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1. Einleitung

Das kardiovaskulare System ist das erste sich entwickelnde Organsystem, um den
wachsenden Bedarf des Embryos an Sauerstoff und Nahrstoffen zu decken (Ezashi et al.,
2005). In der frilhen Phase der Entwicklung ist die Aufnahme von Nahrstoffen und O, noch
durch Diffusion mdglich, doch mit zunehmender Gewebedicke wird die Bildung des
BlutgefdaBsystems zur Versorgung des Embryos unerldsslich (Risse, 1998). Auch in
embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) der Maus entstehen Herz- und GefaRzellen als eine

der ersten Zelltypen (Hescheler et al., 1999).

Bisher wurde die allgemeine Ansicht vertreten, dass das Herz ein statisches Organ ist, in dem
die Anzahl der Kardiomyozyten von Geburt an festgelegt wird und bis zum Lebensende
konstant bleibt. Neueste Forschungen zeigen hingegen, dass es sich um ein plastisches
Organ handelt, in dem Kardiomyozyten und kardiale Fibroblasten einige Male wahrend der
Lebenszeit ersetzt werden (Kajstura et al., 2012). Dennoch ist die Regenerationsfahigkeit
adulter Kardiomyozyten begrenzt. Bei Herzerkrankungen, die mit einer Dysfunktion oder
einem Verlust an Kardiomyozyten einhergehen, besteht die Hoffnung, durch
Zelltransplantationen die Funktion des Herzens wiederherzustellen. ES-Zellen stellen dabei
eine vielversprechende Quelle fiir funktionell intakte Kardiomyozyten dar, da sie potentiell
sowohl geschadigtes Myokard, als auch Reizleitungsgewebe ersetzen koénnen. Bevor
Kardiomyozyten aus ES Zellen klinisch eingesetzt werden konnen, missen zunachst
effizientere Differenzierungsprotokolle erarbeitet werden um den bisher geringen
Prozentsatz von 5% Kardiomyozyten pro EB (Buggisch et al., 2007) anzuheben. Des Weiteren
stellt die begrenzte Proliferationsfahigkeit der Kardiomyozyten, bei einem notwendigen
Bedarf von circa 1x10® Transplantatzellen pro chirurgischem Eingriff (van der Spoel et al.,
2011), ein erhebliches Problem dar. Die erfolgreiche Nutzung von ES-Zellen zu
Transplantationszwecken setzt die Generierung einer moglichst reinen, ausdifferenzierten
Kardiomyozytenpopulation voraus. Aus diesem Grund ist das Verstandnis der grundlegenden
Mechanismen der kardialen Entwicklung fiir eine selektive Differenzierung von ES-Zellen
essentiell. Frihere Arbeiten unserer Gruppe haben gezeigt, dass die kardiale Differenzierung
in sich entwickelnden ES-Zellen durch die Generierung von intrazelluldren Reaktiven

Sauerstoffspezies (ROS) und Stickstoffmonoxid (NO) gesteigert werden kann (Buggisch et al.,
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2007; Schmelter et al., 2006; Bartsch et al., 2011). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass
die Behandlung mit CT-1 zu einer Stimulation der Kardiomyogenese und einer erhdhten

Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 fihrt (Sauer et al., 2004).

1.1 Stammazellen

Im Vergleich zu anderen Zellen besitzen Stammzellen, neben der einzigartigen Fahigkeit zur
fast unbegrenzten Proliferation und Selbsterneuerung, die Mdéglichkeit zur Differenzierung in
verschiedenste Zellen des Kérpers. Diese Eigenschaften machen sie zu einem interessanten
in vitro Forschungsmodell. Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) werden aus der inneren
Zellmasse eines Embryos, der Blastozyste, an Tag 5-6 nach der Befruchtung isoliert. Im
Unterschied zu den multipotenten, adulten Stammzellen, die sich nur in eine bestimmte
Anzahl von Zelltypen differenzieren kénnen, sind ES-Zellen pluripotent und kdnnen sich zu
Zellen aller drei Keimblatter (Meso-, Endo- und Ektoderm) entwickeln. Im Gegensatz zu den
totipotenten Stammzellen kdnnen sich die ES-Zellen allerdings nicht zu einem vollstandigen
Organismus entwickeln. Adulte Stammzellen kommen im Kdrper nur in einer begrenzten
Anzahl vor. Dariliber hinaus sind sie schwierig zu identifizieren, zu isolieren und zu
kultivieren. Bekannt sind adulte Stammzellen aufgrund erfolgreicher und gangiger
Therapien; beispielsweise bei der Bekdampfung von Leukdmien, bei der hamatopoetische
adulte Stammzellen aus dem Knochenmark erfolgreich transplantiert werden. Sie kommen
aber auch in anderen Geweben, wie Gehirn, Fettgewebe, Skelett- und Herzmuskulatur,
Zahnpulpa, Leber, Kornea und Retina vor (Passier und Mummery, 2003; Li und lkehara,
2013). Ein grofRer Vorteil adulter Stammzellen liegt in der Moglichkeit der autologen
Transplantation; sie konnen dem Patienten problemlos entnommen und nach

Ausdifferenzierung ohne AbstoRungsreaktion in das Gewebe implantiert werden.

Induzierte pluripotente Stammzellen (iPS-Zellen) entstehen aus somatischen Zellen durch die
exogene Transfektion mit 4 Transkriptionsfaktoren Oct-4, c-Myc, KIf-4 und Sox-2, welche die

Zelle in ihren pluripotenten Zustand zurickversetzten (Yamanaka und Takahashi, 2006).

Neueste Forschungen haben gezeigt, dass kardiale Fibroblasten der Maus zuerst in iPS-Zellen
dedifferenziert und anschlieBend zu funktionellen kardialen Kardiomyozyten

transdifferenziert werden konnen. Dies bedeutet einen groBen Fortschritt im Hinblick auf

18



eine potentielle Nutzung dieser autologen Zellquelle, ohne die Notwendigkeit einer

exogenen Zelltransplantation (Jiang et al., 2012).

ES-Zellen der Maus werden seit Jahren verwendet und abhangig von der Zelllinie auf
mitotisch inaktivierten embryonalen Fibroblasten der Maus (MEFs) oder auf mit Gelatine
beschichteten Zellkulturschalen kultiviert. Zur Aufrechterhaltung ihrer Pluripotenz ist die
Aktivierung des LIF-abhangigen JAK/STAT3 Signalweges notwendig. Das Zytokin LIF
(Leukemia inhibitory factor) wird zum einen von den MEFs sezerniert und zum anderen
extern dem Medium hinzugefiigt, um die Stammzellen in ihrem pluripotenten,
undifferenzierten Stadium zu halten (Burdon et al., 2002; Martin, 1981). Ein weiteres
Signalmolekiil, welches die Selbsterneuerung und Pluripotenz der ES-Zellen in vivo und in
vitro erhadlt, ist der Transkriptionsfaktor Oct-4. Dieser wird ausschlieflich in toti- und
pluripotenten Stammzellen exprimiert (Ovitt und Scholer, 1998) und bildet gemeinsam mit
Sox-2 und Nanog eine Regulationseinheit, welche die Pluripotenz der ES-Zellen erhalt (Boyer
et al., 2005; Chew et al., 2005). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Oct-4 bei der
Reprogrammierung von somatischen Zellen zu iPS-Zellen, zusammen mit den Faktoren Sox-
2, Nanog und Lin-28, eine bedeutende Rolle spielt (Yamanaka und Takahashi, 2006). In
Abwesenheit von MEF und LIF differenzieren die ES-Zellen bei der Kultivierung in
Spinnerflaschen, in denen sie &dhnlich der normalen Embryogenese dreidimensionale
Zellaggregate bilden, spontan zu verschiedenen Zelltypen, unter anderem auch zu
Kardiomyozyten. Durch die Bildung der sogenannten Embryonalkdrperchen (EBs) entstehen
in-vitro Zell-Zell-Kontakte, die auch in-vivo wahrend der normalen Entwicklung des Embryos
auftreten. Die so nachempfundene Differenzierung eines Embryos erméglicht die detaillierte
Untersuchung von Entwicklungsmechanismen, sowie die Erzeugung spezifischer Zelltypen
zur Generierung von Gewebe. Die Differenzierungsfahigkeit der ES-Zellen zu Kardiomyozyten
ist abhangig von verschiedenen Faktoren, wobei die Qualitat des fetalen Kalberserums (FKS),
die Wahl der ES-Zelllinie, die Zusammensetzung des Mediums, sowie das Alter der EBs eine

wichtige Rolle spielen.

