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1  Einleitung

Chronisch ischdmische Herzerkrankungen, infolge eines Herzinfarktes und langjahriger
chronischer Herzkrankheit, betiteln in unserer Zeit die hiufigste Todesursache in den
westlichen Industrieldandern. (Benjamin et al. 2018) Der Myokardinfarkt setzt in seiner
akuten Form direkte Verdnderungen, wie eine Migration von Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten, in Gang. Eine Aktivierung des Sympathikus und der
humoralen Antwort des Immunsystems ist ebenfalls Folge dieser Erkrankung. (St. Sutton
und Sharpe 2000) Zusétzlich findet eine Kaskade an Remodeling-Prozessen im
Infarktgebiet, der Randzone und dem nicht betroffenen Myokard statt. (Lew et al. 1985)

Diese Verdnderungen haben zum Teil lebenseinschrinkende Auswirkungen.

Innerhalb der ersten 2 Jahre nach einem Myokardinfarkt ist eine Mortalitdt von ca. 10 -
15 % zu verzeichnen. Der iiberwiegende Anteil ist urséchlich kardialen Ereignissen
zuzuordnen. (Bloch Thomsenetal. 2010) In der Hélfte der Fille wird eine Assoziation
mit Herzrhythmusstdrungen beschrieben. (Waks und Buxton 2018) Trotz Fortschritt in
der Behandlung des Herzinfarktes sind Moglichkeiten zur Verbesserung der Prognose
limitiert. Ein Ansatz zur potenziellen Losung dieser Problematik stellt die Therapie mit

mesenchymalen Stammzellen (MSC) dar.

Mesenchymale Stammzellen sind durch spezifische Eigenschaften gekennzeichnet. Die
Hauptmerkmale beinhalten die adhédrente Kultur in vitro, eine spezifische Antigen-
Expression und pluripotente Eigenschaften zur Differenzierung in Chondroblasten,
Osteoblasten und Adipozyten. (Pittenger et al. 1999) Die aktuelle Forschung beschiftigt
sich umfassend mit den Wirkungen und Nebenwirkungen von MSCs auf die Funktion,
der Fibrosierung (Di Silvestre et al. 2017) und Revaskularisierung (Cai et al. 2016) des

Herzens.

In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen intramyokardial implantierter hypoxisch
prikonditionierter muriner MSCs (mMSCs) auf postinfarzielle Arrhythmien in der Maus

untersucht.



1.1 Pathophysiologische Hintergriinde

In diesem Abschnitt werden zunéchst klinische und préklinische Aspekte des
Herzinfarktes erldutert. Dabei soll der Fokus auf aktuelle Vorgehensweisen gelenkt
werden. Molekulare Prozesse schlieensich an, wobeiInflammationund Remodeling die

Hauptaspekte darstellen.

1.1.1 Myokardinfarkt und sekundire Komplikationen

Der akute Herzinfarkt ist gekennzeichnet durch einen umschriebenen Untergang von
Kardiomyozyten im Gebiet der absoluten oder relativen Hypoxie. Die Auspriagung der
Ischdmie kann einen kleinen Anteil des Herzens oder das ganze Myokard betreffen.
Pathophysiologisch stehen Wandbewegungsstorungen und eine Mehrbelastung des
Myokards im Vordergrund. Die vermehrte Herzarbeit und eine hdmodynamische
Fehlbelastung der Herzmuskulatur fithren zu einer Hypertrophie der iibrigen
Kardiomyozyten. Im Zuge der Kontraktilititseinschrankung entsteht bei erhohtem
enddiastolischem Volumen eine Dilatation der Vorh6fe und Stauung von Lunge und
Leber. Dieser Zustand bedingt typische Beschwerden des Herzinfarkts, wie

Thoraxschmerzen und Luftnot.

Im Verlauf wird ein aktiver Umbau des Herzgewebes beobachtet. Hierbei werden zwei
Zeitabschnitte unterschieden. In den ersten 72 h findet das friithe Remodeling statt,
welches durch eine Aktivitit von Serin- und Matrixmetalloproteasen (MMP) gepragt ist.
Die Auswirkungen dieser Enzyme, die teilweise durch neutrophile Granulozyten und
nekrotische Kardiomyozyten freigesetzt werden, erstrecken sich auf eine Ausdiinnung
des Myokards und eine Dilatation der Ventrikelwand. Diese Verdnderungen bedingen
eine erhohte Spannung der Myokardwand mit Hypertrophie, Kontraktilitdtsstorung und
Minderversorgung des Herzens. (St. Sutton und Sharpe 2000) Dariiber hinaus wird der
Sympathikus iiber ein verringertes Herzzeitvolumen aktiviert. Dieser Vorgang kann
entweder direkt aus der Nebenniere iiber eine Freisetzung von Noradrenalin oder indirekt
durch Aktivierung des Renin Angiotensin Aldosteron System (RAAS) erfolgen. Durch
erhohte Sympathikusaktivitit steigt die Herzfrequenz, was eine verringerte Diastole
bedingt und darauffolgend eine kiirzere Perfusion des Myokards herbeifiihrt. (St. Sutton
und Sharpe 2000) Eine weitere Problematik wird durch den erhdhten Blutdruck

hervorgerufen. Um eine Offnung der Aortenklappe zu bewirken, werden durch eine



zunehmende Herzarbeit unter dem Einfluss eines hohen diastolischen Blutdruckwertes
ein hoherer systolischer Druck erzeugt. Hierfiir wird der Sympathikus aktiviert und eine
erhohte Herzfrequenz ist die Folge, was wiederum eine verminderte Perfusion des
Myokards bedingt. Dieser Circulus vitiosus kann, wie es in der Praxis gingig ist, an

verschiedenen Stellen durch Medikamente unterbrochen werden. (St. Sutton und Sharpe
2000)

Friihes Spites
Remodeling Remodeling
| Kardiomyozyten | .
Wandbewegung | [ - -4 Fibroblasten 1
1 Einschrinkung der EF A
Herzarbeit 1 — . T~ | Defeknarbe
l Sympathikus? RAAS 1 ANP/BNP? !
EDV 1 | | Arrhythmien 1
l Herzfrequenz 1 Blutdruck 1 =—  Natriumretetion T /'
Wandspannung 1 \ ‘ ’/
T .\\_ | /,.,./“/
~ \ -
~_ \ -
T Hypertrophie der g
Kardiomyozyten

Abbildung 1: Die Auswirkungen eines Herzinfarktes

Nach einem Kardiomyozytenuntergang entsteht in der Akutphase eine Einschrankung der EF und der
Wandbewegung. Im Verlaufzeigt sich durch Aktivierung des Sympathikus ein hoherer Blutdruck und eme
vermehrte Herzarbeit. Aufgrund dessen wird im frithen Remodeling eine Hypertrophie und Ausbildung
proarthythmogener Eigenschaften der iibrigen Kardiomyozyten beobachtet. Zusatzlich entsteht im spiten

Remodeling eine Fibrosierung des iibrigen Gewebes, was eine Arrhythmogenese begiinstigt.

ANP — Atriales natiuretisches Pepid; BNP - B-Typ Natriuretisches Peptid; EDV — Enddiastolisches
Volumen; EF- Ejektionsfraktion; T -erh6ht; | - erniedrigt

Das spite Remodeling ist durch einen Beginn nach 72 h gekennzeichnet. In diesem
Zeitabschnitt ist eine Hypertrophie der Fibroblasten und Kardiomyozyten
charakteristisch. Wahrend die hypertrophierten Kardiomyozyten eine Anpassung an die
erhdhte Wandspannung ermoglichen, entsteht durch Fibroblasten eine nicht kontraktile
Narbe, welche die Aufgabe besitzt, eine weitere Dilatation der Herzwand zu verhindem.

(St. Sutton und Sharpe 2000) Niher betrachtet, setzt sich die Narbe zunichst aus



instabilen Fibrinablagerungen zusammen und wird im Verlauf durch aktivierte
Myofibroblasten gefestigt. Das Narbenareal besitzt in der friihen Phase und in der spéten
Phase des Myokardinfarktes proarrhythmische Eigenschaften. Hierdurch treten nach
einem Herzinfarkt diverse Herzrhythmusstérungen auf, die entweder asymptomatisch
oder mit himodynamischen Folgen ablaufen kdnnen. Einige dieser Arrhythmien besitzen
negative prognostische Eigenschaften und bedingen dadurch eine therapierelevante

erhohte Mortalitdt. (Bloch Thomsen etal. 2010)

1.1.2 Der Myokardinfarkt in der Klinik

Koronare Herzkrankheit oder Koronararterienverschliisse fiihren als hdufigste Ursachen
zur Auspriagung eines Herzinfarkts. Die grundlegende Priddisposition beinhaltet
Hauptrisikofaktoren wie erhdhtes low density lipoprotein (LDL), arterieller Hypertonus,
Diabetes Mellitus, Nikotinabusus, eine familidre koronare Herzkrankheit und ein
erhohtes Lebensalter. Pathophysiologisch tritt dabei ein erhohter Koronarwiderstand
infolge von Makro- und Mikroangiopathie sowie Koronarspasmen auf. Myokardiale
Risikofaktoren sind eine Herzhypertrophie, ein erhohter enddiastolischer Ventrikeldruck
und die arterielle Hypertonie. In 90 % der Félle eines Herzinfarkts entsteht aufgrund einer
Ruptur eines arteriosklerotisch verdnderten Koronargefiafles der vollstindige Verschluss

des distalen Anteils der Arterie. (Thygesen etal. 2019)

Die Behandlung des Myokardinfarkts wird préaklinisch begonnen und auf speziellen
Stationen weitergefiihrt. Zu den typischen Beschwerden zdhlen prékordiale intensive,
lang anhaltendende Thoraxschmerzen ohne Belastungsabhingigkeit oder
Nitroglyzerinresponse. Eine typische Konstellation der Angina pectoris besteht in 40 %
der Herzinfarkte. Des Weiteren konnen ein Schwichegefiihl, vegetative Symptome,
Herzrhythmusstoérungen, sowie Symptome einer Linksherzinsuffizienz im Sinne einer
Belastungsluftnot auftreten. Zu den Komplikationen, die im Rahmen des
Gewebeuntergangs zu verzeichnen sind, zdhlenin der Frithphase (<48h) beinahezu allen
Patienten die Herzrhythmusstorungen, eine Linksherzinsuffizienz und ein kardiogener
Schock. Hierbei erhoht sich die Wahrscheinlichkeit fiir diese Komplikationen mit dem
Umfang des Infarktgebietes. Zu den Arrhythmien zdhlen sowohl die einfachen
Arrhythmien wie ventrikuldren Extrasystolen, als auch komplexere Arrhythmien, wie
ventrikuldre Tachykardienund Kammerflimmern. Diese Herzrhythmusstorungen kénnen

zum Teil lebensbedrohliche Zustinde verursachen. Beschwerden, die erst nach 48 h



auftreten, werden zur Spétphase der Komplikationen gezdhlt und umfassen in
absteigender Wahrscheinlichkeit das Herzwandaneurysma, die arterielle Embolie, eine

Frithperikarditis und das Dressler Syndrom. (Ibanez et al. 2018)

Fir die Diagnostik des Myokardinfarktes bilden laborchemische und klinisch-
diagnostische Kriterien die Leitstrukturen in der Praxis. Zu den laborchemischen
Kriterien wird die Erhohung kardialer Biomarker herangezogen. Fiir klinisch-
diagnostische Hinweise wird eine der nachfolgenden Ausprigungen bendtigt
Unspezifische ischdmische Beschwerden, wie Schmerzen mit Ausstrahlen in loco typico,
neue signifikante Verdnderung der ST-Strecke, eine neu aufgetretene Q-Zacke oder ein
neuer Linksschenkelblock im Elektrokardiogramm (EKG) gehoren zu den Kriterien eines
Herzinfarktes. Pathologien in  der Bildgebung mit Nachweis von
Bewegungseinschrinkungen der Herzwand oder intrakoronare Thromben sind mit
spezielleren Untersuchungen zu erheben und kdnnen ebenfalls zur Diagnosestellung
herangezogen werden. Des Weiteren wird der Myokardinfarkt durch den Befund im EKG
in einen ST elevation myocardial infarction (STEMI) oder non STEMI (NSTEMI)
unterteilt. Diese Unterscheidung bedingt ein unterschiedliches Schidigungsmuster und
somit ein unterschiedliches therapeutisches Zeitfenster. Es gibt weitere Einteilungen, die
eine ursdchliche Komponente beinhalten, jedoch im klinischen und priklinischen

Gebrauch seltener anzutreffen sind. (Ibanez et al. 2018)

Die Therapie des Myokardinfarkts beginnt im optimalen Fall in der préklinischen Phase.
In dieser Zeit wird durch den Notarzt erstmals eine supportive Therapie mit Sauerstoft,
Analgetika, Sedativa und Antikoagulantien durchgefiihrt. Bei der Antikoagulation wird
im Uberwiegenden Anteil Acetylsalicylsdure (ASS) verwendet. Daran schlieBt sich die
Hospitalphase an. Auf einer Intensivstation oder chest pain unit (CPU) wird die
Medikation der Priklinik weitergefiihrt, wobei zusétzlich Betablocker, angiotensin
converting enzyme Inhibitoren (ACE) und Statine verabreicht werden. Eine zeitnahe
Reperfusionstherapie wird angestrebt. Hierbei wird als Mittel der ersten Wahl die
percutaneous transluminal coronary angioplasty (PTCA) im Falle eines STEMIs
innerhalb der ersten 90 min und innerhalb von 6-72 h im Falle des NSTEMIs nach
Erstkontakt gewdhlt. Wenn keine PTCA durchfiihrbar ist oder eine Erstkontaktzeit von
zwei Stunden iiberschritten wurde, besteht alternativ die Moglichkeit einer Reperfusion

durch Fibrinolytika. (Ibanez et al. 2018)



Nachfolgend wird im Regelfall zur Prophylaxe der koronaren Rethrombose eine
sogenannte duale  Thrombozytenaggregationshemmung durchgefiihrt. Diese
Kombination besteht aus einer 12-monatigen Ticagrelor-, Prasugrel- oder Clopidogrel-
Gabe und einer lebenslangen ASS Therapie. Im Verlauf steht die Behandlung der
vorliegenden Komplikationen im Vordergrund. Zu den wichtigsten Begleiterkankungen
gehoren Herzrhythmusstorungen, die meist symptomatisch mit einer Frequenzkontrolle
durch Antiarrhythmika oder bei vorliegender Lebensgefahr mit einer extemen
Defibrillation behandelt werden. Eine akute Herzinsuffizienz tritt hiufig durch eine
Mitralklappeninsuffizienz auf und wird operativ oder interventionell behandelt. Je nach
Schwere der Komplikationen erhdht sich die Letalitdt von < 5 % auf bis zu 90 %. Im
weiteren Verlauf werden spezielle kardiologische Rehabilitationen und Life-Style-

Anderungen angestrebt und empfohlen. (Ibanez et al. 2018)

Symptome
P AkutmaBinahmen
ASS 150-300 mg p.o.
" Enoxaparin 0,5 mg/kgKG i.v.
* 02-Gabe (<90%)
Diagnostik Nitrat@
Inkl. EKG und Analgetika
Troponin T
1 EKG-Befund uneindeutig
STEMI NSTEMI Echokardiographie Troponintest
+ PTCA — Reevaluation N — Instabile Angina pectoris

Abbildung 2: Leitliniengerechte Diagnostik und Therapie des Herzinfarkts

Im Rahmen eines Herzinfarkts kommt es zu einer typischen Beschwerdesymptomatik, die zunéchst mit
AkutmalBnahmen symptomatisch behandelt wird. Nachfolgend wird eine Therapieoption anhand der
Befunde im EKG gewidhlt, wobei durch Bestitigung des Herzinfarkts eine interventionelle Therapie das
Mittelderersten Wahldarstellt.

ASS — Acetylsalicylsdure; EKG — Elektrokardiographie; (N)STEMI — (non) ST-elevating myocardial

infarction; PTCA — percutaneous transluminal coronary angioplasty



1.13 Das physiologische Immunsystem

Zum Verstindnis der Abldufe im Fall einer pathologischen Aktivierung des
Immunsystems sind die physiologischen Umstdnde zu beleuchten. Das menschliche
Abwehrsystem setzt sich aus einem angeborenen und einem erworbenen Anteil
zusammen. Die angeborenen Abwehrmechanismen werden zusitzlich in physikalische

und zelluldre Mechanismen unterteilt.

Die angeborene Immunantwort zeichnet sich durch eine unspezifische Immunreaktion
gegeniiber Erregern und Toxinen aus. Die physikalische Komponente beinhaltet die
schiitzende Funktion des verhornten Plattenepithels der Haut, eine Schleimproduktion
mit Lysozym, Laktoferrin und Immunglobulin Typ-A sowie Schutzreflexe wie der
Hustenreiz oder der Kornealreflex. Als zellulire Mechanismen hingegen werden
Abwehrreaktionen auf Basis von major histocompatibility complex-1 (MHC-1) und MHC-
II bezeichnet. Diese MHC-Regionen stellen Genkomplexe dar, welche unter anderem fiir
die Oberflachenantigene human leukocyte antigen (HLA) A, B, C und D mit den
Untertypen DR, DP und DQ codieren und die Prisentation eigener und fremder Antigene
ermdglichen. Hierbei sind MHCI Oberflidchenantigene auf allen kernhaltigen und MHC-
II Oberfldchenantigene im iiberwiegenden Anteil auf antigenprisentierenden Zellen zu
finden. Zu den humoralen Mechanismen, welche hauptsidchlich durch Plasmaproteine
eingeleitet werden, zdhlen zum einen der Anstieg an Akute-Phase-Proteinen, Opsonieren
durch das Komplementsystem und die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine. Im
Zuge einer Akuten-Phase-Reaktionsind eine Leukozytosezur Abwehr von Erregern, eine
erhohte Thrombogenitéit zur Wundheilung und die Erh6hung von Akute-Phase-Proteinen
zubeobachten. Hierbeisind mehrals 30 verschiedene in der Leber synthetisierte Proteine
beteiligt. Zu den wichtigsten Vertretern gehoren das C reaktive Protein (CRP), das
Ferritin und das Haptoglobin. Wiahrend durch CRP Pathogene opsoniert werden, wird
durch Ferritin das freie Eisen und durch Haptoglobin freies Himoglobin im Blut
gebunden. Des Weiteren entsteht iiber Erh6hung von Fibrinogen eine beschleunige

Wundheilung und gleichzeitig eine erhohte Thrombogenitit des Blutes.

Das Komplementsystem beinhaltet mehr als 30 verschiedene Plasmaproteine. Uber eine
Kaskade werden die funktionstragenden Komplementfaktoren aktiviert. Im Grunde
fithren diese aktivierten Komplementfaktoren mittels dreier Mechanismen zu einer
Erregerabwehr. Uber eine Aktivierung von C5b und Anlagerung von C6-C9 entsteht der

Membranangriffskomplex, welcher durch Einbringung einer Pore in die Zellmembran



infizierte Zellen depolarisiert und schlussendlich nekrotisiert. Eine Opsonierung erfolgt
iiber die Komplementfaktoren C3bund C4b. Eine weniger spezifische Antwort wird liber
eine lokale Inflammation durch C2b, C3a, C4a und C5a eingeleitet. Die Funktion dieser
humoralen Mechanismen besteht in der Initiierung einer Immunantwort und einer daraus
folgenden Vasodilatation, der Erh6hung der Gefallpermeabilitit, der Chemotaxis von

Immunzellen und dem Abt6ten von Erregern.

Das erworbene Immunsystem stiitz sich auf eine Prisentation von Antigenen iiber MHC-
Molekiile. Im Zuge der Immunantwort durch MHC-I Molekiile werden zytotoxische T-
Zellen, welche cluster of differentiation 8 (CD) positiv sind, aktiviertund fithren entweder
durch Perforine zu einer direkten Zelllyse oder zu einer durch Proteasen vermittelten
Apoptose. Eine Prasentation tiber MHC-II Molekiile initiiert entweder eine Typ-1- oder
Typ-2-Reaktion. Die Typ-1 Reaktion beinhaltet eine Stimulation von Ty; Zellen zur
Produktion von Zytokinen iiber Makrophagen. Darauffolgend werden weitere
Makrophagen durch sezernierte Zytokine aktiviert. Eine Typ-2-Reaktion hingegen stiitzt
sich auf eine Internalisierung von oberflachlichen Immunglobulinenauf B-Lymphozyten,
die daraufhin durch eine Prisentation des Antigens tiber MHC-II durch T-Helfer-Zellen-
2 (Tup-Zellen) aktiviert werden. Im Verlauf wird so eine Proliferation der B-Zelle initiiert
und die Produktion des antigenspezifischen Immunglobulins erhéht. Eine eher seltenere
Aktivierung der erworbenen Immunantwort wird unter Internalisierung von
Polysacchariden beobachtet. Hierbei kann die B-Zelle ohne Interaktion mit T-Zellen in

einen aktivierten Zustand tibergehen.

Die unterschiedlichen Ebenen der Abwehrreaktion sind in den Grundziigen dargestellt.
Die Interaktion dieser verschiedenen Mechanismen bei einem Herzinfarkt ist weiterhin

nicht zur Ginze geklart.



1.14 Immunantwort und Postinfarktphase

Der Ablauf der Regeneration nach einem Myokardinfarkt kann durch eine Abfolge dreier
Phasen beschrieben werden. (Frangogiannis 2012) Zu Beginn zeigt sich eine
inflammatorische Phase, in der ein Débridement untergegangener Zellen erfolgt. Zur
Initilerung dieses Prozesses befinden sich im normalen Herzgewebe zahlreiche
gewebsstindige Mastzellen. Diese mit Zytokinen beladenen physiologischen Zellen
werden liber eine Reihe von Molekiilen zur Degranulationangeregt. Zu diesen Molekdiilen
gehoren die reactive oxygen species (ROS), das Adenosin und die C5Sa
Komplementfaktoren. (Gilles et al. 2003; Linden 2001; Ito et al. 1993) Diese Stoffe
werden durch untergegangene Zellen freigesetzt oder iiber Mediatoren angeregt.
Zirkulierende Leukozyten werden durch Chemokine und adhésive Molekiile zur
Transition angetrieben. Zusétzlich fordert im Besonderen das Chemokin CCL2 eine
Infiltration des Herzgewebes mit proinflammatorischen Makrophagen. (Gu et al. 1999)
Interleukine hemmen in der inflammatorischen Phase die Synthese von extrazellulidrem
Gewebe, was eine verspdtete Fibrose des Gewebes bedingt. Im Verlauf treten

antiinflammatorische Makrophagen in das Herz ein. (Saxenaetal. 2013)

Uberlappend schlieBtsich die proliferative Phase an. In diesem Zeitabschnitt werden iiber
Wachstumshormone mononukledre Zellen, Makrophagen Subpopulationen und
mesenchymale Zelllinien angeregt. Eine Sekretion von Extrazelluldrmatrix durch
Fibroblasten bewirkt eine Fibrose des infarzierten Gewebes. Zum Abschluss der
proliferativen Phase nimmt die Anzahl der mesenchymalen Zelllinien ab, wodurch die
Phase der Alterung eingeleitet wird. Im Verlauf entsteht eine regressive Narbe aus
vernetztem Kollagen. (Lerman et al. 1983) Dies ist das mikroskopische Korrelat zu der

makroskopisch sichtbaren Narbe, die im postinfarziellen Verlauf entsteht.

Nachfolgend werden die wichtigsten oben genannten Entziindungswege nach einem
Herzinfarkt erldutert. Diese Pathways erstrecken sich von der direkten Wirkung

pathologisch freigesetzter Molekiile bis hin zur aktiven Férderung der Entziindung.

Am Anfang der inflammatorischen Kaskade steht die Nekrose von Myokardzellen.
Dieser Vorgang beinhaltet die Freisetzung von danger associated molecular patterns
(DAMPs), (Lerman etal. 1983; Arslan etal. 201 1) Hitzeschockproteinen (Zou etal. 2008)
und ATP. (Mezzaroma etal. 2011) Zu den wichtigsten Vertretern dieser DAMPs gehort
das high mobility group box I (HMGB1) Molekiil, welches iiber to/! like receptor (TLR)

und receptor of advanced glycation end products (RAGE) eine Immunantwort auslost.
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(Andrassy et al. 2008) ATP und Hitzeschockproteine wiederum aktivieren das
Immunsystem auf direktem Wege mit einer Initiilerung von Zytokinen, Chemokinen und
Adhésionsmolekiilen. Zusétzlich ist eine Einleitung der Immunantwort iiber Fragmente
der Extrazellulirmatrix und der Komplementkaskade zu beobachten. (Zou et al. 2008;

Mezzaroma etal. 2011)

Einen obligaten Aspekt der Entziindung stellen die TLR dar. Diese Rezeptoren werden
im Verlauf und wihrend der Nekrose durch desoxyribonucleic acid (DNA) und
ribonucleic acid (RNA) aktiviert. Es werden 13 Mitglieder dieser Rezeptorfamilie
beschrieben, wobei einige dieser Rezeptoren eine relevante Funktion in der
Erregerabwehr besitzen. Speziell die TLR 2 & 4 werden in der Entziindungsphase des
Herzinfarktes exprimiert. Eine Beteiligung des TLR 4 an der sekundiren Schidigung im
Infarktgebiet (Oyamaet al. 2004), an der Abnahme der kardialen Pumpfunktion und dem
maladaptiven Remodeling (Timmers et al. 2008) wurde beschrieben. Ein
Reperfusionsschaden des Gewebes konnte mit dem TLR 2 in Verbindung gebracht
werden. (Arslan etal. 2010)
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Abbildung 3: Ubersicht der Inflammation durch Schliisselmediatoren

A Granulozyt in der Blutbahn mit 7ol/ing. B Interaktion mit Integrinen und adhésiven Molekiilen. C
Zusitzliche Initiierung der Immunantwort durch DAMPs. D-F Infiltration des Gewebes. DAM Ps — danger
associatedmolecular patterns; TLR — tolllikereceptor; ROS — reactive oxygen species.



