67- und HEK293-
Zellen vor, um den Effekt unterschiedlicher Polymer/DNA-Verhiltnisse auf das
Transfektionsmaximum zu bestimmen. Die héchste Transferrate liefl sich bei einem
N/P-Verhéltnis von 15 (Tab. 3.1 A, B) ablesen. Diese Ergebnisse decken sich mit
der Arbeit von Tang und Kollegen (2006); diese beschrieben ein Transfektionsop-
timum bei einem N/P-Verhiltnis zwischen 12 und 15. Unter ermittelten (PEI600-
PSL-5) und bekannten (Transfast, PEI 25, PEI 600) optimalen Transfektionsbedin-
gungen wurde die Transfektionseffizienz an MSCs verglichen (Tab. 3.2). Transfast
und PEI600-PSL-5 weisen eine dhnliche Transfektionseffizienz auf, wobei PEI600-
PSL-5 aufgrund seiner kostengiinstigen Herstellung und einfachen Applikation fiir

die Anwendung in dieser Studie bevorzugt wurde. PEI600-PSL-5 zeigt sich zudem
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fiir den Gentransfer deutlich effektiver im Vergleich zu PEL.

A: HEK293
100.000.000 -
10.000.000
o
£
3 1.000000
-l
&
- ] i i
10.000 T T T T T ﬁ_|
60 30 15 75 3,75 1,875
NIP
B: PT67
100.000 000 -
10.000.000 L
Lo}
=
5 1.000.000 _
.|
o
100.000 :. i .
10.000 4 . . ; ; ; L
60 30 15 7.5 3,75 1,875
N/P

Tabelle 3.1 A, B: Transfektion mit PEI600-PSL5 bei verschiedenen N/P-
Verhéltnissen an HEK293-Zellen und PT67. N/P entspricht dem Stickstoffrest-

zu Phosphatverhéltnis der Polymer/DNA-Komplexe.
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MSC
1,00E+07
1,00E+06
(=]
£
5 1,00E+05
|
e
1,00E+04
1,00E+03 : : :
Transfast  PEIBO0-PSLS  PEI 25 PEIEO0

Tabelle 3.2 Transfektionseffizienz der jeweils optimalen Transfektionsresulta-

te verschiedener Carriersysteme an MSCs im Vergleich.

Zytotoxische Einfliisse des polymerischen DNA-Trégers in vitro wurden mit der
MTT-Methode analysiert und die Ergebnisse sind in Tab. 3.3 A und B dargestellt.
PEI600-PSL-5 besitzt an den Zelllinien COS7 und Ratten-MSCs eine im Vergleich
zu PEI deutlich geringere Toxizitat und auch in gréfleren (bei Kumulation relevan-

ten) Polymerkonzentrationen persistiert das Zelliiberleben bei iber 60%.

A: COST

1,2

—e— PEIB00-PSL5
1 - = - PEI
0,8 :\ b v

) e
.
WQRxXthj

0 T T T T T T T T
negativ 1,785 3,75 7,5 15 30 60 120 240

N/P

% Zellvitalitat
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B: MSC

120%

—+— PEIS00-PSLS

-+ PEI

T0%

% Zellvitalitai

20%

T T T T T T T s T

negativ 1,785 375 T 15 30 50 120 240

-30%
N/P

Tabelle 3.3 A, B: COS7 und MSCs wurden fiir 4 Stunden je mit PEI600-PSL-
5 und PEI exponiert. Die Zellvitalitit wurde mit dem MTT-Assay bestimmt
und ist graphisch in % von der Gesamtzahl dargestellt.

3.3 Bcl-2-Uberexpression von genetisch modifizierten MSCs in vitro

Um die Expression des Bcl-2-Proteins in den genetisch modifizierten MSCs zu be-
urteilen, wurde zu verschiedenen Zeitpunkten (24 und 72 Stunden, 7 Tage sowie 21
Tage) nach der Transfektion eine Western blot-Analyse durchgefiihrt. Eine signifi-
kant hohe Expression fand sich in Bcl-2-MSCs bereits nach 24 Stunden und blieb
bis 7 Tage nach der Transfektion nachweisbar (Abb. 3.5). Eine vergleichende Ana-
lyse des ,,Housekeeping“-Gens $-Aktin zeigte fiir dieses eine konstante Expression
(Abb. 3.5). Diese Beobachtungen zeigen eine erfolgreiche Transfektion mit dem Bel-
2-Gen. Die Hochregulation der Bcl-2-Proteinexpression war transient und konnte
so das Risiko fiir eine maligne Transformation oder spéteres Zellversagen minimie-
ren. Wihrend der Transfektionen wurde keine Anderung des Phinotyps der Zellen

beobachtet (nicht gezeigt).
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Vektor-
/ N
24 h 72h 7d 21d 24 h
Bcl-2
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Abbildung 3.5 Repriisentative Western Blot-Analysen zeigen eine Uberexpression
von Bcl-2 in Bel-2-modifizierten MSCs bis 7 Tage nach Transfektion. Als Ladekontrolle
diente B-Aktin. h= Stunden, d =Tage.

MSCs konnen in verschiedene Zelllinien differenzieren und diese Eigenschaft gilt
als definierendes funktionelles Kriterium fiir MSCs. MSCs wurden zu adipogener,
chondrogener und kardiomyozytéarer Differenzierung konditioniert. Nach 21 Tagen
Induktion in Richtung der adipogenen Differenzierung wurden charakteristische mor-
phologische Verdnderungen beobachtet. Die Immunfarbung erwies sich als positiv
fiir das Fatty Acid Binding Protein-4 (FABP-4), einem Marker-Protein fiir Adipo-
zyten (Abb. 3.6 A). Die Chondrogenese wurde mit der Immunfiarbung fiir Aggrecan
4 Wochen nach Kultivierung unter chondrogenen Verhéltnissen nachgewiesen. Die
Chondrozyten-dhnlichen Zellen zeigten eine positive Anfiarbung fiir das Aggrecan-
Protein (Abb. 3.6 B-D). Fiir eine kardiomyozytéire Differenzierung erfolgte eine 24-
stiindige Exposition der MSCs mit dem Agens 5-Azacyitidin. Nach zwei Wochen
wurden Kardiomyozyten-dhnliche Zellen und eine positive Immunfarbung fiir den
Transkriptionsfaktor Nkx2.5 beobachtet (Abb. 3.6 E-G). Insgesamt wurde das Dif-
ferenzierungspotential der MSCs fiir adipogene, chondrogene und kardiomyogene

Zelllinien erneut bestétigt.
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B C D

200 pm 200 pm

B-D: Chondrogene Differenzierung. Immunfirbung fiir Aggrecan (rot dargestellt).
Zellkernfarbung mit 4,6-Diamidino-2-Phenylindol (blau). (D): ,,overlay“.