1.2 Cardiotrophin-1 (CT-1)

CT-1, ein 21.5kDa schweres Protein, gehort neben Interleukin 6 (IL-6), Interleukin 11 (IL-11),

Leukdmie inhibierender Faktor (LIF), Oncostatin M, Cardiotrophin-dhnliches Zytokin und
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Ciliary Neurotrophic factor zur Interleukin 6 Familie. Die IL-6 Zytokinfamilie spielt bei der
Regulation komplexer zelluldrer Prozesse wie Genaktivierung, Proliferation und
Differenzierung eine wichtige Rolle. CT-1 ist ein Zytokin, das aufgrund seiner
hypertrophierenden Wirkung auf neonatale Kardiomyozyten der Ratte bekannt wurde
(Pennica et al., 1995b). CT-1 wirkt Giber LIFRB/gp130 gekoppelte Signalwege. Nach Bindung
von CT-1 durch LIFRB assoziiert Glykoprotein 130 (gp130) mit dem Ligand-Rezeptor Komplex
und leitet das Signal ins Zellinnere weiter. CT-1 kann intrazelluldr (iber mindestens vier
verschiedene Signalwege JAK/STAT, ERK1/2, PI3K/AKT und p38 wirken (Craig et al., 2001;
Kuwahara et al., 2000; Sauer et al., 2004; Sheng et al., 1997).

Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von ERK1/2 und PI3K/AKT fur die anti-
apoptotische und protektive Wirkung von CT-1 verantwortlich ist (Brar et al., 2001b),
wahrend STAT3 bei der hypertrophen Wirkung von CT-1 eine groRe Rolle spielt (Zhao, 2006).
Wollert bewies, dass neonatale Kardiomyozyten der Ratte unter CT-1 Behandlung ihre Form
andern, wobei es bei gleichbleibender Zellweite zu einer Zunahme der Zelllange kommt.
Diese Form entspricht einer volumenbedingten Hypertrophie, die durch eine Zunahme der
Sarkomere in Reihe und einer VergroBerung der Myozyten aufgrund einer Zunahme der
Zelllange versus der Zellweite charakterisiert ist (Wollert et al., 1996). Die urspringliche
Entdeckung von CT-1 ist auf das Ausmal® der hypertrophierenden Wirkung, im Vergleich zu
anderen Mitgliedern der IL-6 Familie, zurickzufiihren. Dabei unterscheidet sich die CT-1
induzierte Hypertrophie grundlegend, sowohl im Phanotyp, als auch in der induzierten
Genexpression, von einer sympathomimetisch induzierten Hypertrophie (Calabro et al.,
2009). Hypertrophie ist eine kompensatorische Reaktion des Herzens auf eine Vielzahl von
kardiovaskuldren Erkrankungen. Die initial physiologische, kompensatorische Reaktion flihrt
letztendlich zu einer pathologischen Hypertrophie, die mit einer Dilatation des Herzens und
einem Versagen der Herzmuskelzellen endet. Es wird vermutet, dass die kardiale
Hypertrophie mit einer Reaktivierung fetaler Gene einhergeht (Pennica et al., 1995a). Daher
ist von Bedeutung, dass unter der Behandlung neonataler Kardiomyozyten der Ratte mit CT-
1 und IL-6 eine Aktivierung von immediate early genes hervorgerufen werden konnte

(Wollert und Chien, 1997).

Im Gegensatz zu anderen Mitgliedern der IL-6 Familie wird CT-1 im Verlauf der friihen

Embryogenese primar im embryonalen Herzschlauch exprimiert. Es wird daher vermutet,
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dass CT-1 wahrend des Wachstums und der Entwicklung der Kammern und Vorhofe des
Herzens eine Rolle spielt. Es soll dort das Uberleben und die Proliferation unreifer Myozyten
fordern (Sheng et al., 1996). CT-1 zeigt in der frihen Phase der Kardiomyogenese ein
einzigartiges Expressionsmuster, mit einer ausschlieRlichen Expression in den Atrien und
Ventrikeln. Auch in der spateren Entwicklung wird CT-1 vorwiegend und in hoher
Konzentration im Myokard exprimiert (Sheng et al., 1996). Die Tatsache, dass die CT-1
Expression auch nach der Geburt in kardialen Muskelzellen fortgesetzt wird, ldsst eine
autokrine oder parakrine Wirkung, sowohl im embryonalen, als auch im adulten Herzen
vermuten (Pennica et al., 1996). Tatsdchlich konnte gezeigt werden, dass CT-1 in
Kardiomyozyten und Nicht-Kardiomyozyten (NK) synthetisiert wird, Gber den Koronarsinus in
die periphere Blutbahn gelangt (Asai et al., 2000) und dort hamodynamische Effekte bewirkt
(Latchman, 1999).

Neben seinen wichtigen Funktionen in embryonalen und neonatalen Geweben, zeigt CT-1
eine protektive Funktion im adulten Herzen. Die Férderung des Uberlebens von
Kardiomyozyten spielt sowohl beim Erhalt einer normalen Herzfunktion als auch wahrend
der normalen Herzentwicklung eine wichtige Rolle. Aufgrund der Tatsache, dass eine
Verletzung des Herzens oft mit einer Narbenbildung und einer reduzierten kardialen
Funktion einhergeht, ist die Fahigkeit von CT-1 die Proliferation und das Uberleben von
embryonalen und neonatalen Kardiomyozyten zu fordern, von groRer Bedeutung. Dabei ist
bemerkenswert, dass CT-1 sowohl bei Verabreichung vor der schadigenden Ischamie als
auch bei Gabe wahrend der Reoxygenierungsphase kardioprotektiv wirkt (Brar et al., 2001b;
Jougasaki, 2010). Der protektive Effekt wird Uber die Aktivierung von ERK1/2, PI3K und AKT
vermittelt (Brar et al., 2001b). Verschiedene Forschungsgruppen haben gezeigt, dass CT-1
neben seiner kardioprotektiven Wirkung auch Leber (Bustos et al., 2003; Marques et al.,

2007) und Nervenzellen (Lesbordes et al., 2003) vor Apoptose schiitzen kann.

Im EB-Modell konnte gezeigt werden, dass CT-1 keine Zellhypertrophie induziert, sondern
die Zellproliferation und die kardiomyogene Differenzierung stimuliert. Dies verlduft Gber
einen Mechanismus in dem ROS als Signalmolekiile in der JAK/STAT und MAPK vermittelten
Signaltransduktionskaskade, involviert sind (Sauer et al., 2004). Neben der proliferativen
Wirkung auf Kardiomyozyten konnte eine Beteiligung von CT-1 bei der Wundheilung infolge

eines Myokardinfarktes im Tiermodell gezeigt werden. Dort fiihrt die Verabreichung von CT-
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1 zu einer vermehrten Proliferation von Myofibroblasten und so zu einer Stimulation der
myokardialen Regeneration (Drobic et al., 2007). Die Hauptfunktion von kardialen
Fibroblasten liegt in der Synthese von Kollagen, die dem Erhalt der kardialen Matrix dient.
Dariber hinaus konnten sie eine wichtige Rolle bei kardialen Remodellierungsvorgangen
spielen. Kardiovaskuldre Patienten, die beispielsweise unter Myokardinfarkt, kongestivem
Herzversagen, Hypertonie, Herzklappenfehlern oder Herzversagen leiden, zeigen deutlich
erhohte CT-1 Plasma Spiegel im Vergleich zu Kontrollpatienten, so dass die Bestimmung des
CT-1 Gehaltes im Blut zu Diagnose und Prognosezwecken herangezogen werden kann
(Jougasaki, 2010; Pemberton, 2007; Talwar et al., 2002; Tsutamoto et al., 2007; Zolk et al.,
2002).