11

Reactive oxygen species stellen eine weitere Ebeneder Entziindung dar. Hierbei fungieren
diese Schliisselmolekiile als Mediatoren, die eine Entziindung im Randgebiet des
Infarktes auslésen. (Mittal et al. 2014) Nicht nur wird eine Bildung und Freisetzung von
ROS durch Interleukine gefordert, umgekehrt kann auch eine Aktivierung von
Interleukinen durch ROS verursacht werden. Dadurch entstehen ein positives Feedback
und somit eine verstirkte Entziindungsreaktion. Bildung und Sekretion dieser ROS wird
iiberwiegend von polymorphnukledren Leukozyten {ibernommen und bedingt eine
erhohte Permeabilitidt der GefdBwinde. (Mittal et al. 2014) Weitere Funktionen wie eine
Forderung der Rekrutierung durch Induktion von Integrinen (Mulligan et al. 1992),
Chemokinen (Chandrasekar etal. 2001; Mulligan et al. 1992), Zytokinen und Adhésiven
Molekiilen sind beschrieben. (Fan et al. 2002)

Zu den Chemokinen und Zytokinen gibt es jeweils eine heterogene Gruppe, die in ihrer
Funktion pleiotrope Effekte zeigen. Neutrophile Granulozyten, Monozyten, T- und B-
Zellen sind an der Erh6hung sowohl von Chemokinen als auch Zytokinen im infarzierten
Gewebe beteiligt. (Frangogiannis 2007; Meager 1998) Eine Rekrutierung
inflammatorischer Leukozyten wird den zwei Chemokingruppen C-C und C-X-C
zugeschrieben. Wéhrend die C-C Gruppenmitglieder einen chemotaktischen Effekt auf
Makrophagen ausiiben (Gu etal. 1999), sind die Vertreter der C-X-C hauptsdchlich mit
einer Leukozytenrekrutierung assoziiert. (Ivey et al. 1995) Eine C-C-Gruppen abhéngige
Infiltration durch antiinflammatorische mononukleédre Zellen und regulatorische T-Zellen

wird vermutet. (Dobaczewski etal. 2010)

Weiterhin wird eine gesteigerte Sekretion von Tumornekrosefaktor (TNF), Interleukin
(IL)-1P und IL-6 im infarzierten Gewebe beobachtet. (Dewald et al. 2004) Mechanistisch
wird eine Aktivierung iiber mitogen-activated protein kinase (MAPK) und
Januskinase/signal transducer and activator of transcription (JAK/STAT)
hervorgerufen. AnschlieBend werden tiber nuclear factor kappa light chain enhancer of
activated B-cells (NF-xB) und activator protein-1(AP-1) Transkriptionsfaktoren zur
Bildungvon TNF-a und IL-6 freigesetzt. (Begund Baltimore 1996) Tumornekrosefaktor-
Molekiile bewirken unter anderem kardiogene Effekte, die zum iiberwiegenden Anteil
iiber TNF-Rezeptor 1 & 2 vermittelt werden. Obwohl die Freisetzungdes TNFs {iber eine
Chemotaxis die Entziindung fordert, werden ebenfalls antiapopotische und somit
antiinflammatorische Effekte beschrieben. (Hamid et al. 2009) Interleukin 1 besitzt

zusitzliche Eigenschaften, die eine Forderung der Chemotaxis und eine gleichzeitige
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Hemmungvon Myofibroblasten bewirken. (Saxenaetal. 2013; Siwik etal. 2000) Obwohl
ein therapeutischer Nutzen in der Rheumatherapie beschrieben wurde, bleibtein positiver
Effekt bei einer Suppression von IL-6 im Herzgewebe aus. Neutrale Effekte (Fuchs et al.
2003) bis hin zu negativen Auswirkungen, wie die erhohte Inzidenz von

Herzwandrupturen (Hilfiker-Kleiner et al. 2010), werden beschrieben.
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1.1.5 Das molekulare Remodeling

Das postinfarzielle Remodeling beinhaltet verschiedene Verdnderungen in der Struktur
und Funktion des Myokards. Die grundsitzlichen Vorginge beruhen auf einer
Hypertrophie, Proliferation, Apoptose und Nekrose der infarzierten Zellen. Zusatzlich
zeigen sich Verdnderungen wie Akkumulation, Abbau und Fibrosierung der
Extrazelluldrmatrix. In den Grundziigen wird zwischen Narbenformation und reaktiver
Fibrose unterschieden. Hierbei erstreckt sich die Narbenformation ausschlieBlich auf das
Infarktareal, wohingegen die reaktive Fibrose sowohl im infarzierten als auch im
gesunden Gewebe zu finden ist. Neben einer Einschrinkung der Kontraktilitit sind
Auswirkungen auf die Elektrophysiologie des Herzens beobachtet worden. Dadurch kann
zusidtzlich zu einer mechanischen Stéorung der Herzfunktion eine Pridisposition fiir

Arrhythmien beobachtet werden. (Francis Stuart etal. 2016)

Im Verlauf der einzelnen Phasen des Remodelings werden drei Zeitabschnitte
beschrieben. In der Anfangsphase entsteht im Rahmen der Hypoxie und der daraus
resultierenden Komplementaktivierung eine Entziindung. Hierzu wandern neutrophile
Granulozyten, Makrophagen und mononukledre Zellen ein. (Talmanund Ruskoaho 2016)
Im Rahmen dieser inflammatorischen Reaktion isteine Inhibition der Extrazellularmatrix
und eine stark erhohte Expression von Zytokinen, wie TNF-a, IL-1B, und IL-6,
charakteristisch. (Saxena etal. 2013; Siwik etal. 2000) Weitere Entziindungsmediatoren
wie ROS, MMP und TLR sind ebenfalls an dieser Entziindung beteiligt. (Mittal et al.
2014; St. Sutton und Sharpe 2000; Andrassy et al. 2008) Von der Herzinfarktgrofle
abhingig entsteht entweder ein Riickgang oder ein weiterer Anstieg inflammatorischer
Mediatoren. Im Unterschied zur anfanglichen Entziindungsreaktion wird die Freisetzung
der Mediatoren im gesunden und im infarzierten Areal beobachtet. Dieser Zustand kann
mehrere  Wochen spiter nachgewiesen werden und wird hauptsdchlich durch
mechanische Beanspruchung des Myokards ausgeldst. Zusétzlich bewirken Zytokine eine

Myokardhypertrophie, Myokardapoptose und Kontraktilitdtsstorungen. (Nian etal. 2004)

Im Ubergang zwischen der inflammatorischen und der proliferativen Phase besitzt der
transforming growth factor  (TGF-B) eine wichtige Funktion. Analog zu Zytokinen
befindet sich TGF-f im gesunden Herzgewebe eingelagert. (Frangogiannis 2012) Nach
Schiadigung der Myokardzellen und einer daraus folgenden Aktivierung
inflammatorischer Entziindungskaskaden werden diese vorgeformten Molekiile

freigesetzt. Die Funktion des TGF-Bs besteht in einer fiir die proliferative Phase



charakteristische Hochregulierung von  Fibronektin und Kollagen, einer
Transdifferenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten und einer Férderung von
Proteaseinhibitoren. (Kuwahara et al. 2002; Ignotz und Massagué 1986; Schiller et al.
2004)
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Abbildung 4: Einfliisse des TGF-p auf unterschiedliche Zellen

TGF-p - transforming growth factor

Im weiteren Verlauf etabliertsich die proliferative Phase, die durch eine Narbenformation
und Neoangiogenese gekennzeichnet ist. Hierbei ist eine Abnahme der
inflammatorischen Zellen und eine Proliferation von Fibroblasten charakteristisch. Eine
Zunahme der Extrazellulirmatrix mit verstarkter Synthese von Kollagen, Laminin und
adhésiven Proteinen wird beobachtet. (Shinde und Frangogiannis 2014) Das molekulare
Korrelat ist eine Abnahme der inflammatorischen Mediatoren und eine Zunahme an

angiogenen und wachstumsfordernden Faktoren. (Talman und Ruskoaho 2016)

An die proliferative Phase schliet sich ein Reifeprozess der Narbe an. Dieser
Zeitabschnitt ist gekennzeichnet durch eine Zunahme der Stabilitdt und Kontraktion des
Narbenareals. Ursédchlich fiir die Stabilitdtszunahme ist eine Umwandlung von Kollagen
IIT in Kollagen I und ein cross linking der Kollagenfasern. (Weber et al. 2013) Die
Persistenz der Narbe wird mittels residenter Myofibroblasten durch Erneuerung des
Kollagens aufrechterhalten. (Prabhu und Frangogiannis 2016) Die postinfarziell
fortschreitende Herzinsuffizienz begriindet sich hauptsichlich durch eine Hypertrophie

der Kardiomyozyten im gesunden Herzgewebe und einem darauffolgenden fibrosen
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Umbau, wobei der anfingliche Untergang von Kardiomyozyten im Infarktareal eine
untergeordnete Rolle einnimmt. In Folge der Kontraktion der Infarktnarbe und der
Hypertrophie der Kardiomyozyten wird eine progressive Abnahme der systolischen und
diastolischen Funktion des Herzens beobachtet. (Weber et al. 2013; Heineke und
Molkentin 2006) Ursdchlich zeigen sich, aufgrund der hoheren mechanischen
Beanspruchung, eine erhohte Aktivitit von TGF-B und lokalen Fibroblasten im
Interstitium und Adventitia der Koronararterien. (Weber et al. 2013) Des Weiteren ist
eine Einengung der Koronararterien und eine infolgedessen abnehmende Blutzufuhr zum
Herzen beobachtet worden. (Dai et al. 2012) Diese molekularen Prozesse bedingen eine

progrediente Herzinsuffizienz und eine erhdhte Mortalitit des Patienten.
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1.1.6 Elektrophysiologie

Kardiale Arrhythmien entstehen durch unterschiedliche Verdnderungen und
Abnormititen des Herzgewebes. Im Verlauf einer normalen Herzaktion entsteht durch
den Sinusknoten eine Depolarisationswelle, die sich iiber den gesamten Vorhof
ausbreitet. Diese Erregung leitet sich darauffolgend iiber das His-Biindel und die
Tawaraschenkel zu den Purkinjefasern fort. AnschlieBend wird das Myokard durch die
Purkinjezellen depolarisiert. Das gesamte Herzgewebe, angefangen vom Apex bis zur
Basis, kontrahiert. Dieser Vorgang ist wichtig fiir die Ejektionsfraktion, der
Auswurfleistung des Herzens und das Herzzeitvolumen. Das Aktionspotential der
Herzmuskulatur entsteht durch eine Aktivierung diverser lonenkanéle. Diese Erregung
wird iiber gap junctions zwischen den Kardiomyozyten iibertragen. (Kanno und Saffitz
2001) Hierbei ist die Ausprigung dieser lonenkanéle urséchlich fiir die unterschiedliche

Leitfdhigkeit der einzelnen Regionen im Herzgewebe. (Nerbonne und GUO 2002)

Die Abldufe wihrend eines Aktionspotentials werden, wie in Abbildung 5 dargestellt, n
die Phasen 0 bis 4 unterteilt. Zu Anfang der Phase 0 entsteht eine Depolarisation der
Kardiomyozytenzelle bis zum Schwellenpotential. (Kunze 1985) Hierdurch 6ffnen sich
in Phase 1 die spannungsgesteuerten Natriumkanile, die eine weitere Depolarisation der
Zelle bewirken. Dieser Vorgang endet mit Erreichen des Umkehrpotentials oder durch
Inaktivierung der Natriumkanile. Darauthin 6ffnen fast- und slow transient outward
Kaliumkaniéle, die der Depolarisation entgegenwirken. Im Verlauf der Phase 2 entsteht
durch ein Gleichgewicht zwischen spannungsgesteuerten L-Typ Calciumkanilen und
spannungsgesteuerten delayed rectifier Kaliumkanélen eine Plateauphase. (Carmeliet
1999) In Phase 3 werden die spannungsgesteuerten Calciumkanile inaktiviert, was eine
Repolarisation der Zelle bedingt. Das normale Spannungspotential wird bei bestehendem
Einstrom durch die delayed rectifier Kaliumkandle in der vierten Phase des

Aktionspotentials erreicht. (Amos et al. 1996)

Da bei jedem Schritt der Erregungsweiterleitung Verdnderungen auftreten kdnnen, ist die
Variabilitit von Herzrhythmusstorungen vielfiltig. Diese Abweichungen werden im
klinischen Alltagunter elektrokardiographischer Darstellungnachgewiesenund beurteilt.
Hierbei wird entweder eine einmalige Aufzeichnung der Herzaktion {iber sechs bis zwolf
Sekunden  durchgefiihrt oder eine Langzeitaufnahme im  Sinne eines
Langzeitelektrokardiogramms iiber 24 bis 72 h erstellt. Zur Evaluation des EKGs sind

Grenzwerte fiir die einzelnen Abschnitte der Herzaktion festgelegt. Die
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Vorhofkontraktion wird durch die PQ-Strecke dargestelltund beinhaltet die P-Welle. Der
sich anschlieBende QRS-Komplex entsteht aus der elektrischen Aktivitit des
Ventrikelseptums (Q) und der Ventrikelwand (R und S). Nachfolgend wird die
vollstindige Kontraktion des Myokards durch die ST-Strecke dargestellt. Die T-Welle

wird durch eine anschlielende Repolarisation der Myokardzellen verursacht.

Unter den Arrhythmien werden Reizbildungsstdrungen von Reizleitungsstorungen
unterschieden. Zum einen finden sich bei normotopen Reizbildungsstdrungen
Abweichungen der Herzfrequenz (< 60 bpm; > 100 bpm; Sinusarrhythmie) und zum
anderen bei heterotropen Reizbildungsstorungen Extrasystolen, Ersatz- und
Extrarhythmen. Zusétzlich sind Sonderformen, wie Sick-Sinus-Syndrom, Tachykardien
und sudden cardial death, jeweils einer Kategorie zuzuordnen. Zu den héufigsten
himodynamisch relevanten Herzrhythmusstorungen gehoren die ventrikuldren
Arrhythmien. Neben ventrikuldren Extrasystolen finden sich auch komplexere
Verdnderungen wie Bigemini, Trigemini, Salven und ventrikuldre Tachykardien. Haufig

treten diese Arrhythmien postinfarziell oder wéhrend eines Herzinfarkts auf.

A B
A A
0 1 2 3 4
0mV > 0mV >
-80 mV -80 mV
v —_— v

Abbildung 5: Spezies-spezifische Unterschiede des Aktionspotentials

A — Aktionspotential des Menschen mit einer Einteilung in 0 — Ruhemembranpotential 1 — Depolarisation
2 — Plateauphase 3 — Repolarisation 4 — Nachpotential/ Ruhemembranpotential. B — Aktionspotential der
Maus ohne Plateauphase.
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1.1.7 Die Induktion von Arrhythmien im Mausmodell

Eine der hdufigsten Komplikationen in Folge eines Herzinfarkts sind Arrhythmien.
(Bloch Thomsen et al. 2010) Das Vorkommen postinfarzieller Herzrhythmusstdrungen
ist je nach Spezies unterschiedlich. Im Falle der Maus zeigt sich eine geringe Inzidenz
und verkiirzte Haufigkeit von Arrhythmien nach einem Herzinfarkt. Daher existieren im
Rahmen eines Mausmodels unterschiedliche Methoden zur Arrhythmogenese. Zum einen
werden Erkrankungen des Herzrhythmus, wie Brugada Syndrom oder Long-QT-
Syndrom, durch Verdnderung bestimmter Gene verursacht. (Papadatos et al. 2002) Zum
anderen konnen durch externe Stimulation oder durch Induktion eines Herzinfarktes

Arrhythmien initiiert werden. (Clasen et al. 2018)

Zur Untersuchung von VES, BG/TG, Salven und VTs werden vornehmlich programmed

electrical stimulation (PES) des Herzens und die Induktion eines Herzinfarkts genutzt.

Im Rahmen der PES kommen sowohl duflere als auch innere Elektroden mit
Zuhilfenahme eines Katheters zur Anwendung. Die Versuchstiere werden fiir die
Untersuchung narkotisiert und durch Impulse zur Erzeugung von Arrhythmien angeregt.
Hierbei variierten die Anzahl und die Erfolgsrate dieser Reize in verschiedenen Studien.
(Clasen et al. 2018) Fiir diese Studie war die PES durch die Notwendigkeit einer

Anésthesie und eine kurze Beobachtungszeit nicht geeignet.

Zur Induktion von Herzrhythmusstorungen schien die Wahl der Ligatur mit
nachfolgendem Herzinfarkt fiir diese Studie am besten geeignet. Neben der permanenten
und tempordren Ligatur der left anterior descending (LAD), sind ablative und
metabolische Methoden vertreten. (Bell et al. 2011; Jensen et al. 1987; Michael et al.
1999; Michaeletal. 1995; Nossulietal. 2000) Wirbeobachtetenin unseren Experimenten
nach einem Reperfusions- oder Permanentinfarkt lediglich ein Auftreten der
postinfarziellen Verdnderungen ein bis zwei Tage nach der Ligatur. Hierdurch war eine
Untersuchung der MSC-Auswirkungen eingeschrinkt moglich. Daher schien ein
einmaliger Infarkt unzureichend fiir die Beobachtung der postinfarziellen Arrhythmien.
Im Rahmen des nachfolgend verwendeten Doppelinfarktmodels wurde nach dem ersten
Reperfusionsinfarkt (erster Infarkt) zusitzlich ein Permanentinfarkt (zweiter Infarkt) an
der gleichen Stelle verursacht. Hierdurch traten erneut postinfarzielle Arrhythmien auf.
Durch Zuhilfenahme dieser Methodik konnte die Zeitspanne, das Auftreten und die
Induktion von Arrhythmien begiinstigt werden. (Sadraddin et al. 2019)
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1.1.8 Postinfarzielle Arrhythmien

Eine strukturelle Schidigung des Herzgewebes hat, zusitzlich zu den himodynamischen,
metabolischen und biochemischen Verdnderungen, (Rahbarghazi etal. 2014; Kim et al.
2018) ebenfalls Auswirkungen auf die Elektrophysiologie des Herzens. Eine solche
Schéidigung tritt am hidufigsten im Rahmen eines Myokardinfarktes auf. Obwohl sich das
elektrophysiologische = System  durch  den  geringeren  Energieverbrauch
widerstandsfahiger darstellt, besteht eine postinfarziell erhdhte Arrhythmogenitit des
Herzens. Hierbei konnte nachgewiesen werden, dass mit Zunahme der Infarktgro8e die
Wahrscheinlichkeit fiir lebensbedrohliche Herzrhythmusstorungen steigt. (van der Weg
et al. 2016) Zu Beginn liegt dieser Arrhythmogenitdt eine erhohte extrazellulire
Kaliumkonzentration zugrunde. Infolgedessen wird eine inhomogene Verteilung des
Kaliums beobachtet, was zur Modulation der Erregbarkeit, spontaner Aktivierung durch
Purkinjefasern und Entstehung von ventrikuldren Tachykardien fiihrt. (Weiss et al. 2017)
Zusitzlich entsteht durch eine erh6hte Sympathikusaktivitétiiber anaerobe Glykolyse, die
Bildung freier Fettsduren und eine erhohte zytosolische Calciumkonzentration eine
Variation der Aktionspotential- und Repolarisationsldnge. Eine Begiinstigung von
Kammerflimmern durch freie Fettsduren wurde ebenfalls nachgewiesen. (Oliver 2010)
Weitere Verdnderungen werden an den Connexonen beobachtet. Speziell wird die
Kopplung der Zellen durch eine Dephosphorylierung des Connexin 43 aufgehoben und
somit die physiologische Erregungsleitung der Gap-Junctions gestort. (Beardslee et al.
2000) Wéhrend sich diese Verdnderung innerhalb der Narbe durch Wellenabbriiche
antiarrhythmogen auswirkt, besteht an der Grenzzone zum Infarktgebiet eine
proarrhythmogene Tendenz mit Stiickelung der elektromagnetischen Wellen. (Opthof et
al. 1993) Weiterhin ist eine Induktion der Herzrhythmusstérungen durch

Koronarspasmen nach Reperfusion des geschiddigten Myokards beobachtet worden.

(Langetal. 1974)
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1.2 Regenerative Medizin

Die Therapie des Myokardinfarkts istaktuell durch einen hauptsichlichsymptomatischen
und priaventiven Charakter gepriagt. Ursdchliche Ansitze sind limiert und stehen oftmals
durch einen prolongierten priaklinischen oder klinischen Verlauf nicht zur Verfiigung
Auch im Falle einer optimalen Reperfusionstherapie ist ein restitutio ad integrum nicht
zu erwarten. Um eine vollstindige Wiederherstellung des Herzens zu ermdglichen sind
neue Ansétze zur Therapie notwendig. Zu den Themen in der aktuellen Forschung gehort
die Anwendung der MSCs nach einem Herzinfarkt. Sie besitzen pluripotente
Eigenschaften und werdenanhand von Oberflichenantigenenidentifiziert. Auswirkungen
auf die Herzfunktion, das Immunsystem und den Remodeling-Prozess werden mittels
Injektion oder Infusionder Zellen in das Zielgewebe oder in den Blutkreislauf untersucht.
Mesenchymale Stammzellen finden ihre Anwendung bereits in einigen klinischen

Studien am Menschen.

1.2.1 Die Stammzell-basierte Forschung

Die am hiufigsten verwendeten MSCs haben ihren Ursprung im Knochenmarksgewebe.
Alter und Komorbiditidten des Spenders nehmen hierbei eine entscheidende Rolle fiir
Qualitdt und Quantitét dieser Zellen ein. (Fan et al. 2010) Mesenchymale Stammzellen
betiteln eine heterogene Gruppe aus unterschiedlichen pluripotenten Zellen. Definierend
sind unter anderem eine adhdrente Kultur auf Plastikoberflichen, pluripotente
Eigenschaften und eine Expression von CD44, CD73, CD90, CD105 und stem cells
antigen-1 (Sca-1). (Dominici et al. 2006) Weiterhin besitzen diese Zellen keine
hdamatopoetischen Oberflachenmarker, wie CD45. (Dominici et al. 2006) Unterschiede
zu den gewebsstindigen Myofibroblasten bestehen unter anderem in ihrem
Proliferations- und Differenzierungspotential. Die Wirkungen von MSCs sind vielféltig
Hieraus entwickelten sich unterschiedliche Strategien zur therapeutischen Anwendung,
Zum einen konnen Eigenschaften der Kontraktilitit oder Leitfdhigkeit von
Kardiomyozyten iibernommen werden. (Wei et al. 2011) Zum anderen wird eine
Sezernierungparakin wirkender Molekiile beobachtet. Hierdurch kann das Immunsystem
oder das Remodeling im Verlauf beeinflusst werden. Einige dieser Effekte sind auch bei
Implantation der Zellen auf der Herzoberfliche oder bei Infusion in die Koronararterien

beobachtet worden. (Tano etal. 2016)
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Die Wirkungsweise der MSCs kann in drei Kategorien eingeteilt werden. Hierzu gehoren
regenerative FEigenschaften, parakrin vermittelte lokale Auswirkungen und die

Immunmodulation.

Obwohl das Herz lidngere Zeit als ein nicht regeneratives Organ ohne Dynamik galt,
konnte durch den Nachweis von Regenerations- und Apoptose-Herden die
Regenerationsféahigkeitdes Herzensnachgewiesen werden. Diese Eigenschaft wird durch
sogenannte cardiac stem cells (CSC), die sich iiberwiegend in sogenannten
Stammzellnischen aufhalten, ermdglicht. Ein vollstindiger Ersatz des Herzgewebes
durch CSC wird im Mittel nach 4,5 Jahren erreicht. (Anversa et al. 2006) Eine solche
Regenrationsféhigkeit stellt sich, wenn auch nur minimal ausgeprigt, fiir die
Herzinfarkttherapie  als interessant dar.  Obwohl eine  postinfarzielle
Regenerationsbereitschaft beobachtet werden konnte, ist im Rahmen des massiven
Zelluntergangs keine effektive Regeneration moglich. Ein weiterer Grund hierfiir ist eine
Nekrose der CSCs im Infarktareal. Ein therapeutischer Ansatz von MSCs konnte hier
Anschluss finden. (Anversa et al. 2006) Der regenerative therapeutische Ansatz von
MSCs beschiftigt sich mit dem primidren Ziel, die Funktion des untergegangenen
Gewebes wiederherzustellen. Hauptsdchlich wurde der Versuch durchgefiihrt, den
geschéddigten Herzmuskel durch funktionsfahige Kardiomyozyten zu ersetzen. Diese

Ansitze fanden jedoch bislang keinen bleibenden Erfolg.

In MSC-Populationen konnten Subgruppen identifiziert werden, die unter anderem
Potential zur Differenzierung in Kardiomyozyten besitzen. Charakteristisch fiir diese
sogenannten cardiac progenitor cells (CPC) ist eine Expression kardial spezifischer
Marker wie cardiac troponin-t, a-Aktin und herzmuskelspezifischen Ionenkanélen. Diese
Differenzierung kann durch 5-Azacytidin oder eine Suppression von histone deacetylase
1 (HDAC1) induziert und dadurch potenziell therapeutisch genutzt werden. (Wei et al.
2011)(Luetal. 2014)

Die parakrine Funktion von MSCs zeigte in diversen Studien das Potential, die
Herzfunktion, die Gewebsregeneration und die Revaskularisierung zu verbessem.
(Rahbarghazi et al. 2014; Kim et al. 2018) Diese kardioprotektive Wirkung beinhaltet
antiapoptotische, antiarrhythmische und antiinflammatorische Komponenten.