E F G

200 pm 200 pm

E-G: Kardiomyozyten-dhnliche Differenzierung. Nkx2.5-Antikérper-Immunfirbung,
die sich griin darstellt. Zellkernfiirbung mit Propidium-Jodid (rot).

Abbildung 3.6 A-G: Differenzierungskapazitit von Bcl-2-MSCs. MSCs wurden
nach Transfektion mit dem Bcl-2-Gen in adipogenem, chondrogenem und myogenem

Medium kultiviert.
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3.4 Bcl-2-Uberexpression bietet MSCs Schutz vor Apoptose in vitro

Um die Fahigkeit zum Schutz vor Apoptose der Bcl-2-MSCs in vitro zu testen,
wurden die modifizierten MSCs fiir 24 Stunden hypoxischen Bedingungen ausgesetzt.
Die Evaluation der Apoptose erfolgte mit dem TUNEL-Assay (Abb. 3.7).

TUNEL PI

MSCs

100 pm

Vektor-
MSCs

100 pm

Bcl-2-
MSCs

100 pm 100 pm

Abbildung 3.7 Antiapoptotischer Effekt an Bcl-2-MSCs unter hypoxischen Bedin-

gungen. Reprisentative Photomikrographien von TUNEL-positiven (linke Felder) und

gesamten (rechte Felder) Zellen 24 Stunden nach hypoxischer Behandlung. PI =

Propidium-Jodid, TUNEL = Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-mMediated dUTP
end labeling.

Unter Hypoxie lag die Apoptoserate der MSCs und Vektor-MSCs um das 1,5-
fache hoher als die der Bcl-2-MSCs. Die Zahl apoptotischer Zellen ist damit signi-
fikant durch genetische Modifizierung mit Bcl-2 gesenkt worden. Der quantitative
Nachweis zeigte ein Reduktion der Zahl TUNEL-positiver Zellen von 53% =+ 3,5%
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der MSCs und 51% =+ 4,7% der Vektor-MSCs auf 36% =+ 1,8% der Bcl-2-MSCs
(p < 0,001). Jedoch gab es keine signifikanten Unterschiede der Zahl apoptotischer
Zellen von MSCs, Vektor-MSCs und Bcl-2-MSCs unter Normoxie. Diese Ergebnisse
zeigen einen Schutz von mit Bcl-2 modifizierten MSCs vor Apoptose unter hypo-
xischen Bedingungen. Wir erwarten, dass mit Bcl-2 modifizierte Zellen ihre antia-

poptotischen Eigenschaften im ischdmischen Myokard beibehalten.

3.5 Parakrine Sekretion unter hypoxischen Bedingungen

Um das Potential parakriner Mechanismen, die fiir einen therapeutischen Effekt der
Bcl-2-MSCs verantwortlich sind, zu identifizieren, wurde die Sekretion von VEGF
untersucht. MSCs, Vektor-MSCs und Becl-2-MSCs wurden unter jeweils norm- und
hypoxischen Bedingungen bis zu 24 Stunden kultiviert. Die Sekretion von VEGF
wurde mit dem Quantikine Rat VEGF Immunoassay quantifiziert. Es zeigte sich
eine Zunahme der Sekretion um mehr als 60% in Bel-2-MSCs im Vergleich zu MSCs
und Vektor-MSCs unter hypoxischen Kulturbedingungen (Tab. 3.4). Jedoch liefl
sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen bei Kultivierung unter
Normoxie feststellen. Das angiogene Zytokin VEGF in Bcl-2-MSCs war signifikant
in Reaktion auf Hypoxie erhcht. Die hochregulierte VEGF-Expression von Bel-2-
MSCs konnte kardioprotektive und proangiogenetische Effekte innehaben.

4000 2 *

= W Normoxie *

o _ =

E O Hypoxie

& 3000

o

=

=

= 2000

[ F)

[

c

<

w 1000 +

&
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-

o T —

MSC Wektor-MSC Bcl-2-MsC

Tabelle 3.4 Hochregulierung der VEGF-Sekretion von Bcl-2-MSCs unter hypoxi-
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schen Bedingungen. Nach 24 Stunden Inkubation wurde konditioniertes Medium von
Normoxie (schwarze Balken) und Hypoxie (leere Balken) mit dem VEGF Enyzm-
gebundenen Immunosorbent Assay (ELISA)-Assay untersucht. Konzentrationswerte
von VEGF sind Mittelwerte + Standardabweichung (* p < 0,001). Die ELISA-Daten
sind das Ergebnis dreier unabhéngig ausgefiihrter Experimente. VEGF = Vascular
Endothelial Growth Factor.

3.6 Schicksal transplantierter Zellen

Um die Effizienz der Transplantation von mit Bcl-2 modifizierten MSCs zu unter-
suchen, wurden 6 x 10% Bcl-2-MSCs und MSCs in das Myokard des linken Ventri-
kels im Gebiet der Infarktgrenze transplantiert. Die Kontrollgruppe erhielt lediglich
Kochsalzlosung. Eine Untersuchung auf Zellansiedlung erfolgte zu den verschiede-
nen Zeitpunkten: 4 Tage, 3 und 6 Wochen nach Zelltransplantation. BrdU-positive
Zellkerne wurden mittels Immunférbung identifiziert (Abb. 3.8 A-E).