Interessanterweise wird CT-1 weithin zur Kultur von Kardiosphdren als Bestandteil des
Zellkulturmediums verwendet. Dies lasst vermuten, dass CT-1 gleichfalls Effekte auf die
Differenzierung und/oder Proliferation kardialer Progenitorzellen (Messina et al., 2004; Ye et
al., 2012) im adulten Herzen ausiibt und folglich in Regenerierungs- und Reparaturvorgange

involviert ist (Freed et al., 2005)

Gp130-/- Embryonen sterben an Tag 12 der Entwicklung und zeigen dabei eine auffillige
Hypoplasie der Ventrikel, ohne Verdnderungen des Septums oder der Trabekel (Yoshida et
al., 1996). Hingegen zeigen homozygot negative CT-1 Mause keine schweren
Herzmissbildungen, indes kommt es aufgrund des Verlustes sympathischer Neuronen, zu
neuronalen Defiziten und zu einem erniedrigten basalen Blutdruck, sowie zu einer

Steigerung der IL-6 mRNA Expression um das 5-Fache (Gritman et al., 2006).

Es besteht eine hohe speziesiibergreifende Sequenzhomologie zwischen dem CT-1 der Maus
und dem humanen CT-1 mit 88% identischen Sequenzen (Pennica et al., 1995b), weshalb

von einer Vergleichbarkeit ausgegangen werden kann.

1.3  Hypoxie

Die frihe embryonale Entwicklung findet unter hypoxischen Bedingungen statt, die kardiale
Differenzierungsvorgdnge steuern. So ist sowohl die Morula wahrend ihrer Wanderung
durch den Eileiter, als auch die Blastozyste vor der Implantation im Uterus, einer Hypoxie

ausgesetzt. Seitdem  bekannt ist, dass Hypoxie Uber Hypoxie regulierte
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Transkriptionsfaktoren die Expression verschiedener Gene steuern kann, wird vermutet,
dass niedrige  Sauerstoffspiegel wdhrend der frilhen Embryogenese erste
Differenzierungsvorgange initiieren (Simon und Keith, 2008). Es konnte gezeigt werden, dass
die kurzzeitige Inkubation von mES-Zellen unter hypoxischer Atmosphare zu einer
Hochregulation der HIF-1la Expression, einem Anstieg an intrazellularem H,0, und der
vermehrten Expression von Zellzyklus-Regulator Proteinen und somit zu einer Stimulation
der Differenzierung von ES-Zellen flihrt (Lee et al., 2008). Friihere Arbeiten unserer Gruppe
haben gezeigt, dass die Expression von CT-1 unter Behandlung mit chemischer (CoCl,)
und/oder physiologischer Hypoxie (1% O,) Uber ROS und HIF-1a reguliert wird. HIF-1a -/-
EBs zeigen keine Anzeichen einer kardialen Differenzierung und eine vermehrte CT-1
Expression nach Behandlung mit Prooxidantien oder Hypoxie bleibt aus (Ateghang et al.,
2006). Die Arbeitsgruppe um Ng konnte zeigen, dass die Zugabe von externer HIF-1a-cDNA
in ES-Zellen zu einer Stimulation der Kardiomyogenese fihrt. Dies geschieht durch
Steigerung der Anzahl kontrahierender Areale, sowie der Expression von kardialen Markern
(Gata-4, Nkx2.5 und MLC2v). Des Weiteren werden CT-1, VEGF und p-eNOS unter
hypoxischen Bedingungen vermehrt exprimiert (Ng et al, 2010). Ferner wird ein
Zusammenhang zwischen dem Auftreten von adulten Stammzellen und dem umgebenden
Gewebemilieu vermutet. So ist interessanterweise das Knochenmark, in dem niedrige O,
Spiegel herrschen, ein Ort im Organismus, wo vermehrt adulte Stammzellen vorkommen
(Sauer und Wartenberg, 2011). Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass unter Hypoxie
kultivierte humane ES-Zellen eine héhere Expression des Stammzellmarkers Oct-4 aufwiesen
und weniger Zellen spontan differenzierten. Daher liegt die Vermutung nahe, dass ES-Zellen
zum Erhalt ihrer Pluripotenz eine hypoxische Umgebung benétigen (Ezashi et al., 2005). Vor
diesem Hintergrund interessierte uns der Einfluss von Hypoxie auf die Kardiomyogenese

embryonaler Stammzellen.

1.4 Reoxygenierung

Im Rattenmodell eines Myokardinfarktes zeigten sich sowohl in der akuten Phase als auch
langere Zeit nach Ligatur der Koronararterie, erhohte CT-1 und gp130 mRNA Spiegel in
Infarkt und Nichtinfarktgewebe, im Vergleich zur Kontrollgruppe (Aoyama et al., 2000). Dies

lasst vermuten, dass die CT-1 Regulierung eine wichtige Rolle bei Reparaturvorgangen im
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Herzen spielt. Untersuchungen an isolierten Kardiomyozyten der Ratte konnten zeigen, dass
CT-1 durch Aktivierung von p42/p44 MAPK und PI3K/AKT Signalwege kardioprotektiv wirkt
und die Kardiomyozyten vor Reoxygenierungsschaden schiitzen kann. Dabei ist im Hinblick
auf eine potentiell therapeutische Nutzung von groRem Interesse, dass CT-1 sowohl bei
Gabe vor der schadigenden Ischamie als auch bei Verabreichung wahrend der
Reoxygenierung die Zellen erfolgreich schiitzen kann (Brar et al., 2001a). Ebenso fihrt der
Gentransfer von CT-1 in einem Mausmodell des Myokardinfarktes zu einer geringeren
Infarktgrofle, einem niedrigeren Apoptose-Index und einer erhéhten CT-1 und Bcl-2
Synthese im Myokard (Ruixing et al., 2007). Es ist bekannt, dass im Falle einer Ischdmie und
anschlielender Reoxygenierung, die beispielsweise durch einen Herzinfarkt ausgeldst wird,

ROS im betroffenen Gewebe entsteht (Hensley et al., 2000).

1.5 Kardiale Transkriptionsfaktoren

Das Herz ist das erste Organ, welches sich wahrend der Embryogenese entwickelt. Man
unterscheidet zwischen einem ersten und zweiten Herzfeld; beide enthalten multipotente
kardiovaskuldre Progenitorzellen (MCP). Das erste Herzfeld wird in der Folge zu beiden
Vorhofen und dem linken Ventrikel, wahrend sich das zweite Herzfeld zum rechten Ventrikel
entwickelt (Meilhac et al., 2004). Es konnte gezeigt werden, dass Mesoderm Posteriores
Protein 1 (MESP1) exprimierende Zellen Vorlauferzellen der MCP sind und zur
Spezialisierung und Expression kardiovaskuldrer Schliissel-Transkriptionsfaktoren bendtigt
werden. Isl-1 wird unabhangig von MESP1 exprimiert und gemeinsam wirken sie

stimulierend auf die kardiale Differenzierung (Bondue et al., 2011).

Die Entwicklung des Herzens wird hauptsdchlich von den Transkriptionsfaktoren MEF-2c,
GATA-4 und Nkx2.5 reguliert. Sie koénnen Uber spezifische Bindungsstellen in der
Promoterregion kardialer Gene, wie MLC2v und ANP, deren Expression aktivieren (Oka und
Komuro, 2000). In der friihen Phase der embryonalen Entwicklung, im prakardialen
Mesoderm, werden Nkx2.5 und GATA-4 koexprimiert und regulieren sich wechselseitig in
ihrer Expression (Brewer et al., 2005). Im spateren Stadium der Herzentwicklung wirken sie
gemeinsam regulierend auf die Transkription kardialer Gene und werden auch im adulten
Herzen gebildet (Garg, 2003). Die Familie der GATA Transkriptionsfaktoren ist eine

evolutionar konservierte Subfamilie von Transkriptionsfaktoren und besteht aus 6 Proteinen
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GATA 1-6 (Chew et al, 2005). Wahrend die Faktoren 1 - 3 die Differenzierung
hamatopoetischer Zellen regulieren, werden die Transkriptionsfaktoren GATA-4 und 6 im
prakardialen Mesoderm gebildet und sind an der Entwicklung und dem Wachstum des
Herzens beteiligt (Brewer und Pizzey, 2006). Unter pathophysiologischen Bedingungen, wie
Hypoxie oder Druckiiberbelastung, sowie durch Aktivierung des Sympathikus, kommt es zu
einer vermehrten Expression von GATA-4 und darauffolgender Stimulation von ANP, BNP

und Bcl-2 (Jiang et al., 2008).