Die antiapoptotische Funktion geht mit einer iberwiegenden Expression von B-cell
lymphoma 2 (Bcl2) gegeniiber Bcl-2-associated X protein (Bax) einher. Erhohte

Expression von antiapoptotischem baculoviral IAP repeat-containing 1b (Birc1b) und
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Bcl2 werden bei einer Stammzelltherapie ebenfalls beobachtet. (Zhongetal. 2015) Diese
Freisetzung beruht auf eine Sekretion von secreted frizzled related protein 2 (Sfrp 2).
Parallel erhoht Sfrp 2 auch die Herzregeneration durch verstirktes zelluldres Katenin
(Mirotsou et al. 2007)

Der Einfluss auf das Immunsystem und somit die antiinflammatorische Funktion ist ein
Hauptwirkungsprinzip der MSCs. Zu Beginn konnten durch in vifro Experimente die
antiproliferativen Effekte von MSCs auf T-Lymphozyten verdeutlicht werden. (A ggarwal
und Pittenger 2005) In Folge dieser Entdeckung sind erstmalig MSCs therapeutisch
verwendet worden. Zu dieser Zeit ist der Einsatz der Zellen bei graft versus host disease
(GvHD) im Fokus gewesen. Im Verlauf nahm aufgrund iiberwiegend positiver
Ergebnisse in der GvHD Behandlung das Interesse an MSCs fiir andere Gebiete zu.
Darauffolgend konnten Auswirkungen auf alle Zellen des Immunsystems beschrieben
werden. Zu den wichtigsten Vertretern dieser Wechselwirkungen zédhlen die T-
Lymphozyten. In diesem Zusammenhang haben die MSCs, durch einen Stillstand des
GO0/G1 Zellzyklus, eine weitgehend inhibierende Wirkung auf die T-Zell-Proliferation.
(Benvenuto et al. 2007) Mechanistisch wird dieser Arrest in Folge einer idoleamine-
pyrrole-2,3-dioxygenase (IDO), einer Prostaglandin E, (PGE,) Aktivitdtund einer daraus
folgenden kynureninacid (KYNA) und Kynurenin Akkumulation verursacht. (Meisel et
al. 2004; Benvenuto etal. 2007) Zusitzlich wird eine Expression von programmed death-
ligand-1 & 2 (PD-L1/2) auf MSCs beschrieben, welche einen inhibierenden Einfluss auf
die Zytokinsekretion von T-Zellen haben und somit eine antiproliferative Funktion
ausiiben. (Davies etal. 2017)

Dariiber hinaus zeigte sich, dass MSCs Einfliisse auf die Differenzierung der T-Zellen
besitzen. Eine Suppression von T-Helferzellen 1/17 (Ty;/17) und eine verstdrkte Bildung
von Ty, sind zu beobachten. Dieses verdnderte Gleichgewicht bedingt eine verringerte
Aktivitit zytotoxischer T-Zellen und B-Zellen. Regulatorische T-Zellen (T,,) werden im
Einfluss von IDO-Expression, PGE, und TGF-B1 Sekretion verstdrkt gebildet. (Ghannam
et al. 2010b) Effektiv entsteht durch aktive T.e-Zellen eine vermehrte Toleranz
gegeniiber eigenen Antigenen, was ebenfalls einen antiinflammatorischen Effekt zur

Folge hat.

Ein weiterer Einfluss wird an natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) beobachtet. Im
Rahmen eines Herzinfarktes werden stark beanspruchte Kardiomyozyten durch NK-

Zellen lysiert. Dies bedingt eine Einschrankung der Herzfunktion. Unter dem Einfluss
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von MSCs wird die Proliferation dieser Zellen und somit der Untergang von
Kardiomyozyten verringert. Hierzu beitragend besteht eine verringerte Aktivitit von
natural killer activating receptors, welche mit der Funktion der NK-Zellen korreliett.
(Spaggiari et al. 2008) Zusitzlich konnte unter MSC Einfluss eine verringerte [L-2 und
Interferon-y (IFN-y) Sekretion nachgewiesen werden. Diese Molekiile sind durch
inflammatorische Eigenschaften gekennzeichnet und werden hauptsichlich von T-Zellen
sekretiert. (Aggarwal und Pittenger 2005) Der Abfall signalisiert somit eine verringerte

Inflammation.

Ein weiterer wichtiger Vertreter in der Pathologie des Herzinfarktes sind Monozyten und
die aus den Monozyten entstehenden Makrophagen. Zum einen werden in der frithen
Phase des Herzinfarktes M;-Makrophagen beobachtet. Diese Zellen sind mit Zellnekrose
und damit einhergehender Entziindung assoziiert. (Hart et al. 1989) Zum anderen sind
mit einer Latenz mehrerer Tage M, Makrophagen, welche eher eine Regeneration des
Herzens durch Narbenbildung und Vaskularisierung unterstiitzen, nachzuweisen.
(Mantovani et al. 2004) MSCs besitzen die Eigenschaft, das Verhiltnis von M; zu M,
Makrophagen zu Gunsten der M, Makrophagen zu verdandern. (Frangois et al. 2012; Ben-
Mordechai et al. 2013) Dariiber hinaus konnte eine vermehrte Expression von CD39 und
CD73 auf Makrophagen unter Stammzelltherapie beobachtet werden. Dies trdagt durch
den vermehrten Abbau von Entziindungstriggern (Adenosintriphosphat (ATP) zu
Adenosinmonophosphat (AMP) oder Adenosin) zusétzlich zu  einem
antiinflammatorischen Milieu bei. (Monguio-Tortajada et al. 2017) Des Weiteren sind
verringerte T-Zell Proliferation und eine verringerte Zytokinproduktion durch IL-10
beschrieben worden. (Waal Malefytetal. 1991)

Auswirkungen auf die Elektrophysiologie der Herzaktion konnten ebenfalls beobachtet
werden. Im Verlauf des Remodelings nimmtdie Dichte an Connexin43 ab und die Dichte
an Connexin 45 zu. Diese Molekiile sind membranstindige Poren, die zwei Zellen
elektrisch und metabolisch miteinander koppeln konnen. Das Ungleichgewicht
beeintrachtigt die physiologische Erregungsausbreitung. Unter dem Einfluss von MSCs
konnte dieses Ungleichgewicht in vitro umgekehrt werden. (Li et al. 2018) Weiterhin
beobachtet man eine Wiederherstellung der QRS-Breite, der Kaliumkanaldichte und der
Calciumhomoostase der Kardiomyozyten. (Caietal. 2014)
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Abbildung 6: Die parakrinen Eigenschaften der MSCs

Die direkten und indirekten Einfliisse der MSCs iiber Mediatoren auf unterschiedliche Zellen des

Immunsystems.

HLA-G - human leukocyte-antigen-G; 1DO - idoleamine-pyrrole-2,3-dioxygenase; 1L-6 — Interleukin-6;
NO-Stickstoffmonoxid; PGE,— Prostaglandin-E; T Inhibition 1 Exzitation
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1.2.2 Hypoxische Prikonditionierung

Die hypoxische Prikonditionierung bezeichnet eine Kultivierung von Zellen in einem
hypoxischen Milieu. Eine verbesserte Wirkung von MSCs konnte bei Durchfiihrung einer
hypoxischen Prikonditionierung nachgewiesen werden. In einem solchen hypoxischen
Milieu von 1-5 % Sauerstofflevel entsteht bei den meisten Zellgruppen eine durch
Sauerstoffmangel induzierte Schiadigung des Gewebes. Gegenteilig wirkt sich diese
Sauerstoffkarenz bei MSCs aus. Hierbei konnte zusidtzlich zu einer verringerten
Apoptose, eine erhohte Proliferations- und Migrationsrate nachgewiesen werden. (Yu et
al. 2016) Diese Beobachtungen stiitzen sich auf eine erhdhte Expression angiogener und
wachstumsfordernder Faktoren. Insbesondere in vifro Experimente konnten unter
subletaler Hypoxie verstirkt hypoxie-induced-factor-1o (HIF-1a), fetal-liver-kinase-1
(Flk-1), Angiopoetin, Erythropoetin (EPO) und EPO Rezeptor (EPOR) nachweisen. (Hu
et al. 2008) Weiterhin zeigten sich signifikant erhdhte antiapoptotische und
iiberlebensfordernde Faktoren. Speziell fanden sich Bcel-2 und B-cell lymphoma-extra
large (Bcl-xL) als antiapoptotische und p105, p50 und p65 als iiberlebensfordemde
Proteine. Diese Tendenz zum Uberleben der hypoxisch prikonditionierten Zellen konnte
im nédchsten Schritt auch in vivo bestitigt werden. (Hu et al. 2008) Neben den Vorteilen
fiir Zelliiberleben und Apoptoseresistenz wurden Auswirkungen auf die therapeutische
Wirkung von MSCs beobachtet. Eine Infarktzonenreduktion durch MSCs konnte bei
vorheriger hypoxischer Prikonditionierung verstarkt beobachtet werden. (Hu et al. 2008)
Weitere positive Auswirkungen auf die Funktionsweise der MSCs sind zu erwarten und

werden in dieser Studie einen Anteil zu den Ergebnissen beitragen.
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1.3 Zielsetzung

Der Einfluss von MSCs auf diverse Funktionsparameter der Herzaktion nach einem
Herzinfarkt ist im Fokus der aktuellen regenerativen Medizin. Obwohl sich viele Studien
zu den FEinflissen von MSCs auf die kardiale Gewebsregeneration, die
Neovaskularisierung und auf die Pumpfunktion finden, sind die Untersuchungen zur
Elektrophysiologie und deren Verdnderungen unzureichend abgedeckt. Das Ziel dieser
Arbeit soll es sein, die Auswirkungen intramyokardial injizierter MSCs auf die einfachen

und komplexeren Arrhythmien nach einem Herzinfarkt zu bewerten.
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2 Material und Methoden

2.1 Invitro Experimente

2.1.1 Hardware und Software

Tabelle 1: Hardwareund Software

Materialien Typ Firma
Pinzette Anatomisch gebogen Aesculap
Petrischale 80 x 15mm Fisher Scientific
Laminar Luftstrombank Clean Air Wahl
Pinzette Chirurgisch Aesculap
Schere Material Aesculap
Injektionsspritze 10 ml B.D. Discartid IT
Injektionskaniile 18 Gauge Braun
Pipette 1 ml, 200 pl, 100p1, 10l Eppendorf
Filteraufsatz 70pm EASYstrainer
Zentrifuge Multifuge 1 SR Heraeus
Kulturflasche 75 cm? Cellstar
Mikroskop Axiocam MRm CarlZeiss
Tube 2ml Eppendorf
FACS BDLSR1I BD Bioscience
Konfokales Mikroskop SP2 Confocal Microscope Leica
Wasserbad WNB 22 Memmert
Pipette Pipetboy ac Integra Bioscience
15 mlTube Cellstar Tubes Grainer Bio-One
Inkubator Innova CO-48 Newbrunswick Scientific
Inkubator BD23 UL Binder
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Tabelle 2: Losungen

Material

Firma

stem cell functional identification kit

R&D Systems

dual endogenouse enzyme block

Dako North America, Inc.

Protein Block Serumfrei

Dako North America, Inc.

DAKO antibody diluent Dako North America, Inc.
Alexa Fluor568 Thermo Fisher Scientific
DAPI Farbstoff Sigma-Aldrich
Fluoroshield ™ Medium Sigma-Aldrich
Mesenpure STEMCELL Technologies
Mesenkult STEMCELL Technologies
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2.1.2 MSC Isolierung

Nach Aufarbeitung der Zellen in verschiedenen Versuchsreihen, die bei der Etablierung
der MSC-Kultur Anwendung fanden, konnte ein finales Protokoll fiir unsere
Versuchsvorhaben gewihlt werden. Hierbei wurden green fluorescent protein (GFP)-
Maiuse verwendet. Die B6-eGFP-Kultur (GFP") inkubierte drei Wochen lang unter
hypoxischen Bedingungen. Fiir die Implantation wurde ein 90 %-Anteil von MSCs

vorausgesetzt. Alle implantierten Zellen stammten aus zwei B6-eGFP-Donor-Méusen.

Zur Isolierung der MSCs wurden zwei B6-eGFP-Miuse aus eigener Zucht verwendet.
Das Alter der Mduse betrug 8 bis 16 Wochen. Die Tétung der Mduse erfolgte mittels
Luxation der Halswirbelsdule. Nach griindlicher Desinfektion mit 70 % Ethanol wurde
die Haut entfernt. Hierdurch konnte die vom Fell ausgehende Kontaminationsgefahr
minimiert werden. Die tibiae und femora wurden heraus priapariert und weitgehend von
Muskeln und Sehnen befreit. Nach griindlicher Préparation konnten die Knochen aus der
Gelenkpfanne luxiert, die Binder durchtrennt und die nun isolierten fibiae und femora in
eine Petrischale mit 5ml komplettem Medium (Mesencult plus Mesenpure, 1:1000)
iiberfiihrt werden. Unter einer Sicherheitswerkbank wurde eine zweite leere Petrischale
bereitgestellt. AnschlieBend konnten mittels groBer chirurgischer Pinzette die
Knochenstiicke fixiert und durch Zuhilfenahme einer Materialschere die Epiphysen
entfernt werden. Unter Verwendung einer 18 Gauge Injektionsspritze wurden jeweils 2,5
ml Mesencult Medium in den offenen Markraum injiziert und in der Petrischale
aufgefangen. Eine Suspension der Knochenmarkszellen konnte durch mehrmaliges
Pipettieren hergestellt werden. Darauffolgend wurden verbleibende Knochenstiicke
durch einen 70 um Filter entfernt. Mittels einer Zentrifuge konnte die Suspension bei 300
x g und Raumtemperatur (RT) innerhalb von 10 min sedimentiert werden. Der Uberstand
wurde entfernt, mit 12 ml komplettem Medium ersetzt und anschlieBend in eine 75 cm?

Kulturflasche tiberfiihrt.
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2.1.3 MSC-Kultivierung
Zur Kultivierung wurden die folgenden drei Protokolle herangezogen.

Zunichst wurde, wie in Tabelle 3 dargestellt, ein hMSC-Protokoll verwendet. Im ersten
Schritt der mMSC-Kultivierung konnten die mononukledren Zellen aus dem
Knochenmark in eine Zellkulturflasche tiberfiihrt und bei 37°C, 5 % CO, inkubiert
werden. Nach einer Inkubation von 3 h erfolgte eine Erneuerung des Mediums zur
Selektion zwischen adhérenten und suspendierten Zellen. Nach einer weiteren dreitdgigen
Inkubation wurde das Ergebnis lichtmikroskopisch beurteilt. In einer darauffolgenden
Versuchsreihe wurde auf die Selektion der Zellen nach 3 h verzichtet. Hierbei konnte

keine ausreichende Anzahl oder Reinheit erzielt werden.

In Anlehnung an das Protokoll von Masoud Soleimani und Samad Nadri (Soleimani und
Nadri 2009) konnten nach einer Woche die ersten spindelférmigen adhirenten Zellen in
kleinen Gruppen nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wurden weitere Kulturen
inkubiert, jedoch musste in Anbetracht der Anzahl von Fibroblast-like Zellen und des

Aufwandes des Protokollvorhabens diese Durchfiihrung ebenfalls verlassen werden.

Eine Modifizierung (Tabelle 3) des Protokolls der Firma StemCell wurde als finale
Option verwendet (siche Appendix). Nach Gewinnung des Knochenmarkes aus B6-
eGFP-Méiusen wurden die mononukledren Zellen in einer 75 cm? Kulturflasche mit einer
Dichte von 4,67 x 10°pro cm2 bei 37°C, 5 % CO, und 1 % O, fiinf Tage im Brutschrank
inkubiert. Sobald eine Konfluenz der Zellen von ca. 90 % vorlag, konnte mit 5 ml PBS
und 1 % Trypsinanteil fiir 2 min bei 37°C und 5 % CO, die Adhédrenz aufgelost werden.
Andernfalls musste das Medium gewechselt und die Konfluenz nach 3 Tagen Latenz
reevaluiert werden. Das Trypsin wurde durch Zugabe von 5 ml Mesencult inaktiviert.
Nachfolgend konnte durch Zentrifugation fiir 10 min bei 300 x g und RT ein Zellpellet
hergestellt werden. Der Uberstand wurde verworfen. Nach Resuspension in 1 ml
Mesencult Medium konnte die Zahl der Zellen pro 1 ml mittels einer Neubauer-
Zihlkammer ausgezdhltundanschlieBend berechnet werden. Die Zellen wurden mit einer
Dichte von 3 x 105 Zellen pro cm? in 75 cm? Kulturflaschen aufgeteilt. Nach weiterer
Inkubation von einer Woche musste eine weitere Passage bei ca. 90 % Konfluenz
durchgefiihrt werden. Sowohl aus den frisch isolierten als auch aus den passagierten
Zellsuspensionen wurden Proben fiir die durchflusszytometrische Analyse entnommen.
Die Probenentnahmen dienten, anhand der phénotypischen Auspriagung der Zellen, zur

Bestimmung der mesenchymalen Merkmale. Des Weiteren wurden mit dem gleichen
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Verfahren mononukledre Zellen aus dem Knochenmark der non-GFP Méiuse isoliert.

Diese Zellen fanden Anwendung fiir die Einstellung des mehrfarbigen MSC-Panels bei

der Durchflusszytometrie.

Tabelle 3: Unterschiede der verwendeten Protokolle

hMSC-Protokoll Soleimani & STEMCELL Modifiziertes
Nadri Technologies Protokoll
Medium DMEM DMEM Mesenkult + Mesenkult +
Mesenpure Mesenpure
Passage - Nach 7 Tagen Nach5-9 Tagen | Nach5-9 Tagen
Inkubations- 37°C,5 % COs, 37°C,5 % COs, 37°C,5 % COs, 37°C,5 % CO,
bedingungen 20 % O: 20 % O 5% O 1% O:
Inkubations- 14 Tage 14 Tage 15-29 Tage 15-29 Tage
dauer
Mediumwechsel 2 Tage Alle 8h(0-72h) | 5Tage(0-5Tage) | 5 Tage(0-5Tage)
2Tage(>72h) | 2Tage(>5Tage) | 2 Tage(>5 Tage)
Mausstamm C57BL/6 C57BL/6 C57BL/6 B6-eGFP
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2.14 Identifizierung des mesenchymalen Phiinotyps

Zur Identifizierung der MSCs wurden nachfolgende Kriterien der Arbeit von Dominici et

al. 2006 angewendet.

Die Zellen haben die Fidhigkeit auf der Plastikoberfliche der Zellkulturflaschen zu

adhérieren und besitzen eine fibroblastische Morphologie.

Eine Expression der Spezies-spezifischen Antigene liegt vor. In diesem Vorhaben wurden
die Oberflachenmarker Sca-1, CD29 und CD44 gewéhlt. Weiterhin wurde das Fehlen

himatopoetischer Oberflichenmarker, insbesondereanhand des Antigens CD45, getestet.

Die Zellen weisen ein Potential zur adipozytiren, osteoblastiren und chondrogenen

Differenzierung auf.

2.1.4.1 Differenzierungspotential

Zum Nachweis der pluripotenten Eigenschaften der Zellen musste eine Inkubation mit
drei unterschiedlichen Differenzierungsmedien erfolgen. Das Verfahren wurde anhand
desbeiliegenden Protokolls durchgefiihrtund istim Appendix detailliert beschrieben. Die
Zellen mussten, wie in Tabelle 4 dargestellt, innerhalb von 10-21 Tagen fixiert und auf
die Expression spezifischer Antigene mittels Immunfarbung untersucht werden. Hierauf
folgten qualitative mikroskopische Aufnahmen zur Darstellung der Differenzierung und

somit als Nachweis der pluripotenten Funktion der Zellen.

Tabelle 4: Differenzierung der mMSCs

Adipozyten Osteozyten Chondrozyten
Zelldichte 2.1x 10*MSCs/cm? 4.2 x10*MSCs/cm? 2.5x10°MSCs
Mediumwechsel Alle 3-4 Tage Alle 3-4 Tage Alle 2-3 Tage
Inkubationszeit 10-14 Tage 14-21 Tage 17-21 Tage
Nachweis goat anti mouse FABP4 goat anti mouse sheep antimouse
Osteopontin-Farbung Collagen-II-Farbung
Sekundirer AK 568 donkeyanti goat 568 donkeyantigoat | 633 donkeyanti sheep
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2.1.4.2 Durchflusszytometrie und Phanotypisierung der Zellen

Die Zellkultur wurde =zur Phénotypisierung einer lichtmikroskopischen und
durchflusszytometrischen Charakterisierung unterzogen und zuletzt mittels Mouse
Mesenchymal Stem Cell Functional Identification Kit auf pluripotente Eigenschaften
iberpriift. Weiterhin erfolgte anhand der Expression der oben genannten
Oberflichenmarker eine Analyse der Reinheitder gewonnenen Zellen. Um Fehlerquellen
gezielter zu identifizieren und zu minimieren, ist zunédchst die single staining-Methode
zur Anwendung gekommen. Aufgrund sauberer Ergebnisse konnte im Verlauf auf die

multi staining-Methode gewechselt werden.

Die Zellen der verschiedenen Passagen wurden jeweils auf die Expression von
Oberflichenmarkern CD29, CD44, Sca-1 und CD45 untersucht. Die Expression von
CD29, CD44 und Sca-1 weist auf den mesenchymalen Phidnotyp hin, wohingegen ein
Nachweis von CD45 durch hdmatopoetische Zellen gekennzeichnet ist. (Dominici et al.
2006) Zur durchflusszytometrischen Analyse konnten jeweils aus Passage 0 (P, frisch
isolierte Zellen), Passage 1 (P;) und Passage 2 (P;) 1 x 10° Zellen entnommen werden.
Zu Beginn dienten non-GFP Zellen, die mit dem gleichen Verfahren wie die zu
untersuchenden Zellen isoliert und kultiviert wurden, zur Einstellung des polychromen
MSC-Panels. Hierzu mussten die Proben mitder Zugabe einzelner Antikdrper vorbereitet
werden. Die Menge an Antikorper, Reagenz, Zellen und Pufferlosung fiir die jeweiligen

Proben der C57BL/6-(GFP-)-MSCs sind in Tabelle 5 dargestellt.

Im ersten Schritt erfolgte die Zugabe von Zombie Aqua. In der single staining-Methode
wurde dies ausschlielich bei der Zombie-Probe durchgefiihrt. Im Rahmen der multi
staining-Methode erfolgte bei allen Proben zu Beginn eine Zombiefdrbung. Zu diesem
Zweck wurden die Zellen in 100 pl PBS Puffer resuspendiert und mit 1 pl Zombie Aqua
Reagenz versetzt. Nach 15-minutiger Inkubation bei RT unter Vermeidung von
Lichtexposition, konnten die Zellen gewaschen (Waschschritt: 300 x g, 10 min, 4°C) und
nach der Abnahme des Uberstandes als Zellpellet in MACS Puffer resuspendiert werden.

Die als “ungeférbt* beschriftete Probe beinhaltete 1x10° MSCs in 90 pl MACS-Puffer
und 10 pl FcR BlockingReagenz. Dieses Verhiltnis wurde sowohlbeiden GFP* als auch
fiir die GFP- Zellen verwendet. Die Proben dienten als Kontrolle der unspezifischen

Bindung der Antikorper fiir die jeweiligen zu untersuchenden Kulturen.
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Die iibrigen Proben zur Farbung von CD29, CD44, CD45 und Sca-1 wurden, wie in
Tabelle 5 dargestellt, in MACS-Puffer resuspendiert und daraufthin mit dem jeweiligen
Fluorochrom-konjugierten Antikorper und FcR Blocking Reagenz vermischt. Im
nédchsten Schritt mussten die Zellen fiir 30 min bei 4°C unter Vermeidung von
Lichtexposition inkubiert werden. Anschliefend wurden die ungebundenen Antikorper
mit einem Waschschritt durch 1 ml PBS, 10 min bei 300 x g und 4°C, entfernt. Zum
Schluss konnte der Uberstand abgenommen und das Zellpellet mit PBS-Puffer
resuspendiert und in ein 5 ml fluorescence activated cell sorting (FACS)-R6hrchen
tiberfiihrt werden. Es wurden in der single staining-Methode 1x10% und in der mulfi
staining-Methode 1x10° Ereignisse akquiriert. Die Analyse erfolgte mithilfe von BD
FACS Diva Software (Version 6.1.2, BD). Die Einstellung der Gates und somit die
Analyse der Proben wurde anhand der Parameter aus den ,,single* und ,,ungeférbt*

Proben vorgenommen.

Mit dieser Prozedur wurde der Anteil an vitalen Zellen, die GFP Expression, und die
Auspragung von CD29, 45, 44 und Sca-1 ermittelt. Hierbei musste in der GFP-Kultur
aufgrund des identischen Fluoreszenzspektrums von FITC und GFP auf die Bestimmung

von CD29 verzichtet werden.