A, B: Reprisentative Ausschnitte aus der Immunfarbung von angesiedelten MSCs

in infarziertem Ratten-Myokard 4 Tage nach Injektion von MSCs. Bromodeoxyuridin

(BrdU)-markierte MSCs (braun) wurden deutlich identifiziert.
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1000x 1000x 1000x

C-E: Immunfluoreszenz-Férbung von BrdU-markierten Zellen in der Bcl-2-MSCs-
Gruppe 3 Wochen nach der Zellbehandlung. (C): BrdU (rot). (D): 4,6-Diamidino-
2-Phenylindol (blau). (E): Ubereinandergelegte Bildausschnitte.

Abbildung 3.8 A-E: Ansiedlung von Bcl-2-MSCs in ischdmischem Myokard. Die
Pfeilspitzen zeigen auf die Zellansiedlung. 1000-fache Auflésung in allen Abbildungs-

feldern.

In den Abbildungen 3.8 A-E sind représentative Bildausschnitte 4 Tage nach
Transplantation (Abb. 3.8 A, B) und Bcl-2-MSCs im infarzierten Herz 3 Wochen
nach Zelltransplantation (Abb. 3.8 C-E) dargestellt. Die Anzahl iiberlebender Zellen
nach Zelltransplantation in der Bcl-2-MSCs-Gruppe war hoher als in der Gruppe mit
Vektor-MSCs. Diese Unterschiede erwiesen sich als statistisch signifikant (Tab. 3.5),
mit einer 2,2-fachen Steigerung des Zelliiberlebens am Tag 4 (n = 10, p < 0,01),
einer 1,9-fachen Steigerung am Tag 21 (n =9, p < 0,05) und einer 1,2-fachen Stei-
gerung nach 6 Wochen (n = 6, p < 0,05). Die Modifizierung der MSCs mit dem
Bcl-2-Gen erhohte das zelluldre Uberleben nach artefiziellem Myokardinfarkt.
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450 1

BEcl2-MSCs
400 T 7 " Ovector-MSCs

250 =
300+
250 +
200 +
150 +
100 +
50 +

BrdU positiv pro 1000 Zellkerne

4 Tage 3 'Wochen B VWWochen

Tabelle 3.5 Quantitative Beurteilung der angesiedelten MSCs nach 4 Tagen, 3 Wo-
chen und 6 Wochen (*p < 0,05, **p < 0.01).

Des weiteren zeigte sich anhand der doppelten Immunfluoreszenz-Farbung mit
BrdU und anti-vWF-Antikorper, ein zumindest bei einigen MSCs (3,1% =+ 1,3%) sich
entwickelnden Endothelzell-dhnlichen Phénotyp. Gelegentlich bestanden Blutgefiafle
aus BrdU-positiven Zellen (Abb. 3.9 A-B). Drei Wochen nach Zelltransplantation
konnte eine geringe Anzahl von Zellen beobachet werden, die mit kardialem Tropo-
nin T (¢TNT) kolokalisert waren (Abb. 3.9 C-E). Die Kolokalisation wurde durch
eine dreidimensionale Rekonstruktion des Gewebes mit dem konfokalen Mikroskop
Leica TCP2 deutlicher sichtbar gemacht (Abb. 3.10 A-C). Die Frequenz von ¢TnT-
BrdU-doppeltpositiven war extrem niedrig (fir die Gruppe mit Bcl-2-MSCs 0,05%
+ 0,02% c¢TnT). Es gab hierbei keinen signifikanten Unterschied zwischen der Grup-
pe mit Bel-2-MSCs und der mit MSCs). Unklar blieb, ob die transplantierten Zel-
len fusioniert oder in Kardiomyozyten differenziert waren. Es gibt keine Hinweise
auf Tumorformationen und Differenzierung der MSCs in Knochen, Fettgewebe und

Knorpelgewebe 3 und 6 Wochen nach Transplantation (nicht gezeigt).
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10 pm

10 pm

A, B: Doppelte Immunfluoreszenz-Férbung. BrdU-markierte Bcl-2-MSCs (griin) in
der endothelialen Auskleidung der Blutgefiafie (rot) nahe der Infarktgrenzzone 3 Wo-

chen nach Transplantation.

C D E

C-E: Gewebeschnitte nahe der Infarktzone drei Wochen nach Transplantation wurden
doppelgefirbt mit BrdU (griin) und dem kardialen Marker Troponin T (rot). BrdU-

postive Zellen kolokalisert mit kardialem Troponin T.
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F-H: Dreidimensionale Rekonstruktion von Gewebeschnitten mit der konfokalen

Mikroskopie. Der BrdU-positive Nukleus liegt innerhalb eines Zellkorpers, der kar-

diales Troponin T exprimiert.

Abbildung 3.9 A-H: Bcl-2-MSCs in ischdmischem Myokard.

3.7 Kapillardichte

Die Kapillardichte im Grenzgebiet des Myokardinfarkts wurde basierend auf einer
vWEF-Immunfirbung 3 Wochen nach Zelltransplantation ermittelt. Repréisentative
Bildausschnitte sind in den Abb. 3.10 A-C gezeigt. Es lag ein signifikanter Anstieg
der Kapillardichte in den Gruppen mit Vektor-MSCs (20,5 £+ 1,9 Gefifie pro High
Power Field) und Bcl-2-MSCs (23,6 £+ 1,3 Gefile pro HPF) im Vergleich zur mit
DMEM behandelten Gruppe (14,4 £+ 2,1 Geféle pro HPF) (n = 8, p < 0,001) vor
und es fand sich keine offensichtliche Angiogenese in der Mediumgruppe (Tab. 3.6).
Die Dichte der Kapillaren lag in der Bcl-2-MSCs-Gruppe im Vergleich zur Vektor-
MSCs-Gruppe um 15% hoher und wies damit einen signifikanten (n = 8, p = 0,002)

Unterschied auf.
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100 pm

100,um . ; % 100 pm

Abbildung 3.10 A-C: Funktionelle Effekte von mit Bcl-2 modifizierten MSCs. Bel-
2-MSCs verstirkten die Angiogenese in infarziertem Myokard. Reprasentative Mi-
krographien des Infarktgebietes, gewonnen nach Immunfiarbung fiir von Willebrand-
Faktor (vWF).