Die gezielte kardiovaskulare Programmierung pluripotenter embryonaler Stammzellen kann
durch Einsatz von MESP1 und Nkx2.5 erreicht werden. Dabei férdert MESP1 die Expression
friiher und intermedidrer Kardiomyozyten sowie kardiovaskuldrer Zellmarker wie Flk-1,
wahrend Nkx2.5 praferentiell die Differenzierung ventrikuldrer Zellen stimuliert, die
Expression endothelialer Zelllinien wird dagegen nicht beeinflusst (David et al., 2009). Diese
Ergebnisse zeigen zum einen, dass eine subtyp-spezifische Programmierung der
pluripotenten Stammzellen moglich ist und bestatigen die molekulare Hierarchie mit einer
Ubergeordneten  Funktion wvon MESP1 und nachgeschalteter Wirkung von

Transkriptionsfaktoren wie Nkx2.5 (David et al., 2009).

MEF2c (myocyte enhanced factor-2c) ist essentiell fir die Differenzierung aller
Muskelzelllinien wahrend der Embryogenese (Edmondson et al., 1994; Morin et al., 2000).
Die Deletion des MEF2c Gens fiihrt zu einem verkleinerten linken und dem kompletten
Verlust des rechten Ventrikels. Eine homozygote Mutation des Gens stellt aufgrund
fehlender Organisation vorhandener Endothelzellen und dem Unvermoégen der
Differenzierung glatter Muskelzellen einen Letalfaktor dar (Lin et al.,, 1998). Es wird
vermutet, dass MEF2c fiir die frihe Entwicklung des Herzens unerlasslich ist, doch fir die
spatere Formation nicht benétigt wird (Vong et al., 2005). Dies wird durch Ergebnisse an
MEF2c Knockout Zebrafischen bestatigt, bei denen die Expression der Transkriptionsfaktoren
GATA-4 und Nkx2.5 nicht beeinflusst wird, wahrend es zu einem dramatischen Abfall der

Expression von Sarkomerproteinen und myokardialen Markern kommt (Hinits et al., 2012).

TEAD3 (TEA domain family member 3) ist ein weiterer Transkriptionsfaktor, der eine
wichtige Rolle in der frithen embryonalen Entwicklung des Herzens spielt. Knockout Mause

zeigen eine abnormale Herzentwicklung, mit vergroRertem Perikard, einer diinnen
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Ventrikelwand, einer reduzierten Trabekelanzahl, klinischer Bradykardie und sterben
zwischen Tag 11 - 12 der embryonalen Entwicklung (Chen et al., 1994). TEAD3 wird wahrend
der Kardiomyogenese stark in kardialer Muskulatur, jedoch nicht in Skelettmuskulatur
exprimiert und stimuliert durch Bindung an einen Troponin T Promoter die Expression von
Sarkomerproteinen (Azakie et al., 2005). Indes konnte neben der Funktion als Regulator der
kardialen Genexpression wahrend der Embryonalentwicklung eine Aktivierung der TEAD3
Expression unter pathophysiologischen Konditionen, wie Hypoxie oder biomechanischem
Stress, sowie durch a-adrenerge Stimulation gezeigt werden (Jin et al., 2011; Maeda et al.,

2002).

1.6 Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren spielen wahrend der Entwicklung des Herzens eine grofRe Rolle. Es ist
offensichtlich, dass eine normale Herzentwicklung auf eine koordinierte rdaumliche und
zeitliche Expression einer Vielzahl von Wachstumshormonen und ihrer Rezeptoren
angewiesen ist. Eine Storung dieses spezifischen Expressionsmusters durch Zugabe von
Hemmstoffen oder Verwendung von transgenen Tieren, fihrt zu schweren
Entwicklungsstérungen, die mit einer erhohten fetalen und/oder embryonalen Sterblichkeit
einhergehen (Price et al., 2003). Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) sind Oberflachenrezeapren
fir Wachstumsfaktoren, Hormone und Zytokine. Wie der Name vermuten ldsst, konnen
diese Rezeptoren Tyrosinreste phosphorylieren. Die Rezeptoren des vaskuldren
endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF), des Fibroblasten-Wachstumsfaktors (FGF) und des
Blutplattchen Wachstumsfaktors (PDGF) gehoren zur Gruppe der RTK. Durch Bindung des
Liganden kommt es zur Dimerisierung und anschlieBenden Autophosphorylierung des
Rezeptorkomplexes, so dass sich weitere Signalmolekile an die autophosphorylierten
Bindungsstellen anlagern kénnen. Zu den Signalmolekiilen, die an die phosphorylierten
Tyrosinreste binden kdnnen, zdhlen die PI3K, PLC und das Adaptermolekil Grb2, welches zur
Aktivierung des MAPK Signalwegs fiihrt (Krauss, 2014). Weiter kann die Aktivierung von PLC
durch Bildung von IP3 und DAG, zu einer intrazelluldren Freisetzung von Kalzium fiihren

(Streb et al., 1983) und so die Proteinkinase C aktivieren (Krauss, 2014).

VEGF ist sowohl fir die Kardiomyogenese, als auch fiir die Vaskulogenese ein essentieller

Faktor. Neueste Forschungen haben gezeigt, dass VEGF vermittelte Signalwege nicht nur die
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Vaskulogenese regulieren, sondern (iber Aktivierung von kardiovaskuliren VEGFR2"
Progenitorzellen auch die kardiovaskuldre Differenzierung steuern (Bekhite et al., 2011). Die
Behandlung von ES-Zellen der Maus mit VEGF fihrt zu einer Stimulation der
Kardiomyogenese tiber PI3K/AKT (Bekhite et al., 2011) sowie Gber ERK abhangige Signalwege
(Chen et al., 2006). Weiter konnte eine effiziente Differenzierung von Kardiomyozyten aus

hiPSC unter anderem durch Behandlung mit VEGF erreicht werden (Ye et al., 2013).

PDGF kann in die vier Isoformen PDGF-A,-B,C und D eingeteilt werden, die sich zu Dimeren
zusammenlagern und dann Gber die Rezeptoren PDGFRa oder -B wirken. PDGFbb stimuliert
die Kardiomyogenese in ES-Zellen (Sachinidis et al., 2003b) und férdert die epikardiale
Zellmigration durch PI3K vermittelte Signalwege (Mellgren et al., 2008). Homozygot negative
PDGFR-B Herzen zeigen schwere kardiale Missbildungen, die mit einem vollstandigen Verlust
der koronaren, vaskuldren, glatten Muskulatur und einem primaren Defekt im Epikard
einhergehen (Mellgren et al., 2008). Mit PDGFbb behandelte Mause- und Rattenembryonen
zeigen eine VergroBerung des Herzens aufgrund einer Zunahme der Myofibrillen und eine
vergroBerte Myokardzone mit gut entwickelten Sarkomeren, im Vergleich zur

Kontrollgruppe oder mit PDGFaa behandelten Embryonen (Price et al., 2003).

FGF-2 spielt wahrend der Embryogenese sowohl bei der Differenzierung mesenchymaler
Stammzellen in Richtung kardiogener Zelllinien als auch fir die Proliferation des
Hamangioblasten, einer Vorlauferzelle von hamatopoetischen und Endothelzellen, eine Rolle
(Zhu et al., 2013; Solloway und Harvey, 2003; Lough und Sugi, 2000). FGF-2 wird bei hESC
(Sauer et al., 2004) und hiPSC neben BMP4 und Activin-A eingesetzt, um Kardiomyozyten mit
einer hohen Reinheit zu generieren (Zhang et al., 2012; Burridge et al., 2011). Weiter scheint
die Differenzierung kardialer Vorlduferzellen in reife Kardiomyozyten von der Fahigkeit der

Zelle FGF-2 zu bilden, abzuhdngen (Rosenblatt-Velin et al., 2005).

Atriales natriuretisches Peptid (ANP) ist ein Polypeptidhormon, das im Vorhof synthetisiert
wird und wahrend der embryonalen Entwicklung die Differenzierung von Kardiomyozyten in
einem engen zeitlichen und rdumlichen Rahmen regelt (Kuwahara und Nakao, 2010). Unter
Kontrolle von ANP-EGFP (verstarkt griin fluoreszierendes Protein) stehende Kardiomyozyten
zeigen das Vermogen sich sowohl in atriale Zellen als auch in Schrittmacherzellen zu

differenzieren (Gassanov et al., 2004). Die Expression von ANP ist erst nach der Geburt
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spezifisch fir die Vorhofe, vorher wird ANP sowohl in den Atrien als auch im Ventrikel

exprimiert (Zeller et al., 1987).