Tabelle 5: Reagenzien zur durchflusszytometrischen Untersuchung

Name | Vg V Antikérper/Reagenz [U1] MSCs Votal Vmacs
FcR | FITC | Pacific | PerCP | Sca-1 | Zombie
Block Blue
Neg. 10l 1x10° 100 ul 90 ul
CD29 | 10ul | Sul 1x10° 100 pul 85 ul
CD44 | 10ul 1,25l 1x10° 100 ul | 88,75l
CD45 | 10ul 2l 1x10° 100 ul 88 ul
Sca-1 | 10ul 5ul 1x10° 100 pul 85 ul
Zombie [ 10pul 1 ul 1x10° 100 pl 89 ul
Multi | 10pl | Spl | 1,25ul 2 ul Sul 1 pl 0,5%10% | 100l | 75,75 ul
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2.15 MSC Injektion

Bei ausreichender Anzahl der kultivierten MSCs erfolgte mittels einer Trypsinldsung (1
%) die Suspension der Zellen. Daraufhin wurde die Gesamtzellzahl der Zellkultur
bestimmt. Durch Zentrifugation der Zellen bei RT, 300 x g fiir 10 min formte sich ein
Zellpellet, welches nach dem Entfernen des Uberstandes mit einem Volumen von 2 ml
Mesencult resuspendiert wurde. Weiterhin erfolgte eine Zentrifugation in einem 2 ml
Eppendorf-Tube unter gleichen Bedingungen. Der Uberstand wurde bis auf ein
Restvolumen von 10 pl vorsichtig entfernt. Fiir die Injektion musste eine Mischung aus

verbleibendem Mesencult (10 pl) und Matrigel (10ul) hergestellt werden.

Intraoperativ . wurde nach 5 min Ligatur das Matrigel auf vier verschiedene
Punktionsstellen aufgeteilt und injiziert. Hierbei konnte eine Infiltration des Matrigels

anhand der Abblassung und Schwellung des Gewebes beobachtet werden.
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2.2 Invivo Experimente

2.2.1 Hardware und Software

Tabelle 6: Materialien

Gerite und Materialien Typ Firma
Kleintierbeatmungsgerit SAR-830P IITC-LifeScience
Operationstisch HI 1220 Leica
Operationsmikroskop OPM241F CarlZeiss
Mikroskop Axiovert 40 CFL CarlZeiss
Mikroskop-Kamera Axiocam MRm CarlZeiss
Confocal Mikroskop SP2 Confocal Microscope Leica
Kryo-Mikrotom CM 1900 Leica
Laminar Luftstrombank Clean Air Wahl
Schiittler Vortex Genie 2 Scientific Industries
Mini-Zentrifuge Galaxymini VWR
Zentrifuge 5417R Centrifuge Eppendorf
FACS BDLSRII BD Biosience
Pipetten 10,50,100,200,1000 pl Eppendorf
Verweilkaniile 22;33 Gauge Braun
Leukosilk Smx1,25¢cm BSN Medical
Telemeter TA11ETA-F10Implant Data Sciences International
Pinzette Gebogen Aesculap
PDS 2-0 Resorbierbar Ethicon
Minischere Standard Modell Aesculap
Wundspreitzer ModellLogan Aesculap
Mikrokniipfpinzette Gebogen Aesculap
Prolene Faden 6-0 Ethicon
Eppendorf-Tube 15ml Cellstar
Kryostat CM 1900 Leica
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Objekttrager Geschnitten

Menzel-Glaser

Deckglas 10 mm

Menzel-Gla ser

Tabelle 7: Losungen

Losungen und Arzneimittel Firma
Matrigel BD Biosciences
Pentobarbital Marial GmbH
Fentanyl Jannsen Crag
Metamizol Ratiopharm
Bepanthen Augen Nasensalbe Bayer Vital GmbH

Tissue-Tek

Sakura Europe
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2.2.2 Gattung und Haltung der Tiere

Fiir die Durchfiihrung der Versuche wurden 22 C57BL/6-Méuse und 2 B6-eGFP Miuse
aus eigener Haltung verwendet. Die Tiere hatten ein Gewicht von 16 bis 26 g bei einer
Altersspanne von 8 bis 16 Wochen. Sie wurden unter konstanten Temperatur-,
Luftfeuchtigkeits- und Luftdruckverhdltnissen bis zur Operation unter Gabe von
Maustrockenfutter und frischem Wasser gehalten. Die Haltung wurde nach der

Erstoperation und der Zweitoperation zu den gleichen Verhiltnissen weitergefiihrt.

Dieses Projekt wurde am 29. Juni 2016 beim Landesamt fiir Landwirtschaft,
Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern eingereicht und am 15.

September 2016 von der Tierschutzkommission genehmigt.

2.2.3 Aufzeichnung der Herzaktion

Zur Aufnahme der Herzaktion wurde ein Telemetersystem verwendet. Ein Telemeter
bezeichnet einen kleinen Sender, der die Information iiber das aufgenommene EKG der
Maus auf eine Empfingerplatte iibermittelt. Im Rahmen der Erstoperation wurde zur
Uberwachung der Herzaktion ein Telemeter implantiert, wobei die Ableitung nach
Einthoven II verwendet wurde. Die Aufzeichnung erfolgte dabei von der ersten
signifikanten ST-Streckenhebung bis 24 h nach dem Infarkt. Um dies zu ermoglichen,
mussten die Versuchstiere in einzelnen Kéfigen gehalten und diese dann auf die
Empféngerplatten platziert werden. In der gesamten Zeit der Aufzeichnung wurden

lediglich die Medikamente zur Operation und Metamizol als Analgetikum verabreicht.

2.24 Vorbereitung und Durchfithrung der Erstoperation

Die Méuse (n=21) konnten in drei Gruppen unterteilt werden. Wéhrend der ersten
Operation wurde bei allen Mdusen ein Reperfusionsinfarkt induziert. Weiterhin erfolgte
eine Injektion des Matrigels ohne MSCs bei der untreated reinfarction- (URI; n=7) und
der myocardial infarction control-Gruppe (MIC; n=7) und Matrigel mit MSCs bei einer
treated reinfarction Gruppe (TRI; n=7). Hierzu erfolgte eine gewichtsadaptierte Narkose
(50 mg/kg, intraperitoneal) mit Pentobarbital, wobeidie Narkosetiefe durch dul3ere taktile
Reize wie Zwischenzehenreflex, Schwanzreflex und Umdrehreflex liberpriift wurde. Bei

ausreichender Narkosetiefe wurde die Maus in Riickenlage an Armen und Beinen fixiert.
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Die Augen mussten durch Bepanthen Augen und Nasensalbe gegen Austrocknung und
Verletzung geschiitzt werden. Eine addquate Analgesie wurde durch eine Fentanylgabe
herbeigefiihrt. Um eine Beatmungsicherzustellen, mussten die oberen Schneidezdhne mit
einer Schlinge an den Operationstisch fixiert werden. Unter Durchleuchtungder ventralen
Halspartie mittels Mikroskops wurde durch Zuhilfenahme einer gebogenen Pinzette die
Zunge vorsichtig gefasst und mit einem Spatel eine direkte Sicht auf die Trachea
hergestellt. Unter Verwendung einer 22 Gauge Verweilkaniile konnte der Atemweg
intubiert und die Kaniile durch Nahtfiden am Untergrund befestigt werden. Die
erfolgreiche Intubation wurde angenommen, wenn durch direkte Sicht eine sichere
Intubation gelungen war, eine suffiziente Atemexkursion beobachtet werden konnte und
die klinische Situation der Maus sich addquat darstellte. Eine Atemfrequenz von max.

125/min und ein Hubvolumen von max. 225 pul konnte je nach Bedarf eingestellt werden.

Zur Uberwachung und Auswertung der Herzaktion bis zu 48 h nach dem Infarkt wurde
ein Telemeter implantiert. Zur Verwirklichung der Implantation musste eine mediane
Langsinzision bei rasierter und desinfizierter Haut am Riicken der Maus durchgefiihrt
werden. Nach Préparation einer subkutanen Tasche auf Hohe des unteren Riickenanteils
konnte der Telemeter durch eine gebogene Pinzette platziert werden. Mittels Losens der
Haut zur rechten oberen Schulter und zum linken seitlichen Unterbauch wurde die
korrekte Lage der zwei Elektroden ermdglicht. Die einzelnen Elektroden konnten im
Muskelgewebe auf Hohe einer Isolierungsliicke des Drahtes verankert werden. Zur
weiteren Befestigung wurden vor und nach dem Eindringen in das Gewebe jeweils zwei
Nihte am Draht befestigt. Zum Abschluss konnte durch eine 2-0-PDS-Naht die Wunde
verschlossen werden. Die Herzaktion wurde iiber Ponemah Software aufgezeichnet und

iiber ecgAUTO 3.3.0 (EMKA Technologies) Software analysiert.

Die Thorakotomie begann mit einer Inspektion der Haut nach pathologischen
Verdnderungen. Bei unauffalligem Hautbild wurde eine Desinfektion der Haut an der
linken Thoraxhédlfte durchgefiihrt. Der Zugang erfolgte iliber eine linksanteriore
Thorakotomie. Hierzu wurden mit einer Schere die Kutis und Subkutis erdoffnet. Im
nichsten Schritt musste der Anschluss der Beatmungsmaschine erfolgen. Wéahrend des
ganzen Operationsvorhabens wurde die Wunde mit physiologischer Kochsalzlésung
feucht gehalten. Interkostal konnte ein Schnitt durch die Muskulatur unterhalb der dritten
Rippe durchgefiihrt werden. Ein Rippenspreizer ermdglichte die FEinsicht in die
Thoraxhohle. Daraufhin wurde durch eine Mikro-Kniipfpinzette die Muskulatur unter
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Sicht der Lunge bis zu einer ausreichenden Lénge eingeschnitten. Durch die Abnahme
der Spannung des Gewebes musste der Rippenspreizer angepasst werden. Im néchsten
Schritt erfolgte mit einem 8-0-Prolene-Faden die Ligatur der LAD, wie in Abbildung 7
dargestellt, in Form eines reversiblen Knotens. Zur Kontrolle des Myokardinfarkts
dienten typische Verdnderungen im EKG und die Abblassung des Gewebes im
abhéngigen Stromgebiet der LAD. Es erfolgte in den letzten fiinf Minuten der Ligatur die
intramyokardiale Injektion mittels 33 Gauge Kaniile. Hierbei verhinderte ein epikardialer
Stopper die Perforation der Herzwand und ermdglichte einen sicheren Halt wéhrend der
Injektion. Im Verlauf wurden die Qualititszeichen fiir einen sicheren Infarkt beobachtet
und auf Konstanz gepriift. Mit der vollendeten 45. Minute musste der Knoten erdffnet
und der Ligaturfaden in situ belassen werden. Die Beliiftung der Atelektasen und
Entliiftung der Pleurahdhle wurde durch eine kurzzeitige Druckerh6hung an der
Beatmungsmaschine verwirklicht. Der Verschluss der Haut erfolgt durch eine Naht mit
2-0 PDS Fiaden. Nach Abschluss der Operation konnten die Mause vom Beatmungsgerit
entwOhnt werden. Zur Beurteilung der Narkosetiefe wurden Schwanz-, Zwischenzehen-
und Umdrehreflex getestet. Bei ausreichender Bewusstseinslage und Minimierung des
Risikos einer Unterkiihlung konnten die Mause in entsprechenden Kéafigen fiir 7 Tage in
Einzelhaltung beobachtet werden. Als analgetische Behandlung wurde Metamizol dem

Trinkwasser hinzugegeben.

Abbildung 7: Darstellung des Operationssitus durch das Auflichtmikroskop.

Nach der Thorakotomie und Eroffnung der Pleura, erfolgt das Aufsuchen des Herzens mit Darstelung
der LAD. A Einstich des Fadenmaterials. B Fadenfiihrung. C Ligatur der LAD mit einem chirurgischen
Knoten. Pfeile: rot — Gefille (C Verlust der Gefézeichnung); blau— Nadel; griin - Faden
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2.25 Vorbereitung und Durchfithrung der Zweitoperation

Am siebten postoperativen Tag erfolgte eine weitere gewichtsadaptierte Narkose mit
einer intraperitonealen Injektion von Pentobarbital. Unter den gleichen Bedingungen wie
zur Erstoperation wurde die Lagerung und Intubation durchgefiihrt. Darauffolgend
musste der Zugangsweg der Erstoperation inspiziert und auf Auffilligkeiten wie
Infektionszeichen, Wundheilungsstorung oder Sekretion untersucht werden. Bei
reizlosen Wundverhiltnissen wurde die Fliche um die Narbe rasiert und desinfiziert. Im
néchsten Schritt konnte mittels Praparation durch das Narbenareal ein Zugang zum
Herzen hergestellt werden. Im Zuge des ersten Infarkts war ein 8-0 Prolene Faden an der
Ligaturstelle in situ belassen worden. Durch einen vierfachen Knoten wurde ein
permanenter Infarkt verursacht. Unter den Gesichtspunkten einer Abblassung des
Gewebes im LAD Versorgungsgebiet und einer ST-Strecken Erhohung im EKG konnte
ein Infarkt definiert werden. Darauffolgend wurde eine Beliiftung der atelektatischen
Lungenabschnitte durch eine kurzzeitige Druckerh6hung am Beatmungsgerit bewirkt.
Nach Kiirzungdes Fadens erfolgte mittels 2-0 PDS Nahtzuerstder Thoraxverschluss und
anschlieBend, unter der Voraussetzung einer suffizienten Atmung, die Hautnaht. Unter
Beobachtung, EKG Kontrollen und auf einem 37°C beheizten Operationstisch wurde die
Maus an das Atemgerit entwohnt. Mit zunehmender Bewusstseinslage konnte die
Extubation erfolgen. Danach wurden die Miuse fiir 48 h unter den gleichen Umstinden

wie zur ersten Operation beobachtet.

2.2.6 Herzentnahme

Die Herzentnahme erfolgte 48 h nach dem Permanentinfarkt. Hierzu wurde mit einem
Zugang durch die Thorakotomienarbe der Rippenbogen post mortem dargestellt. Mittels
einer groben Schere konnte der Rippenbogen linksseitig bis zum Apex des Brustkorbs
eroffnet werden. Das Herz wurde miteiner gebogenen Pinzette an der Basis gegriffen und
durch eine feine Schere unterhalb der Pinzette abgetrennt. Das Organ musste in
isotonischer Natriumchloridlosung von Blut gereinigt und mit Tissue-Tek auf einem
Gewebeblock aufgebracht werden. Darauffolgend konnte das Herz in einem 50 ml
Eppendorf-Tube im Gefrierschrank bei -20°C autbewahrt werden. Spétestens nach einer
Woche fand eine Uberfiihrung aus dem -20°C in einen -80°C Gefrierschrank statt.
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2.2.7 Gewebeschnitte der Mausherzen

Zur Anfertigung der Gewebeschnitte wurden die Stempel vorerst, bei einer Temperatur
von -20°C, im Kryostaten platziert. Bei stabilen Verhéltnissen konnte der Stempel in die
Halterung des Kryostaten eingespannt werden. Das Herz wurde nach dem Schema aus
Tabelle 8 und Abbildung 8 geschnitten. Hierbei diente der Apex des Herzens als
Ausgangspunkt fiir die grobe Sektion A. In diesen Sektionen konnten jeweils zehn
Gewebeschnitte hergestellt werden. Die mit Slide A-D bezeichneten Regionen wurden
mit einer Schichtdicke von 5 um geschnitten. Diese Tissue-Tek-Schnitte konnten mittels
eines Pinsels in die richtige Form gestrichen und auf die Oberflidche eines Objekttragers
iibertragen werden. Dieses Vorgehen erfolgte bei allen zu untersuchenden Herzen. Alle

groben Sektionen wurden bei -80°C fiir spéatere Untersuchungen aufbewahrt.

/

_

Abbildung 8 Schematische Darstellung des Infarktareals und der Schnittebenen

W
N

A — Darstellung des Herzens mit Infarktareal, B — verwendete Schnittebenen

Blauer Pfeil - Basis; Roter Pfeil — Infarktrandzone; Griiner Pfeil — Apex; Schraffierte Fld che — Infarktareal
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Tabelle 8: Gewebeschnitte

Sektionsname Dicke Slideanzahl
Sektion A-E grob 60 pm 10
Slide A 5 um 5
Slide B 5 um 8
Slide C 5 um 8
Slide D 5 um 4

2.2.8 MSC-Nachweis in vivo

Die Gewebeschnitte wurden im ersten Schritt mit 2 % Paraformaldehyd fiir 10 min bei
RT fixiert. Darauffolgend schloss sich die dreimalige Reinigung mit PBS fiir 5 min bei
RT an. Um die Entfernung der ungebundenen Antikdrper zu optimieren, wurde die
Farbekammer auf einem Magnetriihrer platziert. Nach Trocknung der Gewebeschnitte
konnte mittels dako-cytomation-pen die zu farbende Region eingekreist werden. Im
néchsten Schritt wurde dual endogenous enzyme block (DAKO) aufgetragen und nach
einer Inkubation von 10 min unter RT durch dreimalige Reinigung mit PBS wieder
entfernt. Dieser Vorgang musste mit Protein Block DAKO wiederholt und die
verbleibendeFliissigkeitanschlieBend entfernt werden. Darauthin konnte eine Inkubation
in 50 pl Arbeitslosung mit rabbit anti GFP-Antikorper liber Nacht bei 4°C erfolgen.
Hierbeiwurde jeweils eine Negativkontrolle mit 50 ul DAKO antibody diluent hergestell.
Darauffolgend konnte die Antikdrper-Arbeitslosung mit PBS und einem
Magnetschwimmer innerhalb von 30 min gereinigt werden. Ab diesem Schritt wurde auf
die Vermeidung von Lichtexposition geachtet. Um eine Visualisierung der GFP-
Expression zu gewidhrleisten, konnte im letzten Farbeschritt die Arbeitslosung, bestehend
aus Alexa Fluor 568 anti rabbit sekundirem Antikorper im PBS Puffer, fiir zwei Stunden
bei 37°C auf die Gewebeschnitte aufgetragen und nach der Inkubation, wie oben
beschrieben, gereinigt werden. Zuletzt wurden die geférbten Gewebeschnitte mit
Fluoroshield™ Medium und DAPI Farbstoff (SIGMA) eingedeckt und mit einem
Objekttrager fixiert.
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2.29 InfarktgoBenfirbung

Zur Auswertung der InfarktgroBe wurden Slides aus den Gewebeschnitten mit
unterschiedlichen Farbungen, zur Differenzierung zwischen erstem und zweitem Infarkt,
behandelt. Die Farbung mit fast green und sirius red ermdoglichte die Differenzierung
zwischen Narbengewebe, welches nach dem ersten Infarkt entstanden ist, und dem
gesunden Myokard. Durch die Farbung mit Himatoxylin-Eosin (HE) konnte die akute
Infiltration des Gewebes mit Leukozyten als Hinweis auf den zweiten Infarkt verwendet

werden.

2.2.9.1 Himatoxylin-Eosin

Zur Darstellung des ersten Infarkts wurde eine HE-Firbung durchgefiihrt. Die
nachfolgenden Schritte erfolgten bei RT. Hierzu wurde eine Inkubation in 10 % Formalin
fiir 10 min durchgefiihrt. Es erfolgten hiernach zwei Waschschritte in destilliertem
Wasser fiir 5 min. Eine Einbettung der Slides in Mayer-Hiamotoxylin fiir 8 min schloss
sich an. Es erfolgte ein weiterer Waschschritt mit Leitungswasser und nachfolgend mit
destilliertem Wasser. Im ndchsten Schritt wurden die Slides in 80 % Ethanol zehn Mal
eingetaucht. Das 0,25 % eosin y working solution wurde fiir 30 s aufgetragen. Weiterhin
erfolgte eine Inkubation in 95 % Ethanol fiir 5 min und zwei Inkubationen fiir 5 min in
96 % Ethanol. Zweimalige Inkubation in Xylol fiir jeweils 5 min schlossen sich an.
Schlussendlich wurden die Slides mit 10 pl Pertex und einem Coverslip bedeckt.
Nachfolgend wurden die Praparate bis zur Auswertung in einem histologischen Kasten

aufbewahrt.

2.292 Fast green & sirius red

Zur Darstellung des zweiten Infarkts wurde eine fast green- und sirius red-Farbung
durchgefiihrt. Zu Beginn wurde eine 10 % Formalinlosung hergestellt. Hierzu mussten
135 ml destilliertes Wasser zu 50 ml 37 % Formalin gegeben werden. Nachfolgend
wurden die Gewebeschnitte fiir 10 min in der hergestellten Losung bei RT inkubiert. Die
Slides mussten zweimal mit destilliertem Wasser fiir 5 min gewaschen werden. Eine
Immersion in 0,1 % sirius red working solution fiir 3 min bei RT und ein Waschschritt
mit Eintauchen des Slides in destilliertem Wasser folgten. Im ndchsten Schritt wurde der
Prozess mit 0,1 % fast green working solution fiir 10 Minuten wiederholt. Es schloss sich
eine Behandlung in einer aufsteigenden Alkoholreihe mit 70 % und 80 % fiir jeweils 1

min, 90 % fiir 2 min und 6 min in purem Ethanol an. Die Slides wurden dann zweimal
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fiir 5 min in Xylol bei RT inkubiert und anschlieBend mit 10 pl Pertex und einem

Coverslip verdeckt.

2.3  Statistische Analyse

Die Statistische Analyse wurde mit Hilfe des Programms IBM SPSS Statistics 22
berechnet. Die Auswertung beinhaltet eine deskriptive Statistik mit Bezug zur
Normalverteilung, der Standardabweichung und dem Standardfehler. FEine
Normalverteilung wurde nach Uberpriifung durch den Shapiro-Wilk Test fiir kleinere
Stichproben (n < 50) gepriift. Zur Signifikanztestung konnte bei normalverteilten
Datensédtzen der T-Test fiir unabhéngige Stichproben und fiir nicht-normalverteilte
Datensétze der Whitney-Mann U-Test verwendet werden. Die Varianzgleichheit wurde
mit dem Levene-Test berechnet. Als Grenze fiir die Signifikanz diente bei allen

Datensétzen ein p-Wert von <0,05.

Tabelle 9: Statistische Software

Software Typ Firma
Bildbearbeitungssofiware IM50,V.1.20 Release 19 Leica
Bildbearbeitungssoftware Adobe Photoshop CS 8.0.1 Adobe Systems Inc.

EKG Software 10X1.8.3.20 emka Technologies
Statistik-Software IBM SPSS Statistics 22 SPSS
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3 Ergebnisse

Die Kultivierung von mMSCs war eine Voraussetzung zur Durchfiihrung dieser
experimentellen Studie. Zur Optimierung der Zellqualitdit und Zellquantitit sind
verschiedene Protokolle herangezogen worden. Die Wahl des endgiiltigen Protokolls
konnte anhand der lichtmikroskopischen Beurteilung, des Differenzierungsverhaltens

und der FACS-Analysen getroffen werden.
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3.1 Invitro Experimente

3.1.1 Zellkultur

Nach Abschluss des hMSC-Protokolls (Tabelle 10) mit einer Selektion nach 3 h zeigten
sich nach einer Woche Inkubation, wie in Abbildung 9 dargestellt, vereinzelte kleine
adhérente Zellen mit sparlichem Zytoplasmasaum und Nuklei ohne erkennbare Nukleoli.
Bei weiterer Inkubation und Passagierung dieser Zellen konnten keine Verdnderungen
der Zellzahl oder Morphologie festgestellt werden. Aufgrund der rasanten Reduktion der
Zellzahl und des Fehlens von Zellen mit mesenchymalem Charakter wurde in einem
weiteren Versuch auf die Selektion nach drei Stunden verzichtet. Obwohl eine hohe
Gesamtzahl der Zellen beobachtet wurde, zeigten diese keine Eigenschaften, die auf
MSCs hinwiesen. Im Versuch dieser Proliferation entgegen zu wirken, wurden die

Zellkulturen in kiirzeren Abstinden passagiert. Aufgrund mehrmaliger negativer

Resultate wurde ein weiteres Protokoll zur Kultivierung herangezogen.

Abbildung 9: Zellkultur nach siebentigiger Inkubationin DMEM.

Darstellungderresiduellen Zellen nach sieben Tagen Inkubationin dulbecco's modified eagle's medium
(DMEM) beinormoxischen Bedingungen. Pfeile: rot—ephiteloide Zellen; griin — mesenchymal-like
Zellen; blau — Zelldetritus.
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Das Protokoll nach Masoud Soleimani und Samad Nadri zeigte innerhalb einer Woche,
wie in Abbildung 10 dargestellt, kleinere Gruppen von Zellen mit spindelférmigem
flachigem Zytoplasma, Ausldufern und groen Nuklei mit abgrenzbaren Nukleoli. Im
Verlauf konnte die Reinheit der Kultur verbessert, jedoch die Gesamtzahl der zu

untersuchenden Zellen nicht vergréfert werden. Um eine weitere Steigerung der Zellzahl

und Reinheit zu erreichen wurde dieses Protokoll verlassen.