30 q *k

2% 1

20~

1% 4

10 4

Kapillardichte / HPF

tedium Vektor-hMSC Bol-2-M5C

Tabelle 3.6 Quantitative Kapillardichte-Resultate basierend auf vWF-
Immunfirbung. Die Werte stellen Mittelwerte &+ Standardabweichung dar (*p =
0,002, **p < 0,001). HPF = hochauflésendes Gesichtsfeld.

3.8 Ausmafl der Infarktgrofle

Die Ligatur des Ramus interventricularis anterior (LAD-Ligatur) fiihrte in konstan-
tem Mafle zu einem transmuralen Myokardinfarkt und wies ein entsprechendes ty-
pisches histologisches Bild mit Verdiinnung der linksventrikulédren freien Wand und
ausgedehnter Kollagenablagerung 3 Wochen nach Infarkt auf. Représentative links-

ventrikuldre Gewebeschnitte 3 Wochen nach LAD-Ligatur der Gruppen mit lediglich
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Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Vektor (pcDNA3.1)-MSCs und Bel-
2 (pcDNA3.1/ Bcl-2)-MSCs sind in Abb. 3.11 dargestellt. In den beiden Gruppen mit
Vektor-MSCs und Bcl-2-MSCs behandelter Tiere nach induziertem Myokardinfarkt
zeigte sich im Vergleich zur Gruppe mit DMEM-Injektion eine kleinere Infarktgrofie
(34,2% + 6,0% fiir Vektor-MSCs, 28,3% =+ 5,8% fiir Bel-2-MSCs) und dieser Unter-
schied war signifikant (n = 8, p < 0,001 fiir Vektor-MSCs im Vergleich zur Medium-
Gruppe; n =8, p < 0,001 fiir Bcl-2-MSCs im Vergleich zur Medium-Gruppe). Des
weiteren war der Kollagengehalt 17% niedriger in der Bcl-2-MSCs-Gruppe als in
der Vektor-MSCs-Gruppe (34,2% + 6,0% der Vektor-MSCs-Gruppe im Vergleich zu
28,3 % + 5,8% der Bcl-2-MSCs-Gruppe) (n =8, p =0,29) (Abb. 3.11).

Abbildung 3.11 A-C: Reprisentative histologische Pikro-Siriusrot-Farbungen von
transversalen Gewebeschnitten durch die Rattenherzen 3 Wochen nach Koronarar-
terienligatur mit (A) Medium-, (B) Vektor-MSCs- und (C) Bcl-2-MSCs-Injektion.
Verdiinnung der linksventrikuléren freien Wand und ausgedehnte Kollagenablagerun-
gen (rot) im Narbengewebe wurde in den Gruppen mit Medium und Vektor-MSCs
beobachtet.
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Tabelle 3.7 Signifikante Reduktion der Infarktgréfie in den beiden Gruppen
mit Vektor-MSCs (*p < 0,001 gegeniiber der Medium-Gruppe) und Bel-2-MSCs
(*p < 0,001 gegeniiber der Medium-Gruppe). Die InfarktgréBe war in der Bel-
2-MSCs-Gruppe 17% kleiner als in der Vektor-MSCs-Gruppe (**p = 0,029)
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4 Diskussion

Mesenchymale Stammzellen (MSCs) aus dem Knochenmark sind als vielverspre-
chende Zellentitaten fiir die Regeneration und Restauration der Funktion nach Myo-
kardinfarkt beschrieben worden [24, 25, 97, 98]. Jedoch hat eine geringe Uberlebens-
rate iibertragener Zellen die therapeutische Effizienz beeintréichtigt. In dieser Arbeit
wurde die Schliisselrolle von Bcl-2 als Apoptoseschutz bei der Zelltransplantation un-
ter Hypoxiebedingungen in vitro und in vivo als wesentlich herausgestellt. Es wurden
MSCs der Ratte aus dem Knochenmark identifiziert und gezeigt, dass die genetisch
mit dem Gen Bcl-2 verdnderten MSCs (Bcl-2-MSCs) die typische Fahigkeit zur Dif-
ferenzierung [35] beibehalten, und zu verschiedenen Zelllinien in vitro programmiert
werden konnen. Die Uberexpression von Bel-2 vermindert die Zelltodrate von MSCs
unter hypoxischen Bedingungen. In vivo-Transplantation von Bel-2-MSCs erhoht die
Uberlebensrate der MSCs im LAD—(engl.: left anterior descending)-Ligatur-Modell
der Ratte. Es konnte das linksventrikuldre Remodeling nach Infarkt vermindert wer-
den. Die InfarktgroBe blieb deutlich begrenzt. Laut fritherer Berichte [99] kann durch
eine limitierte Infarktgréfe das Entstehen einer ventrikuldren Dysfunktion verhin-
dert werden. Im Rahmen dieser Studie erhobene himodynamische Parameter wiesen
eine Wiederherstellung der linksventrikuldren Funktion auf [100]. Diese Beobach-
tungen konnten auf die verbesserten anti-apoptotischen Eigenschaften der MSCs
zuriickgefithrt werden und legen nahe, dass die genetische Modifikation der MSCs
mit Bcl-2 von signifikantem Wert fiir eine verbesserte Effizienz der Stammzellthera-
pie kardialer Erkrankungen ist. Die Ergebnisse gehen mit fritheren Beobachtungen
an transgenen Miusen einher, bei denen eine kardiale Uberexpression von Bcl-2
zu verminderter Infarktgrofle und verbesserter kardialer Funktion nach Ischdmie-
Reperfusionsschaden [57, 58, 101] gefiihrt hatte.