1.7 Kardiale Gene

Viele kardiale Gene werden in der embryonalen Phase der Herzentwicklung sowohl in den
Vorhofen als auch Ventrikeln exprimiert und beschranken sich erst mit voranschreitender
Entwicklung auf eine spezifische Lokalisation. Kardiomyozyten aus ES-Zellen konnen mit Hilfe
der immunhistochemischen Antikérperfarbung gegen das Sarkomer a-Aktinin identifiziert
werden, das in Z-Streifen von Mpyofibrillen der Skelett- und Herzmuskulatur die
Quervernetzung der Aktinfilamente vermittelt (Langanger et al., 1984; Lemanski et al.,

1980).

B-MHC (B-Myosin heavy chain), auch B-MYH7 genannt, ist im sich entwickelnden Herzen die
dominante Isoform. Nach der Geburt wird B-MHC durch a-MHC ersetzt. Beide Gene liegen,
durch 4,5 kbp getrennt, auf demselben Chromosom und kdnnen in ihrer Expression separat
und koordiniert reguliert werden. Der Wechsel von der Isoform B-MHC zu a-MHC scheint zur
Aufnahme der Herztatigkeit eine wichtige Rolle zu spielen (Lyons et al., 1990). Weiter steht
die Expression von B-MHC unter Kontrolle der Transkriptionsfaktoren MEF-2¢, Nkx2.5 und
GATAA4,5,6 (Kuwahara et al., 2012).

Hyperpolarization—activated cyclic nucleotide gated channels (HCN) werden in die vier
Isoformen 1 — 4 eingeteilt. Sie werden wahrend der Embryogenese sowohl im ventrikuldaren
Myokard, als auch im Atrium exprimiert. Im adulten Herzen wird HCN4 in
Schrittmacherzellen exprimiert und stellt dort die Hauptisoform dar, so dass die Expression
auf das Reizleitungssystem und in erster Linie auf den Sinusknoten beschrankt ist (Wahl-
Schott und Biel, 2009). Darilber hinaus wird die HCN4 Expression positiv durch den

Transkriptionsfaktor MEF2c reguliert (Kuratomi et al., 2009).

Die Herzmuskulatur von Saugetieren enthalt 4 verschiedene Formen der MLC (Freed et al.,
2011). Die Hauptisoform im Atrium ist MLC1a und MLC2v im Ventrikel. MLC1a wird wahrend
der frihen Kardiomyogenese zudem in der fetalen Skelettmuskulatur und im Ventrikel
exprimiert (Barton et al., 1988). Die Expression von MLC2a steigt ab Tag 9 post

conceptionem kontinuierlich an und ist ab Tag 12 der Entwicklung auf den Vorhof
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beschrankt, wahrend die Expression von MLC2v schon relativ frih spezifisch fir den
Ventrikel ist (Kubalak et al., 1994). Die regionalspezifische Expression von MLC2a und MLC2v
wahrend der friihen Embryogenese ist ein genetischer Marker fiir die Spezialisierung der

Kammern in Atrien und Ventrikel.

1.8 Kalzium

Kalzium-lonen spielen als Signalmolekile bei Proliferations- und Differenzierungsvorgangen
eine wichtige Rolle. Zur Erzeugung eines intrazelluldaren Kalziumsignals verwenden die
meisten Zellen zwei Prinzipien: es kommt zum einen zur Kalziumfreisetzung aus
intrazellularen Speichern, zum anderen kann Kalzium von extrazelluldr in die Zelle
einstromen und so zur Entstehung eines Kalziumtransienten beitragen. Weiter werden bei
intrazelluldaren Speichern zwei funktionell verschiedene Kalziumkanale, Inositol Triphosphat
Rezeptoren (IP3R) und Ryanodin Rezeptoren (RyR), unterschieden. Extrazelluldres Kalzium
kann entweder liber spannungsabhangige Kalziumkanale (VOCCs= voltage operated calcium
channels) oder Uber Speicher-gesteuerte Kalziumkanale (SOCCs= store operated calcium

channels) in die Zelle gelangen (Berridge et al., 2000).

Die Kalziumfreisetzung aus dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) wird wahrend der
Differenzierung von mES-Zellen hauptsachlich Gber IP3R moduliert, wahrend der Kalzium-
Einstrom (ber die Plasmamembran in erster Linie liber die SOCCs erfolgt. Um die niedrigen
intrazelluldaren Kalziumspiegel zu halten, spielen sowohl der Natrium/Kalzium Austauscher
(NCX) als auch die Plasma Membran Kalzium Pumpe (PMCA) eine wichtige Rolle. In mES-
Zellen wurde mRNA fiir Na*/Ca*" Austauscher NCX-1,-2,-3; IP3-Rezeptoren Typ-1,-2,-3 und
PMCA-1 und 4 detektiert (Yanagida et al., 2004).

Kardiovaskulare  Erkrankungen, wie  beispielsweise  kongestives  Herzversagen,
Herzklappenfehler, Hypertonie oder Myokardinfarkt, gehen haufig mit einer Erhéhung des
CT-1 Plasma Spiegels einher, der mit der Schwere der Erkrankung korreliert (Jougasaki, 2010;
Pemberton, 2007; Talwar et al., 2002; Tsutamoto et al., 2007; Zolk et al., 2002). Ferner ist
bekannt, dass intrazelluldre Kalzium Schwankungen an kardialen Dysfunktionen beteiligt sein
konnen, so dass der Einfluss von CT-1 auf die Freisetzung von intrazellularem Kalzium von

Bedeutung ist. Eine Studie an adulten Kardiomyozyten der Ratte hat gezeigt, dass
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Behandlung mit 1 ng/ml CT-1 Gber 20 - 60 min zu einem signifikanten Anstieg des
intrazelluldaren Kalziums, sowie zu einer Verkiirzung der Zellen fiihrt (Ruiz-Hurtado et al.,
2012). Ferner kommt es unter Behandlung mit CT-1 zur Zellmigration kardialer Fibroblasten,

was mit dem Auftreten intrazelluldrer Kalzium Signale verbunden ist (Freed et al., 2011).

1.9 Reaktive Sauerstoffspezies

ROS, wie das Superoxid-Anion, das reaktive Hydroxyl-Radikal, Wasserstoffperoxid (H,O0,),
Ozon und hypochlorige Saure sind aufgrund ihres lokalen Vorkommens, der hohen
Diffusionsgeschwindigkeit, der schnellen Synthese und der einfachen Neutralisierung durch
zelleigene Antioxidantien ideale Signalmolekiile (Gabbita et al., 2000). Sowohl ROS als auch
NO spielen wahrend der friithen Embryogenese eine entscheidende Rolle. Untersuchungen
der letzten Jahre zeigen, dass ROS (ber die Aktivierung von Wachstumsfaktoren und
Zytokinen die kardiale Differenzierung stimulieren konnen. Es wurde gezeigt, dass die
kardiovaskuldre Differenzierung von ES-Zellen in einer antagonistischen Beziehung zu dem
Auftreten von ROS steht. Wahrend standige ROS Exposition zu einer Hemmung der
Kardiomyogenese fiihrt, so fordern geringe ROS Spiegel die kardiale und vaskuldre
Differenzierung (Sauer und Wartenberg, 2005). Obwohl ROS intrazelluldr durch verschiedene
Quellen, einschlieBlich Mitochondrien, gebildet werden, ist die membranstiandige NADPH-
Oxidase die primdre Quelle fiir ROS. Dies erlaubt eine schnelle Regulation intrazelluldrer ROS
Spiegel. Innerhalb kiirzester Zeit konnen so Signale von der Plasmamembran zum Zellkern
weitergeleitet werden. ROS konnen zum einen direkt mit spezifischen Rezeptoren
interagieren oder zum anderen verschiedene Signalmolekiile aktivieren, wie beispielsweise
Proteinkinasen, Proteinphosphatasen und Transkriptionsfaktoren. Weiterhin wirken ROS
und intrazelluldres Kalzium zusammen in Signalkaskaden zur Steuerung der Zellproliferation,
des Zellzyklus und des Zelltodes. Das intrazelluldre Zusammenspiel zwischen Oxidations- und
Reduktionsdaquivalenten ermdoglicht die Funktion als sekundarer Botenstoff, der in
Differenzierungsvorgange involviert ist (Sauer et al., 2001b). Neueste Forschungen konnten
zeigen, dass verschiedene Zytokine, wie IL-10 und IL-18, ihre kardiogenen Effekte liber die