Abbildung 10: Zellkultur nach Protokoll Masoud Soleimani und Samad Nadri

Darstellungder Kulturnach 21 Tagen Inkubationin DMEM beinormoxischen Bedingungen. Pfeile: rot —
epitheloide Zellen; griin — mesenchymal-like Zellen.
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Die final etablierte Zellkultur stellte eine modifizierte Form des Protokolls von
STEMCELL Technologies dar (Catalog #05513). Die Anderungen sind der Tabelle 10
zu entnehmen. Bei diesem Protokoll erfolgte eine einwochige Inkubation der Zellen bei
einem Sauerstofflevel von 1 %. Nach einer Konfluenz von 90 % konnteeine Passagierung
mit einer weiteren einwdchigen Inkubation bis zum Erreichen der gewiinschten Zellzahl
durchgefiihrt werden. Lichtmikroskopisch zeigten sich in der Py (nach 5 Tagen in
Hypoxie) wie im Protokoll nach Masoud Soleimani und Samad Nadri einige Zellen mit
mesenchymalem Charakter. Diese Zellpopulation lag entweder vereinzelt oder in colony
forming units (CFUs) vor. Weiterhin zeigte sich eine hohere Anzahl an Zellen mit einer
hdmatopoetischen Morphologie und epithelialem Charakter. Aufgrund der
durchflusszytometrisch ermittelten unzureichenden Reinheit der Zellkultur und der

geringen Anzahl der Zellen wurde eine Passage durchgefiihrt.
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Die lichtmikroskopische Beurteilung der P; zeigte eine vermehrte Anzahl von CFUs mit
mesenchymalem Charakter und eine geringere Kontamination durch Zellen mit
hé@matopoetischen und epithelialen Eigenschaften. Auch hier waren die grof3en flachigen
Zellen mit kurzen Auslidufern wiederzufinden. Dabei zeigten sich groBe Ansammlungen
von CFUs und zusitzlich vereinzelte Zellen mit mesenchymalem Charakter innerhalb der
CFUs. Hierbei fiel eine deutliche Reduktion der Gesamtzellzahl auf. Gleichzeitig konnte
eine Zunahme von Zelldetritus festgestellt werden. Insgesamt verschob sich das
Verhiltnis zu Zellen mit mesenchymalem Charakter. Bei weiterhin unzureichender

Reinheit der Zellen erfolgte eine weitere Passage der Zellkultur.

Abbildung 11: Darstellung der Zellenin der P,

Darstellung der Zellkultur nach modifiziertem STEMCELL-Technologies-Protokoll bei 14-td giger
Inkubationvorderzweiten Passage. Pfeile: rot — epitheloide Zellen; griin — mesenchymal-like Zellen; blau

— Zelldetritus.
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Die lichtmikroskopische Untersuchung der P, zeigte sowohl in der GFP*- als auch in der
GFP--Kultur eine hohe Anzahl adhédrenter Zellen mit mesenchymalem Charakter. Des
Weiteren konnten eine geringe Anzahl hdmatopoetischer und epithelialer Zellen
beobachtet werden. Durch den geringen Anteil des Zelldetritus war eine unwesentliche
Triibung des Mediums festzustellen. Im Vergleich zu den anderen Passagen fielen die in
Grofle zugenommenen CFUs mit einer hohen Anzahl an Zellen auf. Diese wiesen in
einigen Abschnitten eine Konfluenz bis 100 % auf. Zellen, die in diesen Regionen

vorzufinden waren, zeigten im Vergleich zu den einzelnen MSCs ein kompaktes Zytosol.
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Abbildung 12: Darstellung der CFU in der P,

Darstellung der Zellkultur nach modifiziertem STEMCELL-Technologies-Protokoll bei 2 1 -tdgiger
Inkubationvorder Implantationin das Herzgewebe. Pfeile: rot — epitheloide Zellen; griin —
mesenchymal-like Zellen; blau— Zelldetritus.
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Tabelle 10: Unterschiede der verwendeten Protokolle

hMSC-Protokoll Soleimani & STEMCELL Modifiziertes
Nadri Technologies Protokoll
Medium DMEM DMEM Mesenkult + Mesenkult +
Mesenpure Mesenpure
Passage - Nach 7 Tagen Nach 5-9 Tagen | Nach5-9 Tagen
Inkubations- 37°C,5 % COs, 37°C,5 % COs, 37°C,5 % COs, 37°C,5 % CO,
bedingungen 20 % O: 20% O 5% O 1% O,
Inkubations- 14 Tage 14 Tage 15-29 Tage 15-29 Tage
dauer
Mediumwechsel 2 Tage Alle 8h(0-72h) | 5Tage(0-5Tage) | 5Tage(0-5Tage)
2Tage(>72h) | 2Tage(>5Tage) | 2 Tage(>5 Tage)
Mausstamm C57BL/6 C57BL/6 C57BL/6 B6-eGFP
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3.1.2 Passage und Reinheit

Parallel zur Kultivierung erfolgte eine durchflusszytometrische Untersuchung auf
typische Oberflichenantigene, die Reinheit und das Uberleben der Zellen in den
fortlaufenden Passagen (Py, Py, P»). Hierbei zeigten CD29, CD90, CD44 und Sca-1 das

Vorhandensein von MSCs und CD45 eine hdmatopoetische Differenzierung an.
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In der Py der C57BL/6-(GFP-) und B6-eGFP-Kulturen (GFP") wurden in der Single-
Staining-Methode minimal 10.000 Zellen fiir jeden Oberflachenmarker analysiert. Die
Auswertung der B6-eGFP-Kultur zeigte 97 % vitale und 69,6 % GFP* Zellen. CD44
konnte be1 47,3 % und CD90 bei 7,3 % nachgewiesen werden. Expression von CD45
wurde bei 30 % aller lebenden Zellen beobachtet. In den nachfolgenden Farbungen
musste aufgrund der unzureichenden Menge der Antikorper von CD90 auf Sca-1

gewechselt werden.

S5C-4
S5C-A

Pacific Blue-A

S5C-A
S5C-4

CD45”

&lexa Fluor 488-4 PerCP-A

Abbildung 13: Py Expression (C57BL/6-Kultur: CD44, CD90, CD45; B6-eGF P-Kultur: GFP) der
Oberflichenantigene CD44, CD90, GFP und CD45

A. Darstellung des CD44-Anteils mit 47,3 %. B Darstellung der CD90-tragenden Zellen mit einem Anteil
von 7,3 %. C Darstellung der GFP*-Zellen mit einem Anteil von 70 %. D Darstellung der CD4 5-tragenden

Zellen mit einem Anteilvon 30%. CD — cluster of differentiation; SSC-A —side scatter area
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Die P, wurde ebenfalls in single staining Methode mit minimal 10.000 Zellen per Tube
analysiert. Die C57BL/6-Kultur (GFP-) wurde hierbei als Referenz fiir die B6-eGFP-
Kultur verwendet. Die Auswertung der GFP- Kultur zeigte bei 97,9% vitalen Zellen in
23,7 % eine CD44, in 69,6 % eine CD29 und in 70,6 % eine Sca-1 Ausprigung. Die
CD45-Expression erstreckte sich auf 31,5 % der Zellen. Aus der
durchflusszytometrischen Untersuchung der B6-eGFP-Kultur wurden dhnliche Daten
erhoben. Der GFP*-Anteil der Zellen entsprach 82,2 %. (Tabelle 11)

SSC-A

SEC-A

CD44* L

Pacific Blue-A PE-Cy7-A

SEC-4
SEC-4

i

GFP-A PerCP-A

Abbildung 14: P, (C57BL/6-Kultur: CD44,Sca-1,CD29,CD45) Expression der Oberflichenantigene
CD44,Sca-1,CD29 und CD45

A. Darstellungdes CD44-Anteils mit 23,7 %. B Darstellung der Sca-1-tragenden Zellen mit einem Anteil
von 70,6 %. C Darstellung der CD29-Zellen mit einem Anteil von 69,6 %. D Darstellung der CD45-
tragenden Zellen mit einem Anteil von 31,5 %. CD — cluster of differentiation, Sca-1—stem cell antigen-

1; SSC-A — side-scatter-area
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Die P, wurde in multi staining-Methode ausgewertet. Hierbei sind weiterhin 10.000
Zellen pro Oberflichenmarker analysiert worden. Im Falle der C57BL/6-Kultur sind
folgende Anteile bestimmt worden. In 90,3 % aller Zellen konnte Sca-1 nachgewiesen
werden. CD44 trat mit einem Anteil von 68,7 % auf. Das Vorkommen des
hdamatopoetischen Markers CD45 trat lediglich in 7,3 % der Zellen auf. CD29 konnte in
39,5 % der Fille nachgewiesen werden. Die B6-eGFP-Kultur beschrieb &hnliche Werte.
Anteilig zeigten 55,9 % der Zellen eine GFP-Expression.

SSC-A

SEC-A

Pacific Blue-A

S5C-A

SSC-A

GFP-A

Abbildung 15: P, (C57BL/6-Kultur: CD44,Sca-1,CD29,CD45,) Expression der Oberflichenantigene
CD44,Sca-1,CD29 und CD45

A Darstellungdes CD44-Anteils mit 68,7 %. B Darstellungder Sca-1-tragenden Zellen mit einem Anteil
von 90,3 %. C Darstellung der CD29-Zellen mit einem Anteil von 39,5 %. D Darstellung der CD45-
tragenden Zellen mit einem Anteil von 7,3 %. CD— cluster of differentiation; Sca-1— stem cell antigen-1;

SSC-A —side-scatter-area
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Zombie-positive Zellen waren in der nullten und ersten Passage mit einem Maximum von
5 % aufgetreten. In der zweiten Passage erhdhte sich dieser Wert auf durchschnittlich 10
%.

In der Zusammenfassung der Ergebnisse (Tabelle 11) der FACS-Analyse entschieden wir
uns fiir die Implantation der Zellen nach der zweiten Passage. Dieser Entscheidung
zugrundeliegend waren der hohe Anteil mesenchymaler Oberflichenmarker (Sca-1: 82,2
%, CD44: 76,4 %) und der geringe Anteil hdmatopoetischer Oberflichenmarker (CDA45:
5,2 %). Zusitzlich ist in dieser Passage eine ausreichende Anzahl an implantierbaren

MSCs gegeben.

Tabelle 11: Zusammenfassung der durchflusszytometrisch ermittelten Oberfli chenmarker

Zellpopulation Py P, P
CD44" C57BL/6-Kultur 47,3 % 23,7% 68,7 %
CD45" C57BL/6-Kultur 30% 31,5% 7,3 %
CD29" C57BL/6-Kultur - 69,6 % 39,5%
Sca-1" C57BL/6-Kultur - 70,6 % 90,3 %
GFP" B6-eGFP-Kultur 69,6 % 82,2% 55,9%
Zombie" C57BL/6-Kultur 3% 2,1% 10%
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3.1.3 Zelldifferenzierung

Der nichste Schritt zur Etablierung des Protokolls fiir die Kultivierung von m MSCs war
eine Testung des Differenzierungspotentials mesenchymaler Stammzellen. Zur
Anwendung kam hierbei das Mouse Mesenchymal Stem Cell Functional Identification
Kit der Firma R&D Systems. Nach dem oben genannten Protokoll wurden zum einen mit
einem Microtom Gefrierschnitte (Chondrozyten) hergestellt und durch Deckgléser fixiert

und zum anderen Zellen in Wellplatten kultiviert.

Die einzelnen Prdparate wurden vorher mit der jeweiligen Farbung behandelt.
Chondrozyten erhielten eine Collagen II Farbung mittels Primérantikdrper, sowie eine
Behandlung mit einem 633 donkey anti sheep Sekundérantikorper. Zur Identifizierung
der Adipozyten wurde primér fatty acid bindingprotein 4 (FABP 4) sichtbar gemachtund
darauthin eine Sekundirfarbung mit 568 donkey anti goat durchgefiihrt. Osteozyten
erhielten einen Primdrantikorper gegen Osteopontin und darauthin 568 donkey anti goat
als Sekundéarantikorper. Zusatzlich konnte aufgrund der verwendeten Donor-Maus GFP

dargestellt werden. Zur Identifizierung des Nukleus wurde DAPI verwendet.

Im Chondrozytenpriparat zeigten sich, wie in Abbildung 16 dargestellt, nach Abschluss
der Féarbung vereinzelte Collagen II positive Zellen im Gewebeverband. Der
iberwiegende Anteil dieser Zellen zeigte eine griine Fluoreszenz, wodurch eine GFP-
Expression dargestellt wurde. Die Nuklei wurden mit DAPI gefarbt. Einige der Zellen
grenzen sich ausschlieBlich durch ihren Nukleus ab. An den sichtbaren Nukleolen und
der Grofle des Zellkerns kann eine grobe Abgrenzung der Chondrozyten zu anderen

Zellen erfolgen.

Das Osteozytenpréparat (Abbildung 17) wurde im Gegensatz zum Chondrozytenpréparat
in einer Kultur differenziert. Durch den Antikdrper wurde Osteopontin im Zytoplasma
netzartig rot angefarbt. Zusitzlich wurde GFP dargestellt und auch hier der Nukleus
angeférbt. Durch die unterschiedliche Kultur zu den Chondrozyten konnten weitere
Eigenschaften der MSCs dargestellt werden. Die Zellen zeigten eine flichige
Zytoplasmaausbreitung mit Ausldufern auf der Plastikoberfliche. Ebenfalls fiel das
ausgeprigte Zytoskelett der MSCs auf. (Abbildung 18)

Adipozyten konnten analog zum Chondrozytenpréiparat in einzelnen Zellen in der Kultur
nachgewiesen werden. Hierbei wurde FABP 4 sichtbar gemacht. Charakteristisch fiir

diese Zellen waren intrazytoplasmatische Einschliisse. Hierbei handelte es sich um
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Vakuolen, die fiir Adipozyten als Fettspeicher dienen. In der ndheren Umgebung konnten
ebenfalls MSCs nachgewiesen werden. Wie auch in den anderen Préparaten wurden das

GFP und die Zellkerne angefarbt. (Abbildung 19, Abbildung 20)

Zusammenfassend konnten durch die Fiarbung pluripotente Eigenschaften der MSCs
nachgewiesen werden. Die Zellen erfiillten somit die Voraussetzung zur Implantation im

Rahmen dieses Experiments.

Abbildung 16: Collagen II Firbung der mesenchymalen Stammzellen nach chondrozytirer
Differenzierung.

Darstellung der Zellen nach 21-tigiger Inkubation im Differenzierungsmedium und mikroskopischer
Aufarbeitung mittels Mikrotoms in Tissue-Teck. Pfeile: rot — Collagen 11 positive Areale; griin — GFP; blau

—Dapigefirbte Zellkerne.



60

Abbildung 17: Osteopontinfirbung der mesenchymalen Stammzellen nach osteozytirer
Differenzierung.

Darstellung der Zellen nach 14-tagiger Inkubation im Differenzierungsmedium. Pfeile: rot — Osteozyt; griin

— GFP" mesenchymale Stammzellen ; blau— Dapi gefarbter Zellkern.

Abbildung 18: Lichtmikroskopische Darstellung der mesenchymalen Stammzellen nach osteozytirer
Differenzierung.

Darstellung der Zellen nach 14-tdgiger Inkubation im Differenzierungsmedium. Pfeile: rot —

Zytoskelettdarstellung; griin — mesenchymale Stammzelle ; blau — Osteopontin.
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Abbildung 19: Lichtmikroskopische Darstellung der mesenchymalen Stammzellen nach

adipozytirer Differenzierung.

Darstellung der Zellen nach 14-tigiger Inkubation im Differenzierungsmedium. Pfeile: rot — Vakuolen;

griin — Adipozyten.

Abbildung 20: FABP-4 Firbung der mesenchymalen Stammzellen nach adipozytirer
Differenzierung.

Darstellung der Zellen nach 14-tigiger Inkubation im Differenzierungsmedium. Pfeile: rot — Vakuolen;

griin — Adipozyt.
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3.2 Invivo Experimente

In unserem Experiment wurde wéhrend der Erstoperation ein Telemeter implantiert und
eine Aufzeichnung der Herzaktion, jeweils 24 h nach Reperfusions- und nach
Permanentinfarkt, durchgefiihrt. Die Auswertung der Arrhythmien wird im Folgenden

auf qualitativer und quantitativer Ebene erfolgen.

3.2.1 Arrhythmien nach Reperfusionsinfarkt

Die Auswertung der Herzrhythmusstdrungen wurde in drei Zeitabschnitte unterteilt. Die
erste Phase der Arrthythmien betrifft die akute Reaktion durch Elektrolytenverschiebung
nach einem Herzinfarkt. Die zweite Phase ldsst sich auf den Zelluntergang zuriickfiihren
und die dritte Phase erstrecktsich bis zur zwolften Stunde nach dem Herzinfarktund wird
vorrangig durch Connexindysfunktion hervorgerufen. (Kolettis 2013) Die beobachteten
Arrhythmien wurden in vier Kategorien einsortiert und mittels ecgAUTO im Zeitverlauf
markiert und gespeichert. In diesem Zusammenhang wurden zwischen Extrasystolen
(ES), Bigeminus/Trigeminus (BG/TG), ventrikuldren Tachykardien (VT) und Salven
unterschieden. Zusétzlich wurde zu Beginn der Ligaturzeitpunkt in der Aufzeichnung
aufgesucht und markiert. Durch Muskelaktivitét artifizierte Regionen konnten bedingt in
die Analyse eingearbeitet werden. In der gesamten Auswertung wurden in einem
Ausschnitt von fiinf'bis zehn Sekunden die Rhythmik, die einzelnen Herzschliage, sowie
arrhythmische Abschnitte gekennzeichnet. Zusitzlich wurde anhand der Haufigk eit und
Periodik der einzelnen Extrasystolen zwischen Bigeminus, Trigeminus, Salven und VT
unterschieden. Ein Bigeminus lag vor, wenn eine Extrasystole abwechselnd auf eine
normale Herzaktion folgte. Ein Trigeminus lag vor, wenn zwei Extrasystolen mit jeweils
einem normalen Schlag folgend auftraten. Salven wurden als zwei bis drei
aufeinanderfolgende und ventrikuldre Tachykardien {iber drei Extrasystolen definiert.
Weiterhin wurden Auffilligkeiten markiert und auf Relevanz kritisch untersucht.

Beispiele fiir die jeweiligen Arrhythmien sind in Abbildung 21 dargestellt.

Im ersten Zeitabschnitt von 0 bis 15 min konnten bei fiinf von 20 Tieren Arrhythmien
beobachtet werden. Es traten im Mittel 2,19 + 1,22 (Mittelwert =+ SEM) ES auf. Der
Median fand sich bei 0,00 ES. Bei 2 Tieren konnten einzelne komplexere Arrhythmien
gefunden werden. Es wurden keine VT oder Auffélligkeiten auBBerhalb dieser Kriterien

beobachtet.
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Im Zeitabschnitt von 15 bis 45 min zeigten sich bei 11 von 20 Tieren Arrhythmien.
Extrasystolen traten bei der Hélfte der Miduse mit einer Haufigkeit im Mittel von 4,62 +
2,11 auf. Fiinf Tiere zeigten zusdtzlich komplexere Arrhythmien. BG/TG sind im Mittel
mit einer Haufigkeit von 0,29 £0,171 und Salven von 0,19+ 0,11 aufgetreten. Es wurden

keine weiteren Auffilligkeiten auBerhalb dieser Kriterien beobachtet.

Im Zeitabschnitt von 45 min bis 12 h wurden bei 18 von 20 Tieren Arrhythmien
aufgezeichnet. Extrasystolen sind mit einer mittleren Haufigkeit von 55,00 = 15,62
aufgetreten. Es wurden maximal 224 und minimal 0 Extrasystolen beobachtet. Salven
konnten in 9/20 Fallen durchschnittlich mit einer Haufigkeit von 2,71+ 1,14, BG/TG in
11/20 Féllen mit einer Haufigkeit von 2,90 + 1,03 und VT in 9/20 Fillen mit einer
Héufigkeitvon 1,67 +£0,70 beobachtet werden. Es wurden keine weiteren Auffalligkeiten

aullerhalb dieser Kriterien beobachtet.

Die verschiedenen Arrhythmien sind in Abhédngigkeit der Zeit in Abbildung 22
dargestellt.
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Abbildung 21: Darstellung der verschiedenen Arrhythmien in Abhédngigkeit der Zeit.

A — TG: Zwei normale Herzaktionen gefolgt von einer ES. B — BG: Normale Herzaktion und
Extrasystolenim Wechsel. C— Salven: Dreibis vier aufeinanderfolgende ES. D— VT: iiber vier

aufeinanderfolgende ES.

BG/TG- Bigeminus/Trigeminus; ES — Extrasystolen; VT — Ventrikuldre Tachykardie; Pfeile: rot — letzte

Extrasystole; griin — normale Herzaktion.
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Abbildung 22: Haufigkeitsverteilung der einzelnen Arryhthmien nach Reperfusionsinfarkt

Boxplotdarstellung der Gruppen URI (n=7), TRI (n=6) und MIC (n=7). A — URI-Gruppe (n=7) B— TRI-
Gruppe (n=6). C— MIC-Gruppe (n=7). (ES: 55,00+ 15,62; BG/TG: 2,90+ 1,03.Salven: 2,71+1,14, VT:
1,67+0,70)

BG/TG - Bigeminus/Trigeminus; ES — Extrasystolen; VT — Ventrikuldre Tachykardie
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3.2.2 Arrhythmien nach Permanentinfarkt

Zur Vergleichbarkeit der Herzaktion nach dem permanenten Myokardinfarkt wurden
identische Zeitabschnitte (0-15 min, 15-45 min, 45 min-12 h) und Kategorien (ES,
BG/TG, VT, Salven) der Arrhythmien wie fiir den Reperfusionsinfarkt gewahlt.

Im gesamten Beobachtungszeitraum sind bei allen Méusen der MIC-Gruppe (n=7) weder
einfache noch komplexere Arrhythmien aufgetreten und es konnten keine weiteren

Auftilligkeiten beschrieben werden.

Die URI-Gruppe (URI) (n=7) zeigte im Beobachtungszeitraum bis 15 min nach dem
Infarktbei3 von 20 Tieren Herzrhythmusstorungen. Hierbeifanden sich beiallen Mdusen
auch komplexere Arrhythmien. Die Extrasystolen traten bei zwei Mdusen mit einer
Héufigkeit von 12,57 = 9,11 und einem Maximum von 63 ES auf. Komplexere
Arrhythmien fanden ihren Mittelwert bei geringeren Werten. Salven konnten bei 2
Maiusen mit einer Haufigkeit von 0,43 = 0,30 und BG/TG mit 0,57 + 0,43 beobachtet

werden. Es traten keine VT oder Auffilligkeiten auBerhalb dieser Kriterien auf.

Im Beobachtungszeitraum zwischen 15 bis 45 min zeigten in der URI-Gruppe von 20
Tieren ebenfalls 3 Tiere Arrhythmien. Extrasystolen fanden sich mit einem Mittelwert
von 7,43 £ 4,60 und einem Maximum von 28. Als komplexere Arrhythmie trat
ausschlieBlich eine Salve auf. Es wurden keine BG/TG, VT oder Auffilligkeiten

auflerhalb dieser Kriterien beobachtet.

Bei der Auswertung der TRI-Gruppe (n=6) sind in diesen Zeitabschnitten (0 bis 45 min)

keine Herzrhythmusstérungen aufgetreten.

Im ldngsten Zeitabschnitt, welcher sich von 45 min nach der permanenten Ligatur bis 12
h nach dem Ereignis erstreckt, zeigten alle Tiere der URI- und TRI Gruppe einfache
Arrhythmien. In der URI-Gruppe sind als héufigste eingetretene Arrhythmie
Extrasystolen mit einem durchschnittlichen Vorkommen von 2789,43 + 760,55, einem
Minimum von 338 und einem Maximum von 4706 aufgetreten. Bei einer
Standardabweichung von 2012,23 lag das 95 %-Konfidenzintervall zwischen 928,43 und
4650,43. Komplexere Arrhythmientraten ebenfalls in hherer Anzahl auf. BG/TG fanden
thren Mittelwert bei 218,29 + 66,47 bei einem Minimum von 32 und einem Maximum
von 555. Bei einer Standardabweichung von 175,87 berechnete sich das 95 %-
Konfidenzintervall zwischen 55,64 und 380,93. Des Weiteren traten Salven mit einer

mittleren Haufigkeitvon 80,14 £38,87, einem Minimum von 0 und einem Maximum von
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298 auf. Mit einer Standardabweichung von 102,85 lag somit das Konfidenzintervall
zwischen -14,98 und 175,26. Bei zwei von sieben Tieren konnten ventrikulire
Tachykardien beobachtet werden. Hierbei lag der Mittelwert bei 3,00 +2,535, wobei das

Maximum bei 18 VT vorzufinden war.

In der TRI-Gruppe hingegen zeigten drei von sechs Versuchstieren auch komplexere
Herzrhythmusstoérungen. Extrasystolen konnten mit einer Haufigkeit von 51,17 + 28,46
beobachtet werden. Hierbei lag das Minimum bei 1 und das Maximum bei 183 ES. Bei
einer Standardabweichung von 69,72 berechnete sich ein 95 prozentiges
Konfidenzintervall zwischen -22,00und 124,33 ES. Zusétzlich traten sowohl Salven als
auch BG/TG auf. Die Haufigkeit der Salven betrug 0,17 £0,16. BG/TG traten im Mittel

mit 4,33 £3,95 auf. Im gesamten Zeitraum konnten keine VT beobachtet werden.