Mehrere Mechanismen tragen zum Tod der Stammzellen innerhalb von vier Ta-
gen nach Transplantation in das ischdmiegeschidigte Herz bei [40, 44]. Zu diesen
gehoren die Entziindungsreaktion des Empfingers, ausbleibende Pro-Uberlebenssi-
gnale durch Matrixhaftung und Zell-Zell-Kontakte, verminderter Transport von Sau-
erstoff und Substraten durch Diffusion [44], verschiedene proapoptotische oder zyto-
toxische Faktoren im ischdmischen Myokard [102], und Ischdmie-Reperfusionsschiden
der implantierten Stammzellen [117]. Des weiteren sind MSCs duflerst sensibel ge-
geniiber ischdmischen oder inflammatorischen Einfliissen [58]. In dieser Arbeit zeigt
sich, dass durch genetische Modifikation von MSCs mit Bcl-2 die transplantierten

MSCs effektiv vor Ischdmie geschiitzt werden und das Zelliiberleben nach Transplan-
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tation zunimmt. In den vorgenommenen Untersuchungen wird eine enge Beziehung
zwischen der therapeutischen Effizienz der MSCs und der in situ-Uberlebensrate
implantierter Zellen in der unwirtlichen Umgebung von Hypoxie, Entziindung, und
Narbenbildung des Myokards deutlich, und dies ist mit Untersuchungen von Man-
gi und Kollegen [25] sowie Tang und Kollegen [103] vereinbar. Dennoch miissten
entscheidende Faktoren, die das Uberleben der MSCs beeinflussen, wie Zytokine,
Chemokine, Integrine und andere Adhésionsmolekiile weiter quantitativ analysiert

werden.

Mit dem TUNEL-Test war ein signifikanter Anstieg an nukleosomaler DNA-
Fragmentation und -Kondensation unter hypoxischen Bedingungen im Vergleich
zu normoxischen Zellen festzustellen und diese Befunde sind mit fritheren Daten
konkordant, die eine durch Hypoxie provozierte Apoptose von MSCs verifizierten
[25]. Hypoxie kann eine ,Down“—Regulation von Bcl-2 iiber den nukleiren Fak-
tor kB (NF-£B) in Endothelzellen [104] und Myozyten [105] induzieren. NF-xB ist
ein Transkriptionsfaktor, der die Expression von Genen reguliert, die in inflamma-
torische Prozesse, Angiogenese und Zelliiberleben involviert sind [106, 107]. Wir
geben erstmals einen direkten Beweis dafiir, dass eine Hochregulation von Bcl-2
durch exogenen Transfer zur Aktivierung eines Uberlebensmechanismus fithrt und
die Hypoxie-induzierte Apoptose der MSCs erfolgreich unterbindet. Der zugrunde-
liegende Mechanismus, durch den Bcl-2 mesenchymale Stammzellen unter Hypoxie
schiitzt, ist noch unbekannt; vermutlich besitzt NF-xB eine wichtige Rolle. Es sind

jedoch weitere Studien notwendig, um diese Hypothese zu unterlegen.

Weiter unklar ist, wie intramyokardial {ibertragene MSCs funktionieren, ob als
neu differenzierte Kardiomyozyten und Endothelzellen oder als parakrine Zellen
durch Sekretion von kardioprotektiven Proteinen. Diese Arbeit und andere Studien
[103, 108, 109] bestitigen, dass MSCs wichtige Uberlebensfaktoren, einschlieBlich
VEGF, IGF (engl.: insulin-like growth factor), HGF (engl.: hepatocyte growth fac-
tor), SDF-1 (engl.: stromal derived growth factor) und BFGF (engl.: basic fibroblast
growth factor) sezernieren. In Anbetracht der geringen Frequenz neuer Kardiomyo-
zyten und Endothelzellen [103, 110, 111], kénnte dieser parakrine Effekt sogar noch
bedeutsamer fiir die funktionelle Erholung des infarzierten Herzens sein als das Po-
tential zur Transdifferenzierung der Stammzellen [110]. Gnecchi und Kollegen wiesen
nach, dass konditioniertes Medium von hypoxischen, mit Akt modifizierten MSCs
(Akt-MSCs) in vitro einen protektiven Effekt an Kardiomyozyten der Ratte besitzt.
Die Gruppe zeigte zudem, dass nach intramyokardialer Injektion der Akt-MSCs am
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Herzinfarktmodell der Ratte deutlich die Infarktgrofle begrenzt und die ventrikulére
Funktion verbessert wird [111]. Diese Studien entstanden aufgrund der Beobachtung
von Gnecchi und Kollegen, dass bereits 72 Stunden nach Infarkt und intramyokardia-
ler Akt-MSCs-Transplantation die ventrikuldre Funktion wiederhergestellt war [111].
Innerhalb einer derart kurzen Zeitspanne ist eine Reifung iibertragener MSCs zu voll
funktionierenden Kardiomyozyten unwahrscheinlich [112], eine Rolle fiir Langzeit-
Prozesse jedoch nicht auszuschliefen. Aus diesem Grunde verdient die quantitative
Analyse parakrin sezernierter zytoprotektiver Faktoren von mit Stammzellen kokul-
tivierten Kardiomyozyten unter Hypoxie besondere Aufmerksamkeit. Ein Cocktail
von parakrin sezernierten Faktoren konnte neue therapeutische Optionen fiir eine

Vielzahl von Krankheiten, einschliellich Herzversagen, darstellen.

Diese Arbeit, wie auch andere, zeigt, dass MSCs aus dem Knochenmark eine In-
duktion von therapeutischer Angiogenese im infarzierten Herz [18, 113, 114, 115]
oder in ischdmischem Gewebe [116] bewirken konnen. Unsere Daten legen zum
einen nahe, dass die Lebensfdhigkeit transplantierter Zellen einen wichtigen Fak-
tor fiir den Erhalt der myokardialen Funktion bedeutet und zum anderen, dass die
therapeutische Angiogenese nicht linear mit der Zelliiberlebensrate transplantierter
Zellen korreliert. Der dem angiogenetischen Potential von MSCs zugrundeliegende
Mechanismus ist kompliziert; zum Beispiel kénnen MSCs in Gefdlendothelzellen
differenzieren und kapillardhnliche Strukturen bilden [18, 113, 115]. Dariiber hinaus
unterstiitzen MSCs die Angiogenese zum Teil durch eine Erh6hung der endogenen
Konzentration des Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und gesteigerte
Dichte des VEGF Typ 2 Rezeptors [116]. Die Resultate der vorliegenden Arbeit
untermauern die Theorie, dass parakrine Effekte von MSCs hauptverantwortlich fiir

die therapeutische Angiogenese sind.