Regulation intrazelluldrer ROS vermitteln (Law et al., 2013).
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1.10 Stickstoffmonoxid

Man unterscheidet nach Vorkommen und Wirkungsweise 3 NO-Synthasen (NOS): neuronale
NOS (nNOS), induzierte NOS (iNOS) und endotheliale NOS (eNOS), die aus der Aminosaure L-
Arginin NO generieren. Im sich entwickelnden Herzen des Embryos werden vorrangig die
Isoformen iNOS und eNOS exprimiert (Bloch et al., 1999). Eine Exposition von ES-Zellen
gegenitber NO fiihrt sowohl zu einer Erhohung der Anzahl und GroRe kontrahierender
Areale, als auch zur Expressionssteigerung kardialer Gene (MLC, Troponin |I) und mRNA
(MLC2v, Nkx2.5) (Kanno et al., 2004). Durch Verwendung von NO-Synthase Inhibitoren kann
eine verzogerte Kardiomyogenese beobachtet werden (Bartsch et al., 2011; Bloch et al.,
1999). Ferner konnte bereits gezeigt werden, dass CT-1 die NOS hochreguliert, was in
Zusammenhang mit dem blutdrucksenkenden Effekt von NO stehen kdnnte, der bei Ratten
beobachtet wurde (Hamanaka et al., 2000; Jin et al., 1998). Bisherige Arbeiten legen nahe,
dass NO und ROS Signalwege in einer engen Beziehung zum Auftreten von Kalzium Signalen

stehen (Ji et al., 1999; Sauer et al., 2001b).

1.11 Kerntranslokation

Obwohl bereits einiges Wissen liber die intrazellularen Signalkaskaden von CT-1 besteht, ist
bislang nichts Uber die Bedeutung der endogenen, intrazelluldren CT-1 Expression fir die

Wirkungsweise des exogenen CT-1 bekannt.

Es wird allgemein angenommen, dass hydrophile Hormone, Zytokine und
Wachstumsfaktoren aullerhalb der Zelle verbleiben. Sie binden an Rezeptoren auf der
Zelloberflache und aktivieren so nachgeschaltete Signaltransduktionskaskaden, die meistens
mit einer enzymatischen Reaktion, wie der Phosphorylierung von Bindungsstellen fir
weitere Signalmolekiile, einhergehen. Es besteht die zunehmende Evidenz, dass einige der
Zytokine, Wachstumsfaktoren und Hormone nach externer Zugabe in den Zellkern
transloziert werden und in einer intrakrinen Art und Weise auf die Gentranskription wirken
(Olsnes et al., 2003). Intrazelluldres IL-la bewirkt beispielsweise die Regulation der

Zellproliferation, -Migration und -Alterung (Werman et al., 2004).

Des Weiteren konnen Proteine, die kleiner als 50 kDa sind, passiv durch die Kernporen

gelangen (Macara, 2001). GroRRere Proteine werden aufgrund ihrer Kernlokalisationssequenz
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(NLS) erkannt und aktiv durch die Kernporen transportiert. Indes sind die zugrundeliegenden
Mechanismen bei fehlender NLS nicht vollstandig geklart. Die Translokation in den Zellkern
wurde bisher fur die Wachstumsfaktoren VEGF (Li und Keller, 2000) und FGF (Imamura et al.,
1992; Sano et al., 1990) gezeigt, sowie fiir verschiedene Zytokine, die zur Interleukin-1
Familie gehoren, wie IL-1a (Grenfell et al., 1989; Hu et al., 2003), IL-33 und IL-37 (Ross et al.,
2013), IL-5 (Jans et al., 1997) und Interferon y (MacDonald et al., 1986). Im Falle von aFGF
kann die Translokation bei einer externen Konzentration von 10 ng/ml visualisiert werden.
Sie ist partiell charakterisiert durch die Beteiligung des Rezeptors und endozytotischen
Vesikeln und zeigt zudem eine Abhangigkeit von der Aktivierung der PI3K (Olsnes et al.,

2003).

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass IL-33, das zur IL-1 Zytokinfamilie gehort, seine
Wirkung in erster Linie im Kern entfaltet und erst bei Zelldefekten, (iber Bindung an den
zugehorigen Rezeptor auf der Zelloberflache, als Alarmsignal fungiert (Ali et al., 2010). Des
Weiteren wird eine autokrine Wirkung von IL-6 vermutet, aufgrund der Beobachtung, dass
neutralisierende Ak den proliferativen Effekt von IL-6 nicht hemmen konnten, wahrend dies
erfolgreich durch Anwendung von Antisense Nukleotiden erreicht wurde (Lu und Kerbel,

1993; Roth et al., 1995).

1.12 Zielsetzung der Arbeit

Obwohl bereits einiges Wissen Uber die intrazellularen Signalkaskaden von CT-1 etabliert
wurde, besteht keine Kenntnis Uber den Einfluss der endogenen intrazellularen CT-1
Expression auf intrazelluldare Signalkaskaden welche durch exogen, an den gp130/LIFR
bindendes, CT-1 ausgelost werden. Neue Forschungen konnten erfolgreich demonstrieren,
dass Mitglieder der IL-1 Familie, nicht nur in der Lage sind an ihre zugehorigen Rezeptoren
auf der Zelloberflache zu binden, sondern durch Translokation in den Zellkern intrazelluldr in
der produzierenden Zelle wirken und moglicherweise an der Regulation der Genexpression
beteiligt sind (Ross et al., 2013). Ob exogenes CT-1 seine intrazellulare Signalwirkung lber
eine Translokation von zellularem CT-1 in den Zellkern ausiiben kdnnte, wurde bislang noch
nicht untersucht. Weiterhin ist unbekannt, inwiefern CT-1 die Expression von anderen pro-
kardiogenen Wachstumsfaktoren wie VEGF, PDGF-bb, FGF-2 und ANP zur Stimulation der

Kardiomyogenese reguliert. Die vorliegende Arbeit wurde durchgefiihrt, um die Bedeutung
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von CT-1 auf die Kardiomyogenese und die Regulation kardiogener Wachstumsfaktoren zu
untersuchen. Hierbei wurden Schwerpunkte auf die Untersuchung des Einflusses
intrazelluldarer Kalziumsignale, ROS und NO auf die Translokation von CT-1 in den Zellkern,

gelegt.

Ein weiterer Teil der Doktorarbeit befasst sich mit dem Einfluss von Hypoxie/Reoxygenierung
auf die Kardiomyogenese von ES-Zellen der Maus. Es wird vermutet, dass niedrige
Sauerstoffspiegel wahrend der friihen Embryogenese (ber Hypoxie regulierte
Transkriptionsfaktoren erste Differenzierungsvorgange initiieren (Simon und Keith, 2008).
Untersuchungen an isolierten Kardiomyozyten der Ratte konnten ferner zeigen, dass CT-1
kardioprotektiv wirkt und sowohl bei Gabe vor der schadigenden Ischamie, als auch bei
Verabreichung  wahrend der  Reoxygenierung die Zellen erfolgreich  vor
Reoxygenierungsschaden schiitzt (Brar et al., 2001a). Daher ergibt sich die Fragestellung, ob
es unter dem pathologischen Zustand der Reoxygenierung zu einer Reaktivierung
intrazelluldarer prokardiogener Signalkaskaden kommt, die normalerweise ausschlieBlich
wahrend der friihen Embryogenese aktiv sind. In der vorliegenden Doktorarbeit soll folglich
der Einfluss von Hypoxie und Reoxygenierung auf die Expression von CT-1, kardiogener
Wachstumsfaktoren, kardialer Gene und die Aktivierung intrazellularer Signalkaskaden

untersucht werden.
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Im Einzelnen wurden die folgenden Themen untersucht.

1. Welchen Einfluss hat CT-1 auf die Generierung intrazellularer Signalmolekiile?
2. Wird CT-1 in den Zellkern transloziert?
3. Welche Signalmolekiile vermitteln die Kerntranslokation von CT-1?

4. Welchen Einfluss hat CT-1 auf die Expression von Wachstumsfaktoren, kardialen
Transkriptionsfaktoren und kardialen Genen?