Die verschiedenen Arrhythmien sind in Abbildung 23 abgebildet.
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Abbildung 23: Haufigkeitsverteilung der einzelnen Arryhthmien nach Permanentinfarkt

Boxplotdarstellung der Gruppen URI (n=7), TRI (n=6) und MIC (n=7). A — URI-Gruppe (ES: 278943+
760,55; BG/TG: 218,29+ 66,47. Salven: 80,14 +38,87, VT: 3,00+2,535) B— TRI-Gruppe (ES: 51,17+
28,46; BG/TG: 4,33 +£3,95. Salven: 0,17 +0,16, VT: 0)

BG/TG - Bigeminus/Trigeminus; ES — Extrasystolen; VT — Ventrikuldre Tachykardie
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3.23 Postoperative Uberlebensrate

Innerhalb der Grundgesamtheit von 24 C57BL/6-Méusen haben 21 die Operation
iiberlebt. Ein Tier musste wegen starker Abweichung von den Standardprozeduren
ausgeschlossen werden. In der MIC-Gruppe (n=7) mussten keine Tiere ausgeschlossen
werden. In der URI-Gruppe mussten von 9 Tieren 2 Tiere ausgeschlossen werden. Die
erste Maus verstarb praoperativ bei der Injektion des Pentobarbitals und die zweite Maus
aufgrund einer unzureichend kontrollierbaren Blutung intraoperativ. In der TRI-Gruppe
mussten von 8 Tieren 2 Tiere ausgeschlossen werden. Hierbei verstarb eine Maus bei der
Injektion der MSCs und eine Maus konnte aufgrund eines dislozierten Fadens nicht
operiert werden. In den 7 postoperativen Tagen nach dem ersten Infarktund 48 h nach
dem zweiten Infarkt sind keine Tiere verstorben. Die iibrigen Méuse (MIC n=7; URI n=7;
TRI n=6) iiberlebten die Narkose, sowie die Operation und die Extubation. Die meisten
Tiere verstarben perioperativ beim Versuch eines Permanentinfarkts, wobei die Griinde
unterschiedlich ausfielen. Somit zeigte sich in den jeweiligen Gruppen eine
Uberlebensrate in der MIC-Gruppe von 100.00 %, in der URI-Gruppe von 78.89 % und
in der TRI-Gruppe von 75.00 %. Im Vergleich konnte kein Unterschied zwischen der
URI-Gruppe und der TRI-Gruppe innerhalb von 9 Tagen nach dem ersten und innerhalb

von 2 Tagen nach dem zweiten Herzinfarkt festgestellt werden.
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3.24 Signifikanztestung

Zur Testung der Signifikanz der einzelnen Ergebnisse kam unter Berilicksichtigung der
Grundgesamtheit von 20 Tieren sowie der Normalverteilung der Whitney-Mann-U-Test
fiir nicht normalverteilte unabhingige Stichproben oder der T-Test fiir unabhiangige
normalverteilte Stichproben zum Einsatz. Im Folgenden sind die drei unterschiedlichen
Gruppen MIC, URIund TRI in den ebenfalls drei Zeitabschnitten (0-15 min, 15-45 min,
45 min-12 h) miteinander verglichen worden. Zusdtzlich wurde im Falle einer
Normalverteilung die Varianzgleichheit iiberpriift. Das Signifikanzniveau wurde durch p

< 0,05 definiert.

3.24.1 Reperfusionsinfarkt

Zur Testung der Normalverteilung wurde der Shapiro-Wilk-Test angewandt. Dem
zufolge waren die Arrhythmien in allen Zeitabschnitten bis auf ES von 45 min bis 12 h
nicht normalverteilt und wurden mit einem Whitney-Mann-U-Test auf Signifikanzen
untersucht. Hierbei waren im Vergleich der Mittelwerte sowohl zwischen der MIC, der
URI- als auch der TRI-Gruppe keine signifikanten Unterschiede zu finden. Die
dazugehorige Darstellung findet sich in Abbildung 24 und Tabelle 12.
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Abbildung 24: Vergleich der Arrhythmietypen im Zeitraum 45 min bis 12 h nach
Reperfusionsinfarkt

Boxplotdarstellung der Gruppen URI (n=7), TRI (n=6) und MIC (n=7). A— BG/TG.B - Salven.C - VT.
D - ES. Keine signifikanten Unterschiede. Signifikanzenbeiallen Gruppen: p <0,05

BG/TG — Bigeminus/Trigeminus; ES — Extrasystolen; MIC — myocardial infarction control; URI
untreated reinfarction; TRI — treated reinfarction;, VT — ventrikuliare Tachykardien; * - signifikante

Unterschiede
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Tabelle 12: Signifikanzen der Arrhythmien 45 min bis 12 h nach Reperfusionsinfarkt

Arrhythmien URI vs. TRI URI vs. MIC TRIvs. MIC
ES 0,440 0,363 0,299
BG/TG 0,199 0,153 0,414
Salven 0,232 0,165 0,393
VT 0,395 0,252 0,433

3.2.42 Permanentinfarkt

Der Shapiro-Wilk-Test zeigte, mit einer Ausnahme bei den BG/TG im Zeitabschnitt von
45 min bis 12h, einen nicht normalverteilten Datensatz. Dementsprechend wurde die

Signifikanztestung mit dem Whitney-Mann-U-Test iiberpriift.

Der Vergleich zwischen URI-Gruppe und der TRI-Gruppe ergab keine signifikanten
Unterschiede in den Zeitabschnitten von 0 bis 45 min. Die URI-Gruppe zeigte im
Zeitabschnitt zwischen 45 min bis 12 h signifikant mehr ES, Salven und BG/TG.
Extrasystolen traten miteiner Signifikanz vonp <0,01, BG/TG mit einer Signifikanz von
p < 0,01 und Salven mit einer Signifikanz von p < 0,05 vermehrt auf. Ventrikulire
Tachykardien waren mit p > 0,05 nicht signifikant erhdht. Jedoch traten VT nur in der
URI-Gruppe auf.

Im Vergleich zwischen URI- und MIC-Gruppe bestanden ebenfalls keine Unterschiede
in den ersten 45 min postinfarzios. Dariiber hinaus fanden sich signifikante Unterschiede
in BG/TG, Salven und ES. Hierbei waren die Signifikanzniveausbei ESp <0,01, BG/TG
p <0,01 und Salven p <0,05. VT fanden sich auch in diesem Vergleich nicht signifikant
erhoht. Auch in diesem Zeitabschnitt traten VTs nur in der URI-Gruppe auf.

Im letzten Vergleich von der MIC- zur TRI-Gruppe konnten keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden. Alle Vergleiche sind in Abbildung 25 und die
dazugehorigen Signifikanzen in Tabelle 13 dargestellt.
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Abbildung 25: Vergleich der Arrhythmietypen im Zeitraum 45 min bis 12 h nach Permanentinfarkt

Boxplotdarstellung der Gruppen URI (n=7), TRI (n=6) und MIC (n=7 A—BG/TG.B —Salven. C— VT.D
- ES. Signifikanzen: URI vs. TRI: ES p <0,01; BG/TG p <0,01; Salven p <0,05; VT p > 0,05/ URI vs.
MIC: ESp<0,01; BG/TGp <0,01; Salvenp <0,05; VT p > 0,05/ TRI vs. MIC: Alle Arrthythmien p >
0,05.

BG/TG — Bigeminus/Trigeminus; ES — Extrasystolen; MIC — myocardial infarction control; URI —
untreated reinfarction; TRI — treated reinfarction; VT — ventrikuldre Tachykardien; * - signifikante

Unterschiede
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Tabelle 13: Signifikanzen der Arrhythmien 45 min bis 12 h nach Permanentinfarkt

Gruppen URI vs. TRI URI vs. MIC TRIvs. MIC
ES 0,005* 0,005* 0,066
BG/TG 0,009* 0,008* 0,161
Salven 0,042* 0,042* 0,181
VT 0,140 0,140
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3.25 MSCs in vivo

Zur Beurteilung der Zellen in situ wurden die Herzen 48 h nach dem Permanentinfarkt
entnommen und in fiinf Sektionen geschnitten. Alle Sektionen wurden in einen groben
Sektionsanteil und einen Slidesektionsanteil unterteilt. Zum einen wurde Sektion A am
Apex des Herzens festgelegt, zum anderen Sektion E an der Herzbasis. Die Schnitte
erfolgten parallel zur Herzbasis. Die groben Sektionen wurdenmit 60 pum Dicke und einer
Anzahl von 10 Schnitten angefertigt. Fiir die auszuwertenden Slides wurde eine Dicke
von 5 um gewihlt. Die Sektion A beinhaltete fiinf, Sektion B und C achtund Sektion D
vier solcher Slides. Die Herstellung der Schnitte ist in Tabelle 14 abgebildet. Die
schematische Darstellung der Schnitte ist in Abbildung 26 verdeutlicht. Im ersten Schritt
wurden die Schnitte, wie oben beschrieben, gefarbt. Nach Abschluss der Firbung wurden
die Slides mittels eines konfokalen Mikroskops auf Verdnderungen des Gewebes, dem
Verbleib des GFP Signals und der Fiarbung durch den sekundéren und priméren
Antikorper untersucht. Bei der Beurteilung des Gewebes zeigt sich eine Autofluoreszenz
des Myokards und der Gefalendothelien. Unter diesen Voraussetzungen konzentrierte
sich die Auswertung auf die Sektionen C und D der angefertigten Slides. Zum Vergleich
wurde ein Herz direkt nach der Implantation der Zellen verwendet. In diesem Ausschnitt
des Préiparats der Sektionen C und D zeigten sich, wie in Abbildung 27 dargestellt,
kolumnenartige Anhdufungen fldchenartiger Zellen, welche ein GFP*-Signal im Zytosol
vorwiesen. Die Kerne waren deutlich grofer als im umgebenden Gewebe. Hierbei
handelte es sich um MSCs. Représentativ fiir die Zellgruppe zeigten sich im Priparat der
vierten Maus aus der TRI-Gruppe auf den Ebenen B, und D4, wie in Abbildung 28
dargestellt, die Verhiltnisse nach neun Tagen in vivo. Auch in diesem Priaparat konnten
GFP*-Zellen nachgewiesen werden. Die kolumnenartige Anordnung war hierbeiverloren
gegangen. Des Weiteren zeigte sich auch hier der Unterschied in der Kerngréf3e der
implantierten Zellen zum umgebenden Herzgewebe. Auffillig stellte sich die diffuse

Verteilung der Zellen im Herzgewebe dar.
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Tabelle 14: Gewebeschnitte

Sektionsname Dicke Slideanzahl
Sektion A-E grob 60 pm 10

Slide A 5 um 5

Slide B 5 um 8

Slide C 5 um 8

Slide D 5 um 4

rﬁ;m’mf
U

Abbildung 26 Schematische Darstellung des Infarktareals und der Schnittebenen

A — Darstellung des Herzens mit Infarktareal, B — verwendete Schnittebenen

Blauer Pfeil — Basis; Roter Pfeil — Infarktrandzone; Griiner Pfeil — Apex; Schraffierte Fli che — Infarktareal
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Abbildung 27: MSCs ex vivo Darstellung des Matrigels mit MSCs im Herzgewebe 0 h nach Infarkt

Darstellungder Zellen unmittelbar nach Injektion (0 h).

Rot— GFP"-Zellen; Blau— Dapi-gefarbte Zellkerne.

Abbildung 28: MSCs ex vivo Darstellung des Matrigels mit MSCs im Herzgewebe 9 d nach Infarkt

Darstellungder Zellen 9 Tage nach Reperfusionsinfarktund 2 Ta ge nach Permanentinfarkt.

Rot— GFP"-Zellen; Blau— Dapi-gefirbte Zellkerne.
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3.2.6 Infarktgrofle

Zum Vergleich der InfarktgroBe zwischen den Gruppen wurden eine fast green/sirius red
-Farbungund eine HE-Farbung durchgefiihrt. Diese sind in Abbildung29 dargestellt. Die
Auswertung der Narbengroe mit fast green und sirius red zeigte einen signifikanten
Unterschied zwischender TRI-und URI-Gruppe (p <0,05). Der Vergleich zwischen TRI-
und MIC-Gruppe zeigte ein kleineres Infarktareal zu Gunsten der MIC-Gruppe, jedoch
ohne signifikanten Unterschied. Mit der HE-Farbung wurde die Leukozyteninfiltration
beurteilt, wobei dies den zweiten Infarkt représentierte. Hier zeigte sich ein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen URI und TRI gegeniiber der MIC-Gruppe (p <0,05).
Eine Tendenz mit verringerter, jedoch nicht signifikanter Leukozyteninfiltration konnte

bei der TRI-Gruppe nachgewiesen werden (Abbildung 30).

Abbildung 29: Vergleich des Narbenareals

A Darstellung des Narbenareals 9 Tage postinfarziell durch fast green/sirius red-Féarbung. — B Darstellung
der Leukozyteninfiltration mittels Himatoxylin-Eosin-Farbung.



77

0
Infarktareal [%] Infarktareal [%]
50 50
40 | 40 |
30 4 30 |
20 20 |
10 10
0 0
URI+MIC TRI URI TRI MIC
A B

Gruppe Gruppe

Abbildung 30: Signifikanz der Unterschiede in der Narbengrof3e

A Vergleich der NarbengroBe mit nichtsignifikantem Unterschied zwischen TRI und URI+MIC. - B
Vergleich der Leukozyteninfiltration mit signifikantem Unterschied zwischen URI und MIC.

MIC — myocardial infarction control; URI — untreated reinfarction; TRI — treated reinfarction, * -

signifikanter Unterschied :p <0.05
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4 Diskussion

Die zugrundeliegende Studie verdeutlicht zum ersten Mal die Auswirkungen allogen
implantierter hypoxisch priakonditionierter MSCs auf postinfarzielle Arrhythmien.
Hierbei fand sich eine signifikante Abnahme der Herzrhythmusstérungen im
Zeitabschnittvon 45 min bis 12 h nach dem Infarkt. Im Besonderen konnte die Haufigkeit
einfacher und komplexerer Arrhythmien gesenkt werden. Das Ausmal} dieser Senkung
spiegelt sich im Vergleich der Therapiegruppe zu den Kontrollgruppen MIC und URI
wider. Durch die Behandlung der Tiere konnten die Herzrhythmusstérungen der TRI-
Gruppe soweit abgesenkt werden, dass kein signifikanter Unterschied zu der MIC-

Gruppe nachzuweisen war.

4.1 Zellkultur

Als vielversprechendes Therapiekonzept stethen MSCs mitunter im Fokus der
regenerativen Medizin. Aktuell besteht die Gewinnung der MSCs aus einer
Knochenmarkentnahme, der Aufreinigung des gewonnenen Materials und der
anschlieBenden Kultivierung der verbleibenden Zellen. Andere Zellverbédnde wie
Fettgewebe, Nabelschnur, Wharton Sulze und sogar peripheres Blut konnten vor diesem
Hintergrund fiir die Isolation dieser Zellen verwendet werden. Eine Gewinnung von
MSCs aus Plazenta und Muskelgewebe wurde ebenfalls durchgefiihrt. (Bilal etal. 2015;
Arafa et al. 2014; Ouryazdanpanah et al. 2018; Hare et al. 2012; Camernik et al. 2019)
Die Kultivierung mesenchymaler Stammzellen gelingt bei den verschiedenen Tierarten
deutlich unterschiedlich. Zusétzlich bestehen auch Unterschiede bei der Dauer,
Atmosphére und Passage der Kultur. Nach Aufreinigung und Kultivierung der Zellen
kann eine Implantation iiber Infusionstherapie oder direkte Injektion in das Zielorgan

durchgefiihrt werden.

MSCs besitzen vorteilhafte Eigenschaften zur Anwendung als Zelltherapie. Neben einer
einfachen Expansion und Handhabung wihrend der Zellkultur konnte bei allogener und
xenogener Transplantation eine geringe AbstoBung durch den Wirt nachgewiesen
werden. (Saito et al. 2002) Durch diese immunmodulatorische Funktion ist eine

weitgehend einfache und vom Spender unabhingige Transplantation mdglich.
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Trotz dieser praktikablen Handhabung sind Schwierigkeiten insbesondere bei der
Auswahl der Spender, der Injektion und der Implantation der MSCs zu beobachten. Der
Zustand des Donors hat einen erheblichen Anteil an der Qualitdt und Quantitit dieser
Zellen. (Fan et al. 2010) Daher kann die Auswahl der Spender einen gro3en Einfluss auf
die Effektivitit in Experimenten besitzen. Weiterhin sind eine geringe Anzahl und somit
auch eine potenzielle Einschrankung der Funktion residenter Zellen durch das hypoxische
Milieu, mechanische Beanspruchung und Apoptose zu verzeichnen. (Sanganalmath und
Bolli 2013) Daher bestehen die vorrangigen Ziele in der richtigen Auswahl
mesenchymaler Stammzellen, einer Optimierungder Zellimplantationund eine hierdurch

bedingte Verbesserung der Langzeiteffekte dieser Zellen.

Einen zusitzlichen Faktor stellt die hypoxische Prikonditionierung dar. In diversen
Studien konnten positive Einfliisse auf das Kulturverhalten, die Effektivitit in vitro und
die Residenz prikonditionierter Stammzellen beobachtet werden. Neben verringertem
Zelltod und verlangsamtem Stoffwechsel konnte ein verbessertes Uberleben und somit
eine erhohte Anzahl der Zellen bei Injektion verdeutlicht werden. (Beegle et al. 2015)
Trotz dieser vielversprechenden Daten sind in der genauen Anwendung dieser Zellen
Unklarheiten zu finden. In den vorliegenden Studien werden eine Mindestdauer, die Art
der Zellen und der Sauerstofflevel der hypoxischen Prakonditionierung nicht ersichtlich.
Unter dieser Fragestellung sind Inkubationszeiten von Stunden bis Tagen dokumentiert.
Dabei ist weiterhin unklar, welchen Einfluss eine Variation auf die Effektivitat dieser

Stammzellen besitzt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Inkubation unter hypoxischen Bedingungen
durchgefiihrt. Da eine Kultivierung in normoxischem Milieu keine ausreichende Anzahl
der MSCs nachwies, sind vornehmlich die Effekte der hypoxisch prikonditionierten
Zellen zu untersuchen. Durch dieses Vorhaben ist ein positiver Einfluss der hypoxischen
Prikonditionierung auf die implantierten Zellen und somit die Versuchstiere

wahrscheinlich.
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4.2 Myokardinfarkt

Die Behandlung eines Herzinfarktes in der Klinik beinhaltet unterschiedliche
Medikamente und interventionelle Therapien. Eine Revaskularisierung erfolgt
ausschlief3lich in den ersten Stunden nach Eintreten des Myokardinfarkts und besitzt im
weiteren Verlauf einen symptomatischen und praventiven Charakter. Hierdurch treten
infarktassoziierte Sekundidrkomplikationen wie linksventrikulires Remodeling,
Herzinsuffizienz und Arrhythmien auf. Zur Verwirklichung neuer Anséitze sind in der
Vergangenheit verschiedene adulte Zellen wie Kardiomyozyten, skeletale und
immortalisierte Myoblasten, glatte Muskelzellen und Fibroblasten zur Anwendung
gekommen. (Hutcheson etal. 2000; Kocher etal. 2001; Ortiz et al. 2003; Planat-Bénard
et al. 2004) Obwohl sich vereinzelt Effekte, wie eine verstidrkte Revaskularisierung
(Kocher et al. 2001), eine Verbesserung der systolischen und diastolischen Funktion
(Hutcheson et al. 2000) und die Aufgabe als Schrittmacherzellen zu fungieren (Planat-
Bénard etal. 2004), nachweislichbestitigen lieBen, istdie Anwendung der adulten Zellen
eingeschriankt. Als Folge wurden die Auswirkungen der Applikation gering
differenzierter Zellen untersucht. Mit vielversprechenden Auswirkungen adulter
Stammzellen auf die Funktion, die Neovaskularisierung und das Remodeling des
Herzgewebes stehen diese Zellen nun im Vordergrund. Seitdem entwickelten sich
unterschiedliche Wege zur therapeutischen Anwendung von MSCs. (Wei etal. 2011) (Lu
etal.2014) (Rahbarghazietal. 2014) (Ghannam etal. 2010a) In diesem Rahmen bestehen
Unterschiede in Isolation, Kultivierung und Implantation. Neben der klassischen
intramyokardialen Applikation und der verbreiteten Infusionstherapie mit MSCs finden

sich Anwendungen mittels Applikation auf der Herzoberfldche. (Tano etal. 2016)

Eine schnelle Proliferation, reproduzierbare Kulturen, genetische Stabilitdt, homeing und
die Moglichkeit der lokalen oder systemischen Anwendung sind einige Vorziige dieser
Zelltherapie. Mit der praktikablen Handhabung und guten Zuganglichkeit der Zellen sind
MSCs in klinischen Studien vertreten. (Hare et al. 2012; Anastasiadis et al. 2012)
Umfangreiche Effekte auf das kardiale Remodeling, die Herzaktion und das
Immunsystem sind beschrieben. Hierzu zdhlen sowohl eine reduzierte Infarktgro e und
verringerte Narbenbildung als auch die verbesserte ventrikulire Funktion und

Durchblutung. (Gnecchi et al. 2006; Halkos et al. 2008)

Neben zahlreichen positiven Einfliissen sind in einigen Studien auch gegenteilige

Verdnderungen beobachtet worden. Abgekapselte ossifizierte und kartilagindre
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Ablagerungen um das Infarktgebiet sind in einer Studie von Breitbach et al. zum ersten
Mal beschrieben worden. (Breitbach et al. 2007) Des Weiteren zeigten die Ergebnisse
von Janssens et al. bei intrakoronarer Applikation keine linksventrikuldre Verbesserung
der Herzfunktion. (Janssens et al. 2006) Somit besteht ein groBes Spektrum zwischen
proarrhythmischen und antiarrhythmischen Eigenschaften, die MSCs zugeschrieben
werden. Zur vollstindigen Klarung dieser Frage ist ein standardisierter Umgang mit
Festlegung der Faktoren wie Art der Applikation, Menge der mesenchymalen

Stammzellen, Dauer der Therapie und Beobachtungszeitraum zu etablieren.

Obwohl diese Arbeit keinen Anspruch auf die Beantwortung der nachfolgenden
Fragestellung erhebt, konnten zusétzliche positive Effekte durch das Studiendesign
begriindet sein. Im Rahmen des Doppelinfarktmodells konnte der Einfluss dieser MSCs
nach dem zweiten Infarkt nachgewiesen werden. Plaquerupturen, Stentverlagerungen und
Stentthrombosen sind in Folge eines Herzinfarkts ernstzunehmende Komplikationen. In
diesen Fillen treten erneute ischdmische Ereignisse auf. Ein isolierter positiver Effekt bei

diesen Patienten ist daher noch unklar.
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4.3 Uberleben

Ein hoher Anteil der Sterblichkeit nach einem Herzinfarkt lasst sich auf maligne
Arrhythmien zuriickfiihren. (Ibanez et al. 2018) Ein durch Herzrhythmusstorungen
erhohtes Risiko fiir eine kardiale Dekompensation durch eine nachfolgende Stauung in
Leber und Lunge und einer daraus resultierenden erhdhten Hospitalisierungsrate sind
ursdchlich fiir eine erhohte Mortalitdt bei diesen Patienten. (Ibanez et al. 2018) In
Anbetracht der postinfarziellen Sterblichkeit von Patienten und der festgestellten
Reduktion der Arrhythmien in dieser Studie stellt sich die Frage nach den Auswirkungen
auf die Uberlebenszeit. In experimentellen Studien kann lediglich ein
Beobachtungszeitraum definiert werden. Der in dieser Studie verwendete Zeitraum
beschriankte sich auf zwei Tage nach dem Permanentinfarkt. Die Auswertung dieser
Daten zeigte keine direkte Tendenz der Uberlebensrate in den verschiedenen Gruppen.
Das Ergebnis lédsst keine direkte Aussage zu, da die gewihlte Gesamtzahl, Faktoren wie
technisches Versagen, Unterschied in der Aufwachphase der Mause und die Ausfiihrung
der Operationstechnik eine gro3e Rolle spielen. Auch wenn in diesem Vorhaben nur
geringfligige Unterschiede zu verzeichnen waren und die Versuchstiere keine
Komplikationen zeigten, ist eine Abhéngigkeit dieser Faktoren nicht auszuschliefen.
Obwohl der GroBteil der frithen Komplikationen in diesem Zeitabschnitt bis 48 h
postoperativ zu erwarten sind, konnen Spétkomplikationen nicht beurteilt werden.
Schlussfolgernd ldsst diese Arbeit eine Aussage iiber direkte postoperative Sterblichkeit

jedoch nicht iiber das Langzeitiiberleben zu.
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4.4 Elektrophysiologie

Zu Beginn eines Herzinfarkts sind akute inflammatorische Prozesse mit Sekretion von
Chemokinen, Wachstumsfaktoren und Zytokinen zu beobachten. Weiterhin sind
Verdnderungen durch den Untergang des Herzgewebes, Remodeling des Herzmuskels
und Auswirkungen auf die Elektrophysiologie zu verzeichnen. Obwohl eine
Verbesserung in der priaventiven und interventionellen Therapie des Herzinfarkts zu
verzeichnen ist, besitzen Patienten nach einem Myokardinfarkt eine 1-Jahres Mortalitit
von 13 %. (Santos et al. 2015) Durch den postinfarziellen Umbau entstehen im Rahmen
des Myokardremodelings proarrhythmische Tendenzen. (Bloch Thomsen et al. 2010)
Dieser Vorgang erh6ht zum einen das Risiko fiir maligne Arrhythmien und zum anderen
einerkardialen Dekompensation.(Ibanezetal. 2018) Vor diesem Hintergrund werden fiir
eine weitere Reduktion der Mortalitit Methoden bendtigt, die eine Verbesserung der
Herzfunktion auf ldngere Sicht erreichen. Die Zelltransplantation bezeichnet eine

vielversprechende Therapie flir Patienten mit Myokardinfarkt.