Kiirzlich wurde eine persistierende Uberexpression von VEGF durch viralen Gen-
transfer in nicht-ischdmischem Myokard als Ursache einer Formation vaskularer Tu-
more berichtet [117]. Die hier vorliegenden Untersuchungen zeigen erstmals eine
erhohte Expression von VEGF durch Bcl-2-modifizierte MSCs als Reaktion auf hy-
poxische Bedingungen. Deshalb kénnte die Transplantation von Bel-2-MSCs zu einer
zeitlich und konzentrationsméfig adédquaten Expression von VEGF in ischdmischem
Myokard ohne Tumorformation fithren. Die erhohte VEGF-Expression transplan-
tierter Bcl-2-MSCs in das Ischdmie-geschiadigte Herz kann kardioprotektive Effekte
hervorrufen und die Bildung funktionsfidhiger Kollateralgefafie induzieren, die zur

Protektion ischdmischen Myokards und einem kleineren Infarktareal beitragen. Bei
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Verwendung des Ansatzes der genetischen Modifikation konnen der zytoprotektive

Effekt und die stammzellvermittelte Angiogenese weiter verbessert werden.

Einzelne Schritte der Mechanismen der Bel-2-vermittelten VEGF-Expression sind
unbekannt. VEGF-modulierende Effekte und in-vivo-Angiogenese in Bcl-2-iiberex-
primierenden Brustkrebszellen finden unabhéngig von der Bcl-2-vermittelten Pro-
tektion vor Hypoxie-induzierter Apoptose statt [59]. Ausgeschlossen wurde an Brust-
krebszellen eine Beteiligung der vaskuldren Wachstumsfaktoren bFGF und TGF-
(1, wie auch eine Modulation der p53-Proteinexpression und konsekutiv reversen
VEGF-Anstieg durch Bel-2-Uberexpression unter Hypoxie [59]. Einige Autoren be-
schreiben eine synergistische Modulation der VEGF-Expression durch Bel-2 und Hy-
poxie [118, 119]. Hierbei instruiert Hypoxie die Zellen zu erhohter VEGF-Expression
(,priming®), und die Bcl-2-Uberexpression stellt das notwendige Signal dar, die-
sen Zustand zu verstirken oder beizubehalten [120, 59]. In Bcl-2-iiberexprimie-
renden Melanomzellen unter hypoxischen Bedingungen wird die VEGF-Expression
tiber den , hypoxia-inducable factor 1¢ (HIF-1) vermittelt [121]. In weiteren Ar-
beiten stellte die Gruppe um Del Bufalo zwei Signalwege fiir die Modulation des
Bel-2-Effektes auf die VEGF/HIF-1-Expression heraus, den ERK (extrazellulire
Signale-regulierende Kinase) /MAPK (Mitogen-aktivierte Protein-Kinase)- sowie
den PI3K (Phoshpatidylinositol-3-Kinase)-Signalweg. Den Autoren zufolge bewir-
ken Bcl-2 und Hypoxie gemeinsam die Phosphorylierung von AKT (Protein-Kinase
B), einem ,,downstream“-Signal von PI3K, und ERK 1 / 2 und die Translokation von
ERK 1 / 2 in den Zellkern; konsekutiv wiirden HIF-1lalpha phoshporyliert und die
HIF-1-Transkriptionsaktivitit gesteigert werden [122, 123]. Die Bcl-2-Transduktion
in ,,human dermal microvascular endothelial cells (Bcl-2-HDMEC) fiihrt zu einer
signifikanten Steigerung des Effektes dieser Zellen, sich auf einem biodegradiblen
Tragermaterial, das in SCID (engl.: severe combined immunodeficient)-Mause im-
plantiert wurde, zu funktionsfihigen humanen Mikrogefafien, die Blutzellen der
Maus transportieren kénnen, zu organisieren [119]. Bel-2-HDMEC weisen zudem
eine Induktion der proangiogenen Chemokine CXCL8 und CXCL1 durch einen NF-
rkB-mediierten Signalweg auf [124]. Fortfithrende Studien der Signalwege, insbeson-
dere der HIF-1-vermittelten VEGF-Expression von MSCs, wéren fiir das Verstandnis
molekularer Effekte der Bel-2-Modifizierung von MSCs notwendig.

In dieser Arbeit wurde fiir die genetische Modifizierung von MSCs mit Bel-2 ein
neuer kationischer Polymer-basierter Vektor, Poly(ethylenime)-grafted-poly(aspartic
acid)-co-lysine (PEI600-PSL5), mit einigen einzigartigen Vorteilen eingesetzt. Struk-
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tur und chemische Eigenschaften des Polymers sind gut definiert [67, 125]. Eine ge-
ringe Effizienz der Transgen-Expression galt bislang als starker Nachteil nichtviraler
Gentransfersysteme. Diese Eigenschaft ist auf eine schwache Freisetzung aus den
Endosomen ins Zytoplasma und spitere ineffiziente Ubertragung in den Zellkern
zuriickgefiihrt worden [65], die aufgrund der Biodegrabilitdat des Polymers (Daten
nicht gezeigt) moglicherweise wegfillt. PEI600-PSL5 weist eine tiberlegene Transfek-
tionseffizienz gegeniiber dem synthetischen, etablierten DNA-Tréger Polythylenimin
auf. Die hohe Transgen-Expression lief§ sich neben den Zelllinien HEK293 und PT67
auch in priméren Zellkulturen, Ratten-MSCs aus dem Knochenmark, nachweisen.
Er besitzt eine relativ geringe Toxizitdt, die u.a. durch die lineare Struktur erreicht
wurde, und die Fahigkeit zum Transport grofler therapeutischer Gene bei fehlender
Immunogenitit. Bedeutsam ist die nachgewiesene transiente Uberexpression Bel-2-
modifizierter MSCs, die auf den nicht-viralen Gentransfer zuriickzufiithren ist und
das Risiko fiir eine Tumorentstehung minimiert, wéhrend ein sicherer und suffizienter

Schutz vor Kurzzeit-Ischdmie-Schéaden fiir transplantierte MSCs besteht.

Weitere Untersuchungen zum langfristigen Verbleib, zu Funktion und Phaenotyp
von Bcl-2-modifizierten MSCs, die mit nicht-viralen Vektoren behandelt wurden,

sollten das volle Potential der MSCs zur myokardialen Regeneration weiter klaren.