5. Wird die Kardiomyogenese durch CT-1 stimuliert?

Abb.1.12.1: Zielsetzung der Arbeit: A) Kommt es unter Behandlung mit exogenem CT-1 zur
Freisetzung intrazellularer Signalmolekile? B) Wird CT-1 in den Kern transloziert? C) Wie beeinflusst
CT-1 die Expression von Wachstumsfaktoren, kardialen Transkriptionsfaktoren und kardialen Genen?

D) Stimuliert CT-1 die Kardiomyogenese in ES-Zellen der Maus?
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6. Wird CT-1 unter Hypoxie/Reoxygenierung vermehrt exprimiert?

7. Wie beeinflusst Hypoxie/Reoxygenierung die Expression von Signalmolekilen,
Phosphoproteinen, Wachstumsfaktoren und kardialen Genen?

8. Wird CT-1 unter Hypoxie/Reoxygenierung in den Kern transloziert?
9. Wird die Kardiomyogenese durch Hypoxie/Reoxygenierung stimuliert?

10. Stimuliert chronische Hypoxie die Kardiomyogenese?

Abb.1.12.2 Zielsetzung der Arbeit: A,B) Kommt es unter Hypoxie/Reoxygenierung zu einer
vermehrten Expression von CT-1? C) Wie beeinflusst Hypoxie/Reoxygenierung die Expression von
Signalmolekiilen, Phosphoproteinen, Wachstumsfaktoren und kardialen Genen? D) Kommt es unter
Hypoxie/Reoxygenierung zu einer Translokation von CT-1 in den Zellkern? E) Stimuliert
Hypoxie/Reoxygenierung die Kardiomyogenese? F) Stimuliert chronische Hypoxie die

Kardiomyogenese?
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2. Material

2.1 Firmen

Abcam plc

Acris Antibodies GmbH

Ambion® by Life Technologies GmbH
AppliChem GmbH

BD-Biosciences GmbH

Biochrom

Biometra

BioSpherix

Biotec Fischer

Bio Vendor

BioVision

Biozol

Eppendorf

Gilson International

Greiner Bio-One GmbH

Hanna Instruments

Heidolph Elektro GmbH
Hirschmann Laborgerate

Integra Biosciences (IBS)
Invitrogen® by Life Technologies GmbH
Labnet International

Leica Microsystems

Life Technologies™

Merck Millipore

Mettler-Toledo

New England Biolabs GmbH (NEB)
PAA

PeQlab

R&D Systems

Roche Diagnostics GmbH

Roth

Cambridge, UK

Herford, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Berlin, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Demott, St. Lacona, USA
Reiskirchen, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Milpitas, USA

Eching, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Limburg, Deutschland
Frickenhausen, Deutschland
Kehl am Rhein, Deutschland
Schwabach, Deutschland
Eberstadt, Deutschland
Fernwald, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Windsor, Berkshire, UK
Wetzlar, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Giessen, Deutschland
Frankfurt, Deutschland
Colbe, Deutschland
Erlangen, Deutschland
Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland
Mannheim, Deutschland

Karlsruhe, Deutschland



Santa Cruz Biotechnology Inc.

Sarstedt Inc.

Sigma (-Aldrich)

Synaptic System

Tecan Deutschland GmbH

Thermo Fisher Scientific

Whatman™ GE Healthcare Life Sciences

Zeiss

2.2 Gerate und Laborbedarf

Bakteriologische Schalen
Cellspin Rihrsystem
Deckglaschen

ECL

ELISA

Feinwaage

Falcons 15 und 50ml
Filterpapier
Gelelektrophoresekammer
Heizblock
Homogenisator
Hypoxiekammer

Inkubatoren

Immersionsol

konfokales Lasermikroskop

Lichtmikroskop

Mischer

Neon™ Transfection System Model MPK5000
pH-Meter

Pipetten

Sauerstoffregulator
Sauerstoffsensor

Schittler
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Heidelberg, Deutschland
NiUmbrecht, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Crailsheim, Deutschland
Dreieich, Deutschland
Freiburg, Deutschland

Jena, Deutschland

Greiner Bio-One

IBS

Roth

PeQLab, Chemi-Capt-50001
Tecan Magellan Infinite M200
Mettler Toledo

Greiner bio-one Cellstar® tubes
Biotec Fischer Universal Trockenpapier
Invitrogen, XCell Sure Lock
Biometra TB2 Thermoblock
Pellet Pestle® Motor, Sigma

BioSpherix, C-Chamber-C 274

Thermo Fisher Scientific HERAcell® 240, HERAcell®

150
Leica Microsystems

LeicaMicrosystems, DM-IRE2
Zeiss Axiovert 40C

Heidolph

Invitrogen® by Life Technologies
Sartorius, HANNA Instruments

Glaspipette von Roth
Sterile Einmalpipetten von Becton Dickinson

BioSpherix, ProOxP110 Single Setpoint Controller

BioSpherix, E702 Oxygen Sensor

Labnet International
Edmund Biihler Typ KL2
Stuart mini see-saw-rocker SSM4



Spinnerflaschen IBS, Cellspin250

Sterilbank Thermo Fisher Scientific Type HSP18
Transfermembran Whatman™ GE Healthcare Life Sciences
Wasserbad Hirschmann

Zellkulturplatten BD

Zentrifugen Thermo Fisher Scientific Multifuge 1S-R centrifuge

Thermo Fisher Scientific Laborfuge300
Eppendorf 5417C

2.3 Chemikalien

AG490 Merck Millipore
AG1296 Merck Millipore
Bapta-AM Merck Millipore
B-Mercaptoethanol Sigma
Cardiotrophin-1 BioVendor
DAF-FM Diacetate Life Technologies™
DMEM Merck Millipore
DMSO Merck Millipore
DRAQS5 (Kernfarbung 650) NEB

Dulbecco’s 1x PBS ohne Ca”* & Mg”* PAA

ESGRO® LIF Chemicon
Fetales Kélber Serum (FKS) Sigma
Fluo-4-AM (Kalzium Indikator) Life technologies™
Fluoromount-G™ Biozol
L-Glutamine 200mM (100x) PAA

Glycerol Sigma

IMDM (Basal Iscove's Medium) Biochrom
KH,PO, Roth

Luminol Sigma
LY294002 Merck Millipore
Magermilchpulver AppliChem
MEM (50x) Aminosauren Biochrom
Mitomycin-C Sigma
Natriumchlorid Roth

Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth



Natriumpyruvat (100mM) Biochrom

NaOH Roth

NEA (100x) Biochrom
N-(2-mercaptoproplonyl)glycine (NMPG) Sigma

Neon® Transfection System 100ul Kit MPK1096 Life technologies™

N-Nitro-Larginine Methyl Ester, Hydrochlorid (L-NAME) Merck Millipore

Nonidet P-40 AppliChem

Novex® Sharp Pre-Stained Proteinstandard Life Technologies™
Nupage® Antioxidant Life Technologies™
Nupage® MES SDS Running Puffer (20x) Life Technologies™
Nupage® MOPS SDS Running Puffer (20x) Life Technologies™
Nupage® 4-12% Bis-Tris Gel Imm Life Technologies™
Nupage® Sample Reducing Agent (10x) Life Technologies™
Nupage® Transfer Puffer (20x) Life Technologies™
p-Coumaric acid Sigma

PD98059 Merck Millipore
Penicillin /Streptomycin (100x) PAA

Phosphatase Inhibitor Cocktail 1 Sigma

Ponceau S AppliChem

Protease Inhibitor Cocktail Roche

Restore™ Western Blot Stripping Puffer Thermo Fisher Scientific
Sigmacote Sigma

Silencer® Select Pre-designed Ctfl siRNA Ambion® by life Technologies™
SKF86002 Merck Millipore
SU5614 Merck Millipore
SU5402 Merck Millipore

Sytox Green Kernfarbung Life Technologies™

Tris Roth

Triton® X-100 Sigma

Trypsin EDTA (1x) Life T USA, Technologies™
Tween-20 Sigma
Wasserstoffperoxid 30% Sigma
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2.4 Antikorper