Neben kardialer Regeneration, Neovaskularisierungund Antiinflammation sind Einfliisse
auf die Kontraktilitit, das Remodeling und postinfarzielle Apoptose beschrieben.
(Rahbarghazi et al. 2014; Kim et al. 2018; Zhong et al. 2015) Auswirkungen auf die
Elektrophysiologie wurden selten untersucht. Dies ldsstsich auf die Kombination aus den
sparlich untersuchten elektrophysiologischen Wirkmechanismen der MSCs und der
komplexen Pathophysiologie von Arrhythmien zuriickfiihren. Da in frithen Experimenten
einige Zellen wie skeletale Myoblasten proarrhythmische Eigenschaften zeigten, sind
diese Nebenwirkungen bei Verwendung von MSCs nicht auszuschliefen. (Smits et al.
2003) Grundlegend konnte in Versuchen eine Differenzierung der MSCs in kardialer
Richtung nachgewiesen werden. (Wei et al. 2011) (Lu et al. 2014) Bei exprimierten
kardialen Oberfldchenmarkern zeigten sich jedoch keine funktionellen Kardiomyozyten.
In weiteren Untersuchungen konnten elektrophysiologische Eigenschaften dieser Zellen
beschrieben werden. (Li et al. 2018) Genauere Betrachtungen zeigten jedoch
Unterschiede zu physiologischen Kardiomyozyten. In einer in vitro Studie von Chang et
al. konnten vor diesem Hintergrund proarrhythmische Eigenschaften in der Kokultur von

MSCs und neonatalen Myozyten beobachtet werden. (Chang et al. 2006)
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Gegensitzlich hierzu konnten sowohl in umfangreichen tierischen Untersuchungen und
klinischen Studien keine proarrhythmischen Eigenschaften beobachtet werden. (Joung et
al. 2007; Schuleri et al. 2009; Hare et al. 2009) Diese Diskrepanz verdeutlicht einen

weiterhin bestehenden Bedarf der Forschung in dieser Richtung.

Im Hauptaspekt dieser Studie wurde mithilfe eines Doppelinfarktmodells eine Induktion
von Arrhythmien eingeleitet. (Sadraddin et al. 2019) Im Versuch das Auftreten
postinfarzieller Arrthythmien zu verringern, konnte eine quantitative und qualitative
Abnahme sowohl von ES als auch von BG/TG und Salven beobachtet werden. Hierbei
wurden die Gesamtzahl, Hiufigkeit und Anteil an einfachen und komplexeren
Arrhythmien dezimiert. Als Ausnahme zu dieser Reduktion zeigten sich VT. Obwohl
diese schwerwiegenden Arrhythmien nur bei der URI-Gruppe zu beobachten waren,
konnte kein signifikanter Unterschied zu TRI oder MIC gezeigt werden. Im gesamten
Beobachtungszeitraum wurden keine proarrhythmogenen Effekte nachgewiesen. In
Anbetracht der kurzen Zeitspanne ist hierdurch eine Aussage liber Frithfolgen, jedoch

nicht iiber Spétfolgen des Infarkts zu treffen.
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4.5 Grenzen dieser Studie

Im Fokus steht eine Untersuchung der Effekte von MSCs auf die Elektrophysiologie des
Herzens. Bei der Induktion des Herzinfarkts dieser Studie ist keine arteriosklerotische
Atiologie fiihrend. Daher ist die Mdglichkeit, den Einfluss dieser Grunderkrankung zu
untersuchen, nicht gegeben. Dies hat Auswirkungen auf die Genese postinfarzieller
Arrhythmien, Folgeschdden und letztendlich der Wirkung der MSCs. Dennoch ist von
einem geeigneten Modell auszugehen. (Sadraddinetal. 2019)

Dartiiber hinaus zeigt sich eine Limitation durch die Methodik dieses Versuchs. Bei einer
einmaligen Applikation von MSCs sind Auswirkungen durch Variation der Kultur,
Quantitédt der Zellen und mehrmaliger Anwendung dieser Therapie nicht zu eruieren. In
Anbetracht der kurzen Beobachtungszeit und der vorliegenden Studien wurde diese
Arbeit fiir einen Rahmen konzipiert, in dem die Wirkung der Zellen hauptsédchlich auf
diese verfiigbare Zeitspanne beschrinkt ist. Weitere Untersuchungen fiir die Anwendung
bei erkrankten Patienten sind fiir ein besseres Verstindnis notwendig. Vor diesem
Hintergrund ist weiterhin anzumerken, dass keine proarrhythmischen Tendenzen weder

nach dem Reperfusionsinfarkt noch nach dem Permanentinfarkt zu beobachten waren.

Im Weiteren wurde zur Untersuchungder Elektrophysiologie ein Mausmodell verwendet.
Mit diesem Vorhaben ergeben sich einige Unterschiede zur Herzaktion des Menschen.
Zum einen ist hervorzuheben, dass die Zeitspanne der einzelnen Aktionspotentiale im
Vergleich sehr kurz ausfillt und somit die Ruheherzfrequenz der Maus im Mittel 600
Schldge pro Minute betrdgt. Durch die schnelle Herzaktion ist eine Plateau-Phase des
Aktionspotentials, die beim Menschen charakteristisch ist, nicht vorhanden. Zusétzlich
haben die elektrophysiologischen Ablidufe im Vergleich zum Menschen einen anderen
Ursprung. Obwohl sich die Depolarisation in beiden Spezies dhnlich verhélt, zeigt sich
ein deutlicher Unterschied in der Repolarisation der Zelle. (Nerbonne 2016) Da dieser
Mechanismus einen Anteil an der Entstehung postinfarzieller Arrhythmien besitzt, ist die
Anwendbarkeit in der Klinik zu priifen. Hinzukommend ist ein Unterschied in der
Aufnahme der Herzaktion zu beachten. In der Klinik wird zur besseren Bewertung der
Herzaktion ein EKG oder eine Langzeitaufzeichnung verwendet. Hierbei handelt es sich
in den meisten Féllen um eine 12-Kanal-Ableitung, wodurch eine differenzierte Analyse
der Herzaktion mdglich ist. Aufgrund des kleinen Korpers der Maus und in Anbetracht
der zur Verfiigung stehenden Systeme zur Uberwachung der Herzaktion bei Mausen ist

lediglich eine einfache Ableitung durch zwei Elektroden durchgefiihrt worden. Auch
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wenn diese Aufnahme sich iiber 24 Stunden erstreckt, kann eine Maskierung von
Pathologien durch Muskelaktivitit oder ungiinstige Vektorlage nicht ausgeschlossen
werden. Im Rahmen der unterschiedlichen Vorhaben der einzelnen Studien ist eine
direkte Aussage iiber die Effekte dieser Zellen unklar. Das Studiendesign mit Festlegung
von Zelldonor, Isolations-, Kultivierungsverfahren und dem letztendlichen Tiermodell
haben einen groflen Einfluss auf die Effektivitit der Zellen und das Vorkommen von
Arrhythmien. Weiterhin kommen Methoden wie hypoxische Prikonditionierung,

verschiedene Implantationsarten und unterschiedliche Subgruppen der MSCs in Frage.
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4.6 Ausblick

Neben den Mallnahmen bei Verdacht auf ein akutes Koronarsyndrom mit SauerstofT,
Analgesie, Nitraten, Thrombozytenaggregationshemmern und einer suffizienten
Antikoagulation ist eine schnellstmdgliche Durchfiihrung einer PTCA Mittel der ersten
Wahl. Grundlegend ist hierbei der Untergang des Herzgewebes sechs Stunden nach
ischamischem Insult. Eine Reperfusionstherapie innerhalb dieses Zeitfensters bewirkt
eine direkte Mortalititsverringerungund einen besseren Outcome. Da eine Reduktion von
Herzinfarktgr6Be, Narbenareal, Arrthythmien und des kardialen Remodelings nach einer
Stammzelltherapie nachgewiesen werden konnte, ist eine Administration dieser Zellen
innerhalb der PTCA transendokardial oder bei einer Notfalloperation transepikardial
moglich. Im weiteren Verlauf konnten im Anschluss durch eine weniger invasive

Therapie MSCs als Infusionstherapie verabreicht werden.
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5  Zusammenfassung

Die aktuelle Lage der Studien verzeichnet einen Nutzen der MSCs in der Therapie des
Myokardinfarkts. Unter diesem Einfluss finden sich sowohl hdmodynamische,
zellbiologische als auch elektrophysiologische Effekte. (Rahbarghazi et al. 2014; Kim et
al. 2018; Li et al. 2018) Diese Studie untersuchte die therapeutische Effizienz einer
einmaligen MSC Injektion und deren Auswirkungen auf die Elektrophysiologie des
Herzens. In einem neuartigen murinen Doppelinfarktmodell stand das Verhalten der
postinfarziellen Herzrhythmusstérungen im Fokus. In diesem Rahmen wurden alle
positiven und negativen Einfliisse, die infolge der Therapie auftraten, aufgezeichnet und

analysiert.

Zu Beginn wurde nach Etablierung des finalen Protokolls eine Kultur von MSCs einer
GFP*-Maus erstellt und mittels Phénotypisierung auf Reinheit, Zusammensetzung und
Uberleben untersucht. Im Verlauf konnte nach Festlegung der Passage fiir die
Identifizierung der MSCs eine Differenzierung der Zellen durchgefiihrt werden. Bei
vorliegender Anzahl und Reinheit der Zellkultur wurden die Versuchstiere fiir die Studie
vorbereitet. Nach FEinbau eines Telemeters und kiinstlicher Induktion eines
Reperfusionsinfarkts, erfolgte eine intramyokardiale Injektion von Matrigel mit und ohne
1 x 10° MSCs entlang der Randzone des Herzinfarkts. Nach einer Aufzeichnung von 24
h und einer Latenzzeit von zusétzlichen sechs Tagen wurde ein Permanentinfarkt (URI-
und TRI-Gruppe) oder eine Scheinoperation (ohne Induktion eines Myokardinfarkts;
MIC-Gruppe) durchgefiihrt. Darauffolgend konnte die Herzaktion weitere 48 h
aufgezeichnet werden. Nach Abschluss der Aufzeichnung wurde das Herz zur

Untersuchung entnommen und fiir die Beurteilung zu Gewebeschnitten weiterbearbeitet.

Die Zellkultur wies nach der zweiten Passage mindestens eine Reinheit mit MSC-
typischer Oberflidchenantigene wie CD29, CD90, CD44 und Sca-1 von 90 % auf. Dariiber
hinaus fand sich eine geringe Menge an CD45 positiven Zellen. Eine Differenzierung
konnte sowohl in Adipozyten, Osteozyten als auch in Chondrozyten induziert werden.
Die Anzahl der gewonnen Zellen erstreckte sich auf ca. 1,5-2 x 10 MSCs pro
Spendertier. Hierdurch konnte die Injektion, fiir alle Versuchstiere der TRI-Gruppe, aus

einer Kultur erfolgen.

In der Auswertung der Arrhythmien zeigte sich nach Reperfusionsinfarkt eine homogene

Verteilung der Arrthythmien mit Vorkommen aller Arrhythmietypen. Hierbei konnten
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keine signifikanten Unterschiede innerhalb der Gruppen nachgewiesen werden. Die
Herzaktion nach dem Permanentinfarkt zeigte im Vergleich zu den anderen Gruppen,
insbesondere im Vergleich zu der URI-Gruppe, eine signifikante Reduktion der ES,
BG/TG und Salven in der Therapiegruppe. Obwohl ein signifikanter Effekt auf das
Vorkommen von ventrikuldren Tachykardien nicht verzeichnet werden konnte, traten
diese Rhythmusstorungen ausschlieBlich in der URI-Gruppe auf. Im Gegensatz zu

anderen Studien konnten keine proarrhythmischen Tendenzen beobachtet werden.

Die Gewebeschnitte wurden mittels Immunfluoreszenz geféarbt und aufresidente Zellen
untersucht. In der Untersuchung der TRI-Gruppen-Herzen stellten sich zusétzlich GFP*-
Zellen inmitten des amorphen Materials dar. Aufgrundder Morphologie, der Lokalisation

und der Farbung handelte es sich um die injizierten MSCs.

Zur Untersuchung der Infarktgrofe wurde das fibrose Gewebe und die
Leukozyteninfiltration anhand einer HE-, fast green- und sirius red-Farbung dargestellt.
Hierbeizeigte sich die geringste Infarktauspriagungin der MIC-Gruppe mitsignifikantem
Unterschied zur URI-Gruppe mit der ausgepragtesten Infarktgroe. Die TRI-Gruppe lag
zwischen beiden Werten, weswegen lediglich eine Tendenz, jedoch kein signifikanter

Unterschied nachgewiesen wurde.

Zusammenfassend verringerte die intramyokardiale Injektion der MSCs das Auftreten
einfacher und komplexerer Arrhythmien. Dieser Effekt istim Zusammenhang mehrerer
Mechanismen zu sehen und wurde in dieser Studie anhand der InfarktgroBe bestétigt. Im
Weiteren werden zukiinftige Studien die Handhabung dieser Therapie in der klinischen

Anwendung beleuchten.
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8 Anhang

Nachfolgend sind die zwei verwendeten Protokolle angehdngt. Zur Kultivierung der
MSCs wurde eine modifizierte Form des MesenCult™ Expansion Kit (Mouse) der Firma
StemCell durchgefiihrt worden. Die Differenzierung erfolgte durch das Mouse
Mesenchymal Stem Cell Functional Identification Kit der Firma R&D System:s.
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Product Description

MesenCult™ Expansion Kit (Mouse) is standardized for the culture of mouse mesenchymal stromal cells (MSCs; also known as
mesenchymal stem cells) and mouse embryonic fibroblasts (MEFs). The kit includes MesenCult™ Basal Medium (Mouse), MesenCult™
10X Supplement (Mouse), and MesenPure™. MesenCult™ Expansion Medium has been optimized for the derivation and expansion of
mouse MSCs and MEFs in vitro as well as for the detection of colony-forming unit-fibroblasts (CFU-F). This kit was optimized using cells
from the mouse strain C57BL/6.

To facilitate the enrichment of MSCs and MEFs during cell culture without serial passaging and frequent medium changes, simply add
MesenPure™ to complete MesenCult™ Expansion Medium just prior to use. Although not required, the addition of MesenPure™ is strongly
recommended, as the resulting MSC and MEF cultures are more homogeneous and exhibit more robust proliferation, differentiation, and
colony formation when compared to complete MesenCult™ Expansion Medium alone.

NOTE: MesenCult™ Expansion Medium must be supplemented with L-Glutamine (Catalog #07100).

Product Information

The following components are sold as a complete kit (Catalog #05513) and are not available for individual sale.

COMPONENT NAME COMPONENT # SIZE STORAGE SHELF LIFE

Stable for 12 months from date of manufacture

MesenCult™ Basal Medium (Mouse) 05514 450 mL Store at 2 - 8°C.
(MFG) on label.

MesenCult™ 10X Supplement (Mouse) 05515 50 mL Store at -20°C. stable for 24 months from date of manufacture
(MFG) on label.

MesenPure™* 05500 0.5mL Store at -20°C. Stable until expiry date (EXP) on label.

*Please refer to the Safety Data Sheet (SDS) for hazard information. This product contains components dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO). DMSO is a strong solvent and skin
penetrant, and can transport many substances through the skin. DMSO can also penetrate some protective glove materials including latex and silicone. Extra caution should be used
when handling this product.

None of the above components contain antibiotics.

Preparation of Complete MesenCult™ Expansion Medium (Mouse)

Use sterile techniques to prepare complete MesenCult™ Expansion Medium (MesenCult™ Basal Medium + MesenCult™ 10X Supplement
+ L-Glutamine). The following example is for preparing 500 mL of complete medium. If preparing other volumes, adjust accordingly.
1. Thaw 10X Supplement at room temperature (15 - 25°C) or at 2 - 8°C overnight. Mix thoroughly.
NOTE: Once thawed, use immediately or aliquot and store at -20°C. Do not exceed the shelf life of the supplement. After thawing the
aliquots, use immediately. Do not re-freeze.
2. Add 50 mL of 10X Supplement to 450 mL of Basal Medium.
3. Add 5 mL of L-Glutamine (Catalog #07100) to achieve a final concentration of 2 mM. Mix thoroughly.
NOTE: If not used immediately, store complete MesenCult™ Expansion Medium at 2 - 8°C for up to 2 weeks. Do not exceed the shelf
life of the individual components.
OPTIONAL: Add MesenPure™ for setting up the CFU-F assay or for expanding MSCs or MEFs (see next section).

MesenPure™ Addition (Recommended)

Although not required, the addition of MesenPure™ to complete MesenCult™ Expansion Medium is strongly recommended, as the resulting
MSC and MEF cultures are more homogeneous and exhibit more robust proliferation, differentiation, and colony formation compared to
cultures grown in the medium without MesenPure™. MesenPure™ facilitates the enrichment of MSCs and MEFs without serial passaging or
frequent medium changes. MesenPure™ has been optimized using cells from the mouse strain C57BL/6. The efficacy of MesenPure™ on
culture of cells from other mouse strains may vary.
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1. Thaw MesenPure™ at room temperature (15 - 25°C). Mix thoroughly.

NOTE: Once thawed, use immediately or aliquot and store at -20°C until expiry date (EXP) on label. After thawing the aliquoted
MesenPure™, use immediately. Do not re-freeze.

2. Dilute MesenPure™ 1 in 1000 in complete MesenCult™ Expansion Medium (e.g. add 1 pL of MesenPure™ per 1 mL of complete
medium) and mix thoroughly.

NOTE: Always add MesenPure™ to complete MesenCult™ Expansion Medium immediately prior to use. Do not store complete
MesenCult™ Expansion Medium containing MesenPure™.

Directions for Use

Please read the entire protocol before proceeding.

For optimal results, culture cells under hypoxic conditions (5% Oz and 5 - 10% CO2) at 37°C in a humidified cell culture incubator or use a
Hypoxia Incubator Chamber (Catalog #27310). For instructions on how to use the Hypoxia Incubator Chamber refer to the Product
Information Sheet (PIS; Document #29829) available at www.stemcell.com.

Use sterile techniques when performing the following protocols:

A) Isolation of Mouse MSCs from Compact Bone (CB) and Bone Marrow (BM)

B) CFU-F Assay

C) Expansion of Mouse MSCs and MEFs

NOTE: For detailed instructions on how to isolate mouse MSCs from adipose tissue or MEFs contact us at techsupport@stemcell.com.

A) Isolation of Mouse MSCs from Compact Bone (CB) and Bone Marrow (BM)
NOTE: MesenPure™ is not required in the following isolation protocols.
1. Prepare complete MesenCult™ Expansion Medium and warm to 37°C.

2. Sacrifice mice using procedures approved by your institution. Remove the femurs and tibias from each mouse. Ensure that the bones
are free of skin and muscle tissue. Keep bones on ice in phosphate-buffered saline (PBS) containing 2% fetal bovine serum (FBS) and
1 mM EDTA (e.g. EasySep™ Buffer; Catalog #20144). Antibiotics may be added to the buffer during isolation if desired.

3. Use bone-cutting scissors to cut both ends of bones to expose the interior of the marrow shaft. Place bones in a sterile 100 mm dish
containing 2% FBS and 1 mM EDTA on ice.

4. Using a 6 mL syringe with a 23 gauge needle, draw up warm complete MesenCult™ Expansion Medium. Using sterile forceps, hold a
bone over a 50 mL conical tube (e.g. Catalog #38010). Insert the needle into one end of the bone and gently push the syringe plunger
to flush out the marrow with medium.

5. Repeat step 4 until all marrow has been flushed out of all bones (i.e. bones are white) and collect into the same 50 mL tube.
6. Resuspend the bone marrow by pipetting up and down until no clumps are observed.

To obtain CB-derived MSCs follow steps 7 - 15; to obtain BM-derived MSCs follow steps 16 - 17.

CB-derived MSCs:

7. Transfer the bones (from step 5) to a 100 mm dish containing 2 mL of Collagenase Type | (0.25%; Catalog #07902). Incubate at room
temperature (15 - 25°C) for 3 - 4 minutes.

8. Use bone-cutting scissors to cut the bones into 1 - 2 mm fragments.

9. Transfer the bone suspension into a 50 mL conical tube. Add Collagenase Type | (0.25%) to reach a final volume of 2 mL per mouse,
or a minimum of 10 mL.

10. Incubate the tightly capped tube at 37°C for 1 hour, on its side, while shaking at approximately 200 rpm.

11. Add PBS containing 2% FBS and 1 mM EDTA to the tube to achieve a final volume of 30 mL.

12. Filter the bone suspension through a 70 um cell strainer (e.g. Catalog #27260) into a new 50 mL conical tube.

13. Wash the strainer with 10 mL of PBS containing 2% FBS and 1 mM EDTA and collect the wash into the same tube as in step 12.
14. Centrifuge the tube at 300 x g for 10 minutes.

15. Discard the supernatant and resuspend the cell pellet in complete MesenCult™ Expansion Medium.

BM-derived MSCs:
16. Centrifuge the 50 mL tube containing bone marrow (from step 6) at 300 x g for 10 minutes.

17. Discard the supernatant. Resuspend the cell pellet in complete MesenCult™ Expansion Medium.
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Expected Number of Total Cells Recovered After Isolation From CB and BM

Following isolation, count nucleated cells using 3% Acetic Acid with Methylene Blue (Catalog #07060). Refer to the PIS (Document #29604)
for directions for use. See Table 1 for expected cell numbers.

Table 1: Expected Number of Total Cells Recovered After Isolation
EXPECTED NUMBER OF TOTAL CELLS

SOURCE RECOVERED PER MOUSE
(i.e. two femurs and two tibias)
Compact bone (CB) 7-12x 1076
Bone marrow (BM) 55-6.5x 10A7

B) CFU-F Assay

NOTE: If using MesenPure™ to facilitate the enrichment of MSCs and MEFs, add MesenPure™ to complete MesenCult™ Expansion
Medium just prior to use. Refer to the MesenPure™ Addition section for complete instructions.

The following protocol is for setting up a CFU-F assay in a 6-well plate. If using other cultureware, adjust cell numbers and volumes
accordingly.

NOTE: Only use tissue culture-treated cultureware.

1. Plate cells in 2 mL of complete MesenCult™ Expansion Medium (with or without MesenPure™) per well. Plate cells at 3 different
densities for each cell type used, in duplicate wells. Refer to Table 2 for recommended cell plating densities.

NOTE: During the initial MSC isolation, antibiotics may be added to complete medium if desired.

Table 2: Recommended Cell Plating Densities for Setting up the CFU-F Assay

RECOMMENDED EXAMPLE OF NUMBER OF
CELL TYPE PLATING DENSITY CELLS PER WELL OF
(cellsfcm?) A 6-WELL PLATE

5x 1074
CB-derived MSCs 05-25x10M 10 x 1074

25 x 1074

2.5 x 1075
BM-derived MSCs 0.25-1x 1075 5x 1015

10 x 1075

5x 1074
Adipose-derived MSCs 05-25x 1004 10 x 10°4

25 x 1074

5x 1004
MEFs 0.5-25x 1074 10x 1074

25 x 10n4

2. Incubate cells at 37°C under hypoxic conditions until colonies (> 20 cells/colony) appear. This takes approximately 7 days.

3. If more time is needed, perform a half-medium change (i.e. aspirate 1 mL of medium and add 1 mL of complete MesenCult™
Expansion Medium [with or without MesenPure™] per well).

4. Incubate cells at 37°C under hypoxic conditions for an additional 2 - 7 days until ideal colony size is achieved.

5. Fix, stain, and count the CFU-F colonies.

C) Expansion of Mouse MSCs and MEFs
NOTE: If using MesenPure™ to facilitate the enrichment of MSCs and MEFs, add MesenPure™ to complete MesenCult™ Expansion

Medium just prior to use. Refer to the MesenPure™ Addition section for complete instructions.

The following protocol is for culturing cells in a single T-75 cm? flask. If using other cultureware, adjust cell numbers and volumes

accordingly.

NOTE: Only use tissue culture-treated cultureware.
1. Plate freshly isolated MSCs or MEFs in 10 mL of complete MesenCult™ Expansion Medium (with or without MesenPure™) per flask.

Refer to Table 3 for recommended cell plating densities of freshly isolated primary cells.
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Table 3: Recommended Cell Plating Densities for Cell Expansion of Freshly Isolated Cells

RECOMMENDED

EXAMPLE OF NUMBER OF CELLS

o (reshly soated caiiom?) | PER 170 om* FLASK
CB-derived MSCs 3-6x10n4 25-5x10"6
BM-derived MSCs 3-6x 1075 25-50x 106
Adipose-derived MSCs 3-6x10M4 25-5x10"6
MEFs 3-6x 103 2.5-5x1015

FESTEMCELL"

TECHNOLOGIES

2. Incubate cells at 37°C under hypoxic conditions for 7 days.
NOTE: When plating freshly isolated cells, do not culture for more than 10 days and do not exceed 80% confluency.
* |f cells have reached 80% confluency, continue to step 3 to passage cells.
OR
o |[f cells are < 80% confluent:

I. Perform a half-medium change (i.e. aspirate 5 mL of medium and add 5 mL of complete MesenCult™ Expansion Medium [with or
without MesenPure™] per flask).

i. Incubate cells at 37°C under hypoxic conditions until cells have reached approximately 80% confluency. This takes approximately
an additional 2 - 3 days (i.e. 9 - 10 days in total). Continue to step 3 to passage cells.

3. Passage cells as follows:
i. Wash cells once with 5 mL of D-PBS (Without Ca++ and Mg++; Catalog #37350).

ii. Add5mL of Trypsin-EDTA (0.25%; Catalog #07901) and incubate at 37°C for 5 minutes. Tap the flask to detach cells. If less than
90% of cells have detached, incubate at 37°C for an additional 2 minutes and tap the flask again.

iii. Add 5 mL of complete MesenCult™ Expansion Medium and collect cells in a 15 mL conical tube.

iv.  Centrifuge at 300 x g for 10 minutes.

v. Discard the supernatant and resuspend the cell pellet in complete MesenCult™ Expansion Medium.
vi.  Count and plate cells (with or without MesenPure™) according to Table 4.