Zusammenfassend wurde die These bestétigt, dass eine genetische Modifikation
mit dem antiapoptotischen Gen Bcl-2 zu einer stark erhdhten Expression von VEGF
als Reaktion auf hypoxische Bedingungen fiihrt. Es sind die iibertragenen MSCs im
Herzgewebe nach akutem Myokardinfarkt besser iiberlebensfihig. Die Transplanta-
tion der mit dem Bcl-2-Gen modifizierten MSCs verbessert linksventrikulére Re-
modelingprozesse. Gentechnisch mit Bel-2 unter Gebrauch des nicht-viralen Vektors
versehene MSCs konnten eine effiziente Strategie darstellen, um das Zelliiberleben
nach Zelltransplantation zu verbessern, wahrend das potentielle Risiko der Tumo-

rentstehung minimiert wurde.
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Zusammenfassung

Engraftment (= Ansiedlung) von mesenchymalen Stammzellen aus dem Kno-
chenmark war als potentieller therapeutischer Ansatz bei infarktbedingter linksven-
trikuldirer Dysfunktion bezeichnet worden. Jedoch schrinkt ein limitiertes Uberle-
ben der transplantierten Zellen nach Myokardinfarkt die regenerative Kapazitéit der

iibertragenen Zellen ein.

In dieser Arbeit wurden MSCs genetisch mit dem Gen Bcl-2 modifiziert, das
antiapoptotische und parakrine Effekte, wie die Sekretion des Vascular Endothe-
lial Growth Factor (VEGF) unter Hypoxie-Exposition generiert. Das Zelliiberle-
ben, die Zellansiedlung und Revaskularisation wurden am LAD (engl.: left anterior
descending)-Ligatur Modell via intramyokardialer Injektion evaluiert. Ratten-MSCs
wurden zur Uberexpression von Bel-2 manipuliert. In vitro wurden antiapoptotische
und parakrine Effekte unter hypoxischen Bedingungen untersucht. In vivo wurden
Bel-2-modifizierte Ratten-MSCs (Bcl-2-MSCs) nach myokardialer Infarktinduktion
injiziert. Uberlebende Zellen wurden nach Transplantation ermittelt und die Kapil-

lardichte nach 3 Wochen quantifiziert.

Der eingesetzte Polymer PEI(600)PSL-5 erwies sich als deutlich effizient und ge-
ring toxisch. Fehlende Sicherheitsbedenken, fiir die bei viralen Gentransfersystemen
Grund besteht, fithren zuséitzlich zu der Ansicht, dass dieser biokompatible DNA-
Trager fiir weitere Versuche und therapeutische Anwendungen giinstig anwendbar

ware.

Das Bcl-2-Gen schiitzte MSCs vor Apoptose. In vitro reduzierte die Bel-2-Uber-
expression die Apoptoserate von MSCs um 32% und erhohte die Sekretion des Vas-
cular Endothelial Growth Factor (VEGF) um mehr als 60% unter hypoxischer Be-
handlung. Die Transplantation von Bcl-2-MSCs erhéhte das Zelliiberleben nach vier
Tagen 2,2-fach, nach drei Wochen 1,9-fach und nach sechs Wochen 1,2-fach im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe. Die Kapillardichte der Infarktgrenze lag bei Bcl-2-MSCs
behandelten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe 15% hoher. Des weiteren hatten
Bel-2-MSCs-behandelte Tiere eine 17% kleinere Infarktgrofie als die Kontrollgruppe.

Diese Ergebnisse untermauern die These, dass die Transplantation modifizierter
MSCs von Wert fiir eine substantielle funktionelle Erholung nach akutem Myo-
kardinfarkt sein kann. Es bietet sich ein neuer und effektiver Ansatz in der Behand-

lung des akuten Myokardinfarkts.
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Anhang

Abkiirzungen

% Prozent (x von 100)

°C Grad Celsius

a-MEM a-modified Minimum Essential Medium

Abb. Abbildung

ACE Angiotensin-Converting Enzyme

ATCC American Type Culture Collection

BCA Bicininchoninic Acid

Bel B-Cell-Lymphom

Bcl-2-MSCs  mit Bel-2 modifizierte Mesenchymale Stammzellen
bmMSCs MSCs aus dem Knochenmark (engl.: bone marrow-derived MSCs)
BrdU Bromodeoxyuridin

CD Cyclodextrin

CFSE 5-(und 6)-Carboxyfluoreszein Diacetat Succinimidylester
COg Kohlendioxid

c¢I'nT kardiales Troponin T

DAPI 4,6-Diamidino-2-Phenylindol

dH50 destilliertes Wasser

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribunukleinséure

EB Ethidiumbromid

ECL enhanced chemiluminescence

EDTA Ethylendiamintetraacetat

engl. in englischer Sprache

FBS Fetales Schweineserum, engl.: fetal bovine serum

FABP Fatty Acid Binding Protein

g Gramm oder Fallbeschleunigung in der Néhe der Erdoberfliiche ( = 9,81m/s?)
h Stunde

HPF High power field, hochaufgelostes Gesichtsfeld

i.p. intraperitoneal

kDa Kilo Dalton = 1000 Dalton

KG Korpergewicht
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KHK
KM

LAD
LB

M

Min
MAPK
MSCs
MTT
MW
NF-xB
n

N/P
NaCl
nm
0.C.T.
PBS
PECAM
PEI

PEI600-PSL5

pH

PI

PV
RIVA
RLU
rpm

RT
SDS-PAGE
TBE
TRIS
TUNEL
Uuv
VEGF
vWF
z.B.
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Koronare Hererkrankung

Knochenmark

Liter

Ramus interventricularis anterior, engl.: left anterior descending
Luria-Bertani

Molar

Minute/-n

Mitogen-aktivierte Protein-Kinase

Mesenchymale Stammzellen

3-(4,5-Dimethylthiazolyl -2)-2, 5-Diphenyltetrazolinbromid
Molekulargewicht

Nuclear Factor kB

Anzahl

Stickstoff (engl.: nitrogene)-Phosphat-Verhéltnis
Natriumchloridlésung

Nanometer = 1079 Meter

Ornithin Carbamyl-Transferase

Phosphate Buffered Saline

Platelet /endothelial cell Adhesion Molecule
Polyethylenimine
Poly(ethylenime)-grafted-poly(aspartic acid)-co-lysine
Pondus hydrogenii