Table 4: Recommended Cell Plating Densities for Expansion of Passaged or Frozen Cells

CELL TYPE LATING DENGITY | EXAMPLE OF NUMBER OF CELLS
(cells/cm?)

CB-derived MSCs 4-6.7 X103 3-5x10Mn5

BM-derived MSCs* 4-6.7x 1073 3-5x 1075

Adipose-derived MSCs 3.3-4.6x1013 25-35x10M5

MEFs 3.3-4.6x10"3 25-3.5x 1015

“If MesenPure™ is naot used in complete medium, seed 1.5 - 2 times more cells for BM-derived MSCs.

Related Products

For a complete list of related products available from STEMCELL Technologies, including differentiation media, visit www.stemcell.com or
contact us at techsupport@stemcell.com.

STEMCELL TECHNOLOGIES INC.'S QUALITY MANAGEMENT SYSTEM IS CERTIFIED TO ISO 13485. PRODUCTS ARE FOR RESEARCH USE ONLY AND NOT INTENDED FOR HUMAN OR ANIMAL DIAGNOSTIC
OR THERAPEUTIC USES UNLESS OTHERWISE STATED

Copyright © 2019 by STEMCELL Technologies Inc. All rights reserved including graphics and images. STEMCELL Technologies & Design, STEMCELL Shield Design, Scientists Helping Scientists, EasySep,
MesenCult, and MesenPure are trademarks of STEMCELL Technologies Canada Inc. All other trademarks are the property of their respective holders. While STEMCELL has made all reasonable efforts to ensure that
the information provided by STEMCELL and its suppliers is correct, it makes no warranties or representations as to the accuracy or completeness of such information.
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Reagents for the identification of mouse bone marrow-derived stem cells
(BMSC)/mesenchymal stem cells (MSC) by in vitro functional differentiation.

This package insert must be read in its entirety before using this product.
For laboratory research use only. Not for diagnostic use.
The safety and efficacy of this product in diagnostic or
other clinical uses has not been established.
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PRINCIPLE OF THE ASSAY

Stem cells are functionally defined by their capacity to self renew and their ability to generate
a large number of differentiated progenitor cells, which commit to further maturation

along specific lineages. Multiple stem cell populations have been discovered from various
adult tissues, including bone marrow-derived stem cells (BMSCs) and mesenchymal stem
cells (MSCs). BMSCs/MSCs are capable of differentiating into multiple cell types including
adipocytes, chondrocytes, osteocytes, hepatocytes, cardiomyocytes, and neurons (1-6).

With the availability of cell selection technologies and recombinant growth factors, many

labs undertake isolation and expansion of stem cells in vitro (7-10). During the isolation and
expansion of BMSCs/MSCs, the status of stem cells is best evaluated by measuring their ability
to differentiate into multiple mesenchymal lineages.

The Mouse Mesenchymal Stem Cell Functional Identification Kit is designed for the
identification of mouse BMSCs/MSCs based on their ability to differentiate into multiple
mesenchymal lineages. This kit contains specially formulated Adipogenesis, Chondrogenesis,
and Osteogenesis Media Supplements, which can be used to effectively differentiate BMSCs/
MSCs into adipogenic, chondrogenic, or osteogenic lineages. A panel of antibodies, consisting
of anti-mFABP4, anti-mCollagen Il, and anti-mOsteopontin, are included to define the mature
phenotypes of adipocytes, chondrocytes, and osteocytes, respectively.

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

« FOR LABORATORY RESEARCH USE ONLY. NOT FOR DIAGNOSTIC USE.

- The safety and efficacy of this product in diagnostic or other clinical uses has not been
established.

+ The kit should not be used beyond the expiration date on the kit label.

« The quality of the mesenchymal stem cells and any variation in the procedure can cause
variation in the efficiency of cell differentiation.

- The supplements may contain a precipitate. Mix well before use.

PRECAUTIONS

The Adipogenic Supplement contains 95% ethanol and is highly flammable. Keep the
container tightly closed, and keep it away from sources of ignition.

The acute and chronic effects of over-exposure to the reagents in this kit are unknown. Safe
laboratory handling procedures should be followed and protective clothing should be worn
when handling kit reagents.

The ITS Supplement contains human transferrin. The transferrin was tested at the donor level
using an FDA licensed method and found to be non-reactive for anti-HIV-1/2, anti-HCV, and
Hepatitis B surface antigen. As no testing can offer complete assurance of freedom from
infectious agents, this reagent should be handled as if capable of transmitting infection.

www.RnDSystems.com



MATERIALS PROVIDED & STORAGE CONDITIONS

Store unopened kit at < -20 °Cin a manual defrost freezer. Do not use past kit expiration date.

polyclonal antibody; enough to make 5 mL of staining
solution when used at the suggested concentration of
10 pg/mL.

STORAGE OF OPENED/
PART PART# | DESCRIPTION RECONSTITUTED REAGENTS
Adipogenic Supplement | 390415 | 0.5 mLofa 100X concentrated solution containing
hydrocortisone, isobutylmethylxanthine, and Store tightly sealed at 2-8 °C for
indomethacin in 95% ethanol; enough to supplement up to 6 months.*
50 mL of medium.
Mouse/Rat Osteogenic 390441 | 2.5ml of a 20X concentrated solution containing
Supplement ascorbate-phosphate, B-glycerolphosphate, and
recombinant human BMP-2; enough to supplement
50 mL of medium.
Chondrogenic 390417 | 0.5mLofa 100X concentrated solution containing Aliquot and store at < -20 °Ciina
Supplement dexamethasone, ascorbate-phosphate, proline, manual defrost freezer for up to
pyruvate, and recombinant human TGF-B3; enough to 6 months.* Avoid repeated freeze-
supplement 50 mL of medium. thaw cycles.
ITS Supplement 390418 | 0.5 mL of a 100X concentrated solution containing
insulin, transferrin, selenious acid, bovine serum
albumin, and linoleic acid; enough to supplement
50 mL of medium.
anti-mFABP4 967799 | 50 pg of lyophilized goat anti-mouse FABP4 polyclonal
antibody; enough to make 5 mL of staining solution
when used at the suggested concentration of 10 pg/mL.
anti-mCollagen Il 967803 | 50 pg of lyophilized sheep anti-mouse Collagen | Store at 2-8 °Cfor up to 1 month
polyclonal antibody; enough to make 5 mL of staining or aliquot and store at < -20 °Cin
solution when used at the suggested concentration of amanual defrost freezer for up to
10 pg/mL. 6 months.* Avoid repeated freeze-
anti-mOsteopontin 967802 | 50 pg of lyophilized goat anti-mouse Osteopontin thaw cycles.

*Provided this is within the expiration date of the kit.

For research use only. Not for use in diagnostic procedures.




OTHER SUPPLIES REQUIRED

Materials

« Mouse mesenchymal stem cells
« 24-well culture plates

« 12 mm coverslips

+ 15 mL centrifuge tubes

« Pipettes and pipette tips

« Serological pipettes

« Fine pointed curved forceps

« Glass slides

« Slide box

« Liquid barrier pen

Reagents

« a Minimum Essential Medium (a MEM)

« D-MEM/F-12 (1X)

« Fetal Bovine Serum

- Phosphate-Buffered Saline (PBS)

« Penicillin-Streptomycin-Glutamine (100X)

« Zinc Formalin

+ 4% Paraformaldehyde in PBS

+ 95% Ethanol

+ 1% BSA in PBS

« Triton™ X-100

« Normal Donkey Serum

« Fibronectin [optional; R&D Systems®, Catalog # 1030-FN (bovine) or 1918-FN (human)]
« Mounting medium (R&D Systems®, Catalog # CTS011)

« Secondary developing reagents (R&D Systems®, Catalog # NLOO1 and NLO10)
» Universal Antigen Retrieval Reagent (R&D Systems®, Catalog # CTS015)

« Deionized or distilled water

Equipment

« 37 °Cand 5% CO, incubator
« Centrifuge

« Hemocytometer

« Inverted microscope

« 37 °C water bath

« Fluorescence microscope

- Cryostat
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REAGENT & MATERIAL PREPARATION

aMEM Basal Media - For use with Adipogenic Supplement and Osteogenic Supplement.
Mix the following sterile ingredients to make 101 mL of media. Store at 2-8 °C for up to

1 month. Alternatively, basal medium that has been prequalified for Adipogenic and
Osteogenic differentiation may be used (R&D Systems®, Catalog # CCMO007).

ITEM AMOUNT | FINAL CONCENTRATION

a MEM 90mL | 90%

Fetal Bovine Serum 10mL 10%

100X Penicillin-Streptomycin-Glutamine TmL 100 U/mL Penicillin, 100 pg/mL Streptomycin, 2 mM L-Glutamine

D-MEM/F-12 Basal Media - For use with Chondrogenic Supplement. Mix the following
sterile ingredients to make 50 mL of media. Store in the dark at 2-8 °C for up to 1 month.

ITEM AMOUNT | FINAL CONCENTRATION

D-MEM/F-12 49mL | 99%

ITS Supplement 500pL | 1%

100X Penicillin-Streptomycin-Glutamine 500 uL 100 U/mL Penicillin, 100 pg/mL Streptomycin, 2 mM L-Glutamine

PREPARATION OF LYOPHILIZED ANTIBODIES

Anti-mFABP4 - Reconstitute with 500 pL of sterile PBS. Mix gently. Results in a 100 pg/mL stock
solution.

Anti-mCollagen Il - Reconstitute with 500 pL of sterile PBS. Mix gently. Results in a 100 pg/mL
stock solution.

Anti-mOsteopontin - Reconstitute with 500 pL of sterile PBS. Mix gently. Results in a
100 pg/mL stock solution.

4 For research use only. Not for use in diagnostic procedures.



PROCEDURE OUTLINE

Expand MSCs

—

Adipogenic Differentiation

Plate 2.1 x 10* MSCs/cm?
in StemXVivo Osteogenic/
Adipogenic Base Media.

N

L 4
Culture cells to 100% confluency.

L 2
Replace the medium with
Adipogenic Differentiation Media
to induce adipogenesis.

N

EVERY 3-4 DAYS
Replace media with fresh

Adipogenic Differentiation Media.

AFTER 10-14 DAYS
Adipocytes can be fixed.

l

ICC detection of FABP4.

|

Osteogenic Differentiation

Plate 4.2 x 10> MSCs/cm?
in StemXVivo Osteogenic/
Adipogenic Base Media.

N

l

Culture cells to 50-70% confluency.

Replace the medium with
Osteogenic Differentiation Media
to induce osteogenesis.

Exgmd

EVERY 3-4 DAYS
Replace media with fresh

AFTER 14-21 DAYS
Osteocytes can be fixed.

l

ICC detection of Ostepontin.

Osteogenic Differentiation Media.

AN

Chondrogenic Differentiation

Transfer 2.5x 10° MSCsto a
15 mL conical tube.

TN

Centrifuge and resuspend the cells

in Chondrogenic Differentiation Media.
Centrifuge the cells but do not remove
the medium. l

TN

AFTER 1-2 DAYS

Chrondrogenic pellet forms.

EVERY 2-3 DAYS

Replace media with fresh
Chondrogenic Differentiation Media.
AFTER 17-21 DAYS

Chondrogenic pellet can be harvested.

|

Cryosection the chondrogenic pellet.

ICC detection of Collagen Il.
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ADIPOGENICDIFFERENTIATION PROTOCOL

Fresh supplemented media should be made for each usage or media change. The
recommended amount of medium for a 24-well plate is 0.5 mL/well. Make 5.0 mL of media for
10 wells.

PREPARATION OF ADIPOGENIC DIFFERENTIATION MEDIA

1. If a precipitate forms, warm the Adipogenic Supplement vial in a 37 °C water bath for
5 minutes. Vortex until the precipitate dissolves.

2. Add 50 pL of the Adipogenic Supplement to 5.0 mL of a MEM Basal Media. Mix gently.

PREPARATION OF CULTURE PLATES FOR ADIPOGENIC DIFFERENTIATION

1. Insert a sterile coverslip (sterilized with 95% Ethanol and flamed) into each well of a 24-well
plate.

2. Add 0.5 mL of sterile PBS to each well. Gently sink the floating coverslips with a sterile
pipette tip.

3. Store in a 37 °C incubator until needed.

4. Remove the PBS from the wells before beginning the Adipogenesis Culture Protocol.

ADIPOGENESIS CULTURE PROTOCOL

Note: 50 mL of Adipogenic Differentiation Media is sufficient to culture and differentiate 12 wells
for 14 days with 6 media changes. The culturing of 10 wells will provide enough coverslips for

2 monitor stainings and 1 final staining of cells; 1 coverslip for oil red staining and 2 coverslips for
immunstaining.

1. Seed cells at a density of 2.1 x 10 cells/cm?. Each well is approximately 1.76 cm? requiring
3.7 x 10* cells/well.

2. Prepare 3.7 x 10° cells in 5.0 mL of a MEM Basal Media.

3. Dispense 0.5 mL of the cell suspension into each of the 10 wells. Incubate overnightin a
37 °Cand 5% CO, incubator. Note: Cells should be 100% confluent after overnight incubation.
If they are not confluent, replace the medium every 2-3 days with a MEM Basal Media until
100% confluency is reached.

4. When the cells are 100% confluent, replace the media in each well with 0.5 mL of
Adipogenic Differentiation Media to induce adipogenesis.

5. Replace with fresh Adipogenic Differentiation Media (0.5 mL/well) every 3-4 days. After
10 days, lipid vacuoles will start to appear in the induced cells. Note: The adipogenic
cells are fragile; media replacement should be performed gently so as not to disturb the
lipid vacuoles. The appearance of vacuoles can be monitored by microscopic examination.
Coverslips may be removed for oil red staining (refer to the Procedure Outline on page 5). For a
staining protocol, please see reference 8.

6. After 10-14 days, adipocytes can be fixed and saved for immunostaining (refer to the Fixing
and Staining Protocol on page 7).

6 For research use only. Not for use in diagnostic procedures.



FIXING & STAINING PROTOCOL-IMMUNOCYTOCHEMISTRY OF ADIPOCYTES
1. Wash the cells twice with 1.0 mL of PBS.

2. Fix the cells with 0.5 mL of 4% paraformaldehyde in PBS for 20 minutes at room
temperature.

3. Wash the cells three times with 0.5 mL of 1% BSA in PBS for 5 minutes.

4. Permeabilize and block the cells with 0.5 mL of 0.3% Triton X-100, 1% BSA, and 10% normal
donkey serum in PBS at room temperature for 45 minutes.

5. During the blocking, dilute the reconstituted anti-mFABP4 antibody in PBS containing
0.3% Triton X-100, 1% BSA, and 10% normal donkey serum to a final concentration of
10 ug/mL. Note: A negative control should be run using PBS containing 0.3% Triton X-100,
1% BSA, and 10% normal donkey serum with no primary antibody.

6. After blocking, incubate the cells with 300 pL/well of anti-mFABP4 antibody working
solution for 3 hours at room temperature or overnight at 2-8 °C.

7.Wash the cells three times with 0.5 mL of 1% BSA in PBS for 5 minutes.

8. Dilute the secondary antibody (e.g., NL557-conjugated donkey anti-goat secondary
antibody, Catalog # NL0OO1) 1:200 in 1% BSA in PBS.

9. Incubate the cells with secondary antibody working solutions at 300 uL/well in the dark
for 60 minutes at room temperature.

10. Wash the cells three times with 0.5 mL of 1% BSA in PBS for 5 minutes.
11. Cover the cells with 1.0 mL of PBS, and visualize with a fluorescence microscope.

12. Alternatively, aspirate the PBS from the wells and add 0.5 mL of distilled water. Carefully
remove the coverslips with forceps and mount cell side down onto a drop of mounting
medium on a glass slide.

13.The slides are ready for microscopic observation (refer to the images in the Procedure
Outline on page 5).
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OSTEOGENIC DIFFERENTIATION PROTOCOL

Fresh supplemented media should be made for each usage or media change. The
recommended amount of media for a 24-well plate is 0.5 mL/well. Make 5.0 mL of media for
10 wells.

PREPARATION OF OSTEOGENIC DIFFERENTIATION MEDIA

1. Warm the Mouse/Rat Osteogenic Supplement vial in a 37 °C water bath for 5 minutes.

2. Add 250 pL of the Mouse/Rat Osteogenic Supplement to 5.0 mL of a MEM Basal Media. Mix
gently.

3. Divide the unused supplement into 250 pL aliquots.

PREPARATION OF CULTURE PLATES FOR OSTEOGENIC DIFFERENTIATION

1. Insert a sterile coverslip (sterilized with 95% Ethanol and flamed) into each well of a 24-well
plate.

2. Add 0.5 mL of sterile PBS to each well. Gently sink the floating coverslips with a sterile
pipette tip.

3. Store in a 37 °C incubator until needed.

4. Remove the PBS from the wells before beginning the Osteogenesis Culture Protocol.

OSTEOGENESIS CULTURE PROTOCOL

Note: 50 mL of Osteogenic Differentiation Media will provide adequate medium to culture and
differentiate 16 wells for 21 days with 6 media changes. The culturing of 10 wells will provide
enough coverslips for weekly monitoring of cells. Additional coverslips can be used for Alizarin red
staining if desired.

Cell detachment can occur during osteogenic differentiation. Coating the coverslips with fibronectin
can be used to delay cell detachment. Add 0.5 mL of a fibronectin solution at a concentration of

1.0 ug/mL to each well. Incubate at 37 °C for 3-30 hours. Refer to R&D Systems®, Catalog # 1918-FN
for Human Fibronectin.

1. Seed cells at a density of 4.2 x 10° cells/cm”. Each well is approximately 1.76 cm? requiring
7.4 x 10° cells/well.
2. Prepare 7.4 x 10* cells in 5.0 mL of a MEM Basal Media.

3. Dispense 0.5 mL of the cell suspension into each of the 10 wells. Incubate overnight in a
37 °Cand 5% CO, incubator. Note: The cells should be about 50-70% confluent in 1-2 days.

4. At 50-70% confluency, replace the media in each well with 0.5 mL of Osteogenic
Differentiation Media to induce osteogenesis.

5. Replace with 0.5 mL of fresh Osteogenic Differentiation Media (0.5 mL/well) every
3-4 days.

6. After 14-21 days (or when cells start to detach), osteocytes can be fixed and saved for
immunostaining (refer to the Fixing and Staining Protocol on page 9). Cells may also be
ethanol fixed and stained with Alizarin Red. For a staining protocol, see reference 8.

8 For research use only. Not for use in diagnostic procedures.



FIXING & STAINING PROTOCOL-IMMUNOCYTOCHEMISTRY OF OSTEOCYTES
1. Wash the cells twice with 1.0 mL of PBS.

2. Fix the cells with 0.5 mL of 4% paraformaldehyde in PBS for 20 minutes at room
temperature.

3.Wash the cells three times with 0.5 mL of 1% BSA in PBS for 5 minutes.

4. Permeabilize and block the cells with 0.5 mL of 0.3% Triton X-100, 1% BSA, and 10% normal
donkey serum in PBS at room temperature for 45 minutes.

5. During the blocking, dilute the reconstituted anti-mOsteopontin antibody in PBS
containing 0.3% Triton X-100, 1% BSA, and 10% normal donkey serum to a final
concentration of 10 ug/mL.

Note: A negative control should be run using PBS containing
0.3% Triton X-100, 1% BSA, and 10% normal donkey serum with no primary antibodly.

6. After blocking, incubate the cells with 300 pL/well of anti-mOsteopontin antibody working
solution for 3 hours at room temperature or overnight at 2-8 °C.

7.Wash the cells three times with 0.5 mL of 1% BSA in PBS for 5 minutes.

8. Dilute the secondary antibody (e.g., NL557-conjugated donkey anti-goat secondary
antibody, Catalog # NLOO1) 1:200 in 1% BSA in PBS.

9. Incubate the cells with secondary antibody working solution at 300 pL/well in the dark for
60 minutes at room temperature.

10. Wash the cells three times with 0.5 mL of 1% BSA in PBS for 5 minutes.
11. Cover the cells with 1.0 mL of PBS, and visualize with a fluorescence microscope.

12. Alternatively, aspirate the PBS from the wells and add 0.5 mL of distilled water. Carefully
remove the coverslips with forceps and mount cell side down onto a drop of mounting
medium on a glass slide.

13.The slides are ready for microscopic observation (refer to the images in the Procedure
Outline on page 5).
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CHONDROGENIC DIFFERENTIATION PROTOCOL

This kit contains adequate media to culture 10 pellets for 3 weeks with media changes 3 times per
week. Fresh supplemented media should be made for each use or medium change. Make

2.5 mL of media for 5 tubes. Culture the cells in 15 mL conical tubes (each 15 mL conical tube
requires 0.5 mL of media).

PREPARATION OF CHONDROGENIC DIFFERENTIATION MEDIA
1. Warm the Chondrogenic Supplement vial in a 37 °C water bath for 5 minutes.

2. Add 25 L of the Chondrogenic Supplement to 2.5 mL of D-MEM/F-12 Basal Media. Mix
gently.

3. Divide the unused supplement into 25 uL aliquots.

CHONDROGENESIS CULTURE PROTOCOL
1. Transfer 250,000 cells in their existing culture media to a 15 mL conical tube.

2. Centrifuge the cells at 200 x g for 5 minutes at room temperature. Remove the media and
resuspend the cells with 1.0 mL of D-MEM/F-12 Basal Media.

3. Centrifuge the cells at 200 x g for 5 minutes. Aspirate and discard the media.

4. Resuspend the cells in 0.5 mL of Chondrogenic Differentiation Media, and centrifuge the
cells at 200 x g for 5 minutes at room temperature. Do not remove the media.

5. Loosen the cap(s) of the tubes to allow gas exchange, and incubate upright at 37 °Cand
5% CO..
2

6. Replace the media with 0.5 mL of fresh Chondrogenic Differentiation Media every
2-3 days. The pellet should not be attached to the tube. Note: Use caution when replacing
the media to avoid aspirating the pellet.

7. After 17-21 days, the chondrocyte pellet can be fixed and prepared for frozen sectioning
(refer to the Fixing and Staining Protocol on page 11).

10 For research use only. Not for use in diagnostic procedures.



FIXING & STAINING PROTOCOL-IMMUNOCYTOCHEMISTRY OF CHONDROCYTES

Note: Staining is done on glass slides. To contain the solutions, use a liquid barrier pen to circle the
tissue sections. Amounts of solutions needed to cover the tissue will vary depending on the size of
the circle drawn. The amounts listed in the following procedure will be more than adequate.

1. Wash the pellet twice with 1.0 mL of PBS.
2. Fix the pellet with 0.5 mL of Zinc formalin solution overnight at 2-8 °C.
3. After the overnight incubation, wash the pellet twice with 1.0 mL of PBS for 5 minutes.

4. Freeze and section the pellet using standard cryosectioning methods. Cut the sections at a
nominal thickness of 5-10 um.

5. Perform antigen retrieval using the Universal Antigen Retrieval Reagent from
(R&D Systems®, Catalog # CTS015) according to the instructions in the product insert.

6. Permeabilize and block the mounted pellet sections with 0.15 mL of 0.3% Triton X-100,
1% BSA, and 10% normal donkey serum in PBS at room temperature for 45 minutes.

7. During blocking, dilute the reconstituted anti-mCollagen Il antibody in PBS containing
0.3% Triton® X-100, 1% BSA, and 10% normal donkey serum at 1:10 to a final concentration
of 10 ug/mL. Note: A negative control should be run using PBS containing 0.3% Triton X-100,
1% BSA, and 10% normal donkey serum with no primary antibodly.

8. After blocking, incubate sections with anti-mCollagen Il antibody working solution
overnight at 2-8 °C. Keep in a covered container with adequate moisture.

9. Wash the slides three times with PBS containing 0.1% BSA for 5 minutes.

10. Dilute the secondary antibody (e.g., NL557-conjugated donkey anti-sheep secondary
antibody, Catalog # NLO10) 1:200 in PBS containing 1% BSA.

11. Incubate the sections with secondary antibody working solution at 300 pL per section in
the dark for 60 minutes at room temperature.

12. Wash the slides three times with PBS containing 1% BSA for 5 minutes.
13. Wash the slides once with distilled water, and remove excess water.
14. Place a drop of mounting medium on the section, and cover with a glass coverslip.

15. The slides are ready for microscopic observation (refer to the images in the Procedure
Outline on page 5).
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DATA EXAMPLES

Mouse Mesenchymal Stem Cells
g T

Adipogenic Differentiation Osteogenic Differentiation Chondrogenic Differentiation
7-21days 14-21 days 17-21 days

FABP4/DAPI Osteopontin/DAPI Collagen II/DAPI

Verification of Multipotency using the Mouse Mesenchymal Stem Cell Functional
Identification Kit. Mouse mesenchymal stem cells were cultured in StemXVivo™ Mesenchymal
Stem Cell Expansion Media (R&D Systems®, Catalog # CCMO004) and differentiation was induced
as indicated using the media supplements included in this kit. The cells were stained using the
NorthernLights™ 557-conjugated Donkey Anti-Goat (R&D Systems®, Catalog # NL0O1; red) or
Anti-Sheep (R&D Systems®, Catalog # NLO10; red) IgG Secondary Antibodies, and the nuclei
were counterstained with DAPI (blue).

12 For research use only. Not for use in diagnostic procedures.
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