Propidium-Jodid

Druck-Volumen (engl.: Pressure Volume)

Ramus interventricularis anterior

Relative Light Units

Rounds per Minute, Umdrehungen

Raumtemperatur
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelektrophorese
Tris-Borat-EDTA Puffer
Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan

Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-Mediated dUTP End Labeling
Ultraviolett

Vascular Endothelial Growth Factor

von Willebrand-Faktor

zum Beispiel
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HE
pul

Mikrogramm = 10~% Gramm
Mikroliter = 107° Liter
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Thesen

o Untersuchungsziel der vorliegenden Arbeit ist, neue Hinweise und Erkenntnis-
se zum therapeutischen Potential von mesenchymalen Stammzellen (MSCs)
und MSCs, die mit einem anti-apoptotischen Gen verdndert wurden, zu er-
langen. Eine bessere kardiale Erholung nach akutem Myokardinfarkt durch
einen zelltherapeutischen Ansatz, die intramyokardiale Ubertragung von adul-

ten Stammzellen, ist zuerst von R.K. Li 1997 beschrieben worden.

o Die Ausstattung mit dem Gen Bcl-2 soll die Zellen speziell fiir die peritrans-
plantére Periode, einschliefilich der Zellinjektion und Platzierung in ungiinsti-
ges ischimisches Milieu, vorbereiten und so ihr Uberleben zum Zwecke regene-

rativer oder supportiver Effekte im Infarktgebiet verbessern.

o Adulte Stammzellen der Ratten kénnen aus dem Knochenmark isoliert, mit der
Adhérenzmethode kultiviert und als mesenchymale Stammzellen (MSCs) iden-
tifiziert werden. Die Adhédrenzmethode beruht auf der Eigenschaft von MSCs,
an Boden von Gewebekulturflaschen fest anzuhaften. Friedenstein et al. be-
schrieben erstmals 1970 diese Tatsache, die fiir die Zellseparierung der MSCs
von haematopoetischen Zellen relevant ist, da hierdurch nach einigen Wasch-
schritten eine iiberwiegend homogene MSCs-Population mit typisch spindel-
formiger Morphologie erreicht werden kann. Stammzellmarker, nachgewiesen
durch Immunfarbungen, sowie Differenzierungsversuche ergénzen die Charak-
terisierung und bieten weitere Optionen, kultivierte adhérente Zellen aus dem

Knochenmark und deren Potential zu beschreiben.

o Das nicht-virale Gentransfersystem Poly(ethylenime)-grafted-poly(aspartic
acid)-co-lysine (PEI-600-PSL-5) ist eine geeignete Methode zum DNA-Transfer
in Ratten-MSCs und andere Zelllinien in vitro. Tang und Kollegen (2005) ent-
wickelte diesen synthetischen DNA-Tréger, der aufgrund seiner guten Effizi-
enz und geringen Toxizitét eine Alternative zu mit Sicherheitsbedenken behaf-
teten, bislang zumeist jedoch effektiveren, viralen Gentransfersystemen, bie-
tet. Die biokompatiblen Eigenschaften des neuen Polymers sind anhand von

Transfektions- und Zytotoxizitédtstesten nachvollziehbar.

o Parakrine Mechanismen spielen eine wesentliche Rolle fiir positive Effekte durch
die Transplantation adulter Stammzellen aus dem Knochenmark in das Myo-

kard nach Infarktinduktion. Der in vitro Nachweis erhohter Konzentrationen



sezernierten Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) im Kulturmedium
Hypoxie-exponierter, Bcl-2-iiberexprimierender MSCs im Vergleich zu nicht-
genmodifizierten MSCs bekréftigt, gemeinsam mit dem weiterhin ausstehenden
Nachweis der in vivo Transdifferenzierung in ischémisches Herzgewebe iibertra-
gener MSCs, die Annahme, dass iibertragene MSCs andere Zellen unterstiitzen,
eher als zu einem gréfleren Prozentsatz die Regeneration kardialer Myozyten

hervorzurufen.

Die Modifikation mit Bcl-2 fiihrt in vitro zu einem nachweisbaren antiapopto-
tischen Effekt der adulten Stammzellen. Bel-2 tragt eine wichtige Funktion
als Pro-Uberlebenssignal bei Zustéinden ausbleibender Uberlebenssignale, wie
Zell-Zell-Kontakte oder Signalstoffe, die sich beispielsweise durch Heraustren-

nen aus dem Zellgefiige im Organismus oder aus einer Zellkultur ergeben.

Die ex vivo Modifikation von mesenchymalen Stammzellen mit Bel-2 fiihrt
zu einem verbesserten Resultat der direkten myokardialen Injektion von MSCs
nach akutem Myokardinfarkt im Vergleich zu nicht-modifizierten mesenchyma-
len Stammzellen und zu Kontroll-Medium. Beobachtete Parameter, wie Zell-
nachweis im Herzinfarktgrenzgebiet, Infarktgrofle und Kapillardichte, geben
Aufschluss iiber den Zugewinn durch Ubertragung von Stammzellen in der
Akutphase nach Myokardinfarkt.

Die gewonnenen FErgebnisse geben neue Erkenntnisse auf den Gebieten der
Stammzellforschung, Zelltherapie und Gentherapie. Erstmals wurde gezeigt,
dass eine Bel-2-Uberexpression bei mesenchymalen Stammzellen, die Hypoxie-
exponiert werden, zu signifikant erhohter VEGF-Sekretion im Vergleich zu
nicht-modifizierten MSCs fiihrt. Die erhohte Sekretion lésst sich unter Nor-
moxie nicht nachweisen, darauf hinweisend, dass eine synergistische Modula-
tion durch Bel-2 und Hypoxie stattfindet. Weiterhin wurden erstmals Bel-2-
modifizierte MSCs am Ratten-Koronararterienligatur-Modell untersucht und
deren positive Effekte nachgewiesen. Die Bcl-2-modifizierte Stammzellen-Trans-
plantation ins Herzinfarktgrenzgebiet kann als potentieller therapeutischer An-

satz zur Therapie des Myokardinfarkts bezeichnet werden.