Primare Ak Firma Tier K K kDa
Immunbhisto- Westernblot
chemie
Anti-a-Aktinin Abcam Maus 1:100 1:1000 107
Anti-ANP Santa Cruz Kaninchen 1:500 17
Anti-B-Actin Merck Millipore Kaninchen 1:1000 45
Anti-CT-1 R&D Sytems Ratte 1:50 1:500 21
Anti-FGF-2 Merck Millipore Maus 1:1000 17
Anti-GATA-4 Merck Millipore Kaninchen 1:1000 44
Anti-HCN4 Abcam Maus 1:1000 129
Anti-MEF2c Santa Cruz Ziege 1:500 42
Anti-MLC1a Abcam Maus 1:1000 47
Anti-MLC2a Synaptic system Maus 1:1000 19
Anti-MLC2v Synaptic system Maus 1:1000 24
Anti-MYH7 Santa Cruz Maus 1:500 229
Anti-Nkx2.5 Abcam Kaninchen 1:1000 72
Anti-PDGFbb Bio Vision Kaninchen 1:500 18
Anti-p-AKT NEB Kaninchen 1:500 60
Anti-p-JAK2 Santa Cruz Ziege 1:500 128
Anti-p-enos NEB Kaninchen 1:1000 140
Anti-p-PI13K NEB Kaninchen 1:1000 60/85
Anti-p-STAT-3 NEB Kaninchen 1:1000 86
Anti-TEAD3 Abcam Kaninchen 1:1000 49
Anti-VEGF NEB Kaninchen 1:500 19-22
Anti-VEGFR2 NEB Kaninchen 1:1000 230
Anti-Vinculin Sigma Maus 1:1000 110
Sekunddre Ak
Alexa 488 anti Life Technologies™ Esel 1:100
Ratte
Cy3 anti Maus Sigma Schaf 1:100
Cy5 anti Maus Sigma Schaf 1:100
HRP anti Kaninchen  NEB Ziege 1:1000
HRP anti Maus NEB Pferd 1:1000
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HRP anti Ratte NEB Ziege 1:1000
HRP anti Ziege NEB Kaninchen 1:1000
2.5 Puffer
10x PBS 26,0 mM KCl
14,7 mM KH,PO,
1,4 mM NaCl
64,6 mM Na,HPO, x 2 H,0
in 1 Liter Aqua bidest |6sen und pH mit HCI
auf 7,4 einstellen
1x PBS 100 ml 10x PBS
+900 ml Aqua bidest
0,1% PBST 999 ml 1x PBS
+ 1ml 0,1% Triton X-100
0,01% PBST 999 ml 1 x PBS
+ 0,1 ml 0,01% Triton X-100
Blockierungs Losung 1ml (10%) FKS
(Immunhistochemie) +9ml 0,01% PBST
10 x TBS 0.5 mM Tris
0.6 mM NaCl
In 1 Liter Aqua bidest |6sen, pH mit HCI auf
7,54 einstellen
0,1% TBST 100ml 10 x TBS
+900ml Aqua bidest
+ 1ml 0,1% Tween-20
Blockierungs Losung 100 ml 0,1% TBST
(Westernblot) +5g 5% Magermilchpulver
RIPA-Puffer 50 mM Tris, pH 7.4
150 mM NaCl
1,0 % Nonidet P-40
0,5 % SDS Natriumdesoxycholat
In Aqua bidest (bidest) I6sen, pH mit HCI
auf 7,4 einstellen
Lysis-Puffer fiir Proteine 1ml RIPA
+ 2l 0,2% Protease Inhibitor Cocktail (500x)
Lysis-Puffer fir 1ml RIPA (ohne Desoxycholat)
Phosphoproteine + 2 0,2% Protease Inhibitor Cocktail (500x)
+ 10yl 1,0% Phosphatase Inhibitor Cocktail (100x)
+ 10pl 1 mM EDTA (40 mM,pH 8)
+ 25yl 1mMm Glycerophosphat (100 mM)
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2.6 Medien

Nahrmedium zum Erhalt der
undifferenzierten Stammzellen

Basal ISCOVE’S Medium

8,0 % FKS
8,0 % hitzeinaktiviertes FKS
0,1 mM B-Mercaptoethanol
»LIF Medium“ 1,0 mM Natrium-Pyruvate (100 mM)
0,1 mMm NEA (100x)
2,0 mM Glutamin (200 mMm)
2,5 pg/ml Plasmocin (25mg/ml)
1000U/ml Lif (10 units)
Differenzierungsmedium der Basal ISCOVE'S Medium
Embryonalkérperchen 15,6 % FKS
0,1 mM B-Mercaptoethanol
1,0 mM Natrium-Pyruvate (100 mM)
»CCE-Medium® 0,1 mM NEA (100x)
2,0 mM Glutamin (200 mM)
0,4 % Pen/Strep (100x)
Nahrmedium der Fibroblasten DMEM
10,4 % hitzeinaktiviertes FKS
»MEF-Medium* 2,0 mM Glutamin (200mMm)
0,1 mMm NEA (100x)
0,4 % Pen/Strep (100x)
Einfriermedium 72% jeweiliges Nahrmedium
20% hitzeinaktiviertes FKS

2.7 Hemmstoffe

8%

DMSO

Zur Untersuchung des Einflusses von Signalmolekilen und Transduktionskaskaden auf die

Kardiomyogenese werden EBs von Tag 4 - 7 mit spezifischen Hemmstoffen, in den

angegebenen Konzentrationen, inkubiert und im Anschluss die Proteinexpression von

Signalmolekiilen, Wachstumsfaktoren,

Genen mittels Western Blot untersucht.

kardialen Transkriptionsfaktoren und kardialen
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Bezeichnung Inhibitor: ~ Konzentration gelost in

AG490 JAK-2 25 uM DMSO 294.3
BAPTA-AM Kalzium Chelator 10-25 um DMSO 764.7
NMPG Radikalfanger 100 um DMSO 163.2
L-NAME NO-Synthase 50 uM Agua bidest 269.7
LY294002 PI3K 40 uM DMSO 307.4
PD98059 ERK1/2 100 uM DMSO 267.3
SKF86002 P38 MAPK 10 uM DMSO 297.4

Tabelle 2.7: Ubersicht der Hemmstoffe und verwendeten Konzentrationen

Zur Uberprifung des Einflusses des Hemmstoffes werden diese alleine, sowie in
Kombination mit CT-1 eingesetzt. Dabei erfolgt die Vorinkubation der EBs mit den
Hemmstoffen jeweils 1 h vor Behandlung mit CT-1. Ebenso wird dies bei Behandlungen mit
Hypoxie durchgefiihrt. Auch hierbei werden die Zellen jeweils 1 h vor Versuchsbeginn mit
den entsprechenden Hemmstoffen vorinkubiert; die Proteinextraktion erfolgt direkt im

Anschluss.

2.8 Substanzen
2.8.1 DCFH-DA

DCFH-DA ist eine apolare, nichtfluoreszierende, zellpermeable Substanz und dient als
Indikator flr verschiedene reaktive Sauerstoffspezies (ROS). Nach Diffusion in die Zelle wird
das Diacetat des Farbstoffs von intrazelluldaren Esterasen abgespalten. Das entstehende
polare DCFH ist nichtfluoreszierend und zellimpermeabel und wird durch intrazellulare

reaktive Sauerstoffspezies zur fluoreszierenden Form DCF oxidiert (Bass et al., 1983).

Die Fluoreszenzintensitat, die bei 488 nm Wellenlange angeregt wird, dient dabei als
Indikator fir die intrazellulare Menge an ROS. Die Fluoreszenzemission wird bei einer

Wellenlange von 540 nm detektiert.

44




2.8.2 DAF-FM

Der Fluoreszenzmarker DAF-FM Diacetat ist ein Indikator zur Messung von intrazellularem
Stickstoffmonoxid. Aufgrund des zellpermeablen Diacetats kann DAF-FM passiv Uber die
Zellmembran in die Zelle diffundieren. Einmal in der Zelle angelangt, wird das Diacetat von
zelleigenen Esterasen abgespalten, das entstehende Produkt DAF-FM ist schwach
fluoreszierend. Es kann die Zelle nicht mehr verlassen und reagiert in Gegenwart von
Stickstoffmonoxid zum stark fluoreszierenden Benzotriazolderivat, welches bis zu 160-fach
starker fluoreszieren kann als DAF-FM (Kojima et al., 2001). Das Exitationsmaximum des

Farbstoffs liegt bei 495 nm, das Emissionsmaximum bei 515 nm Wellenldnge.

2.8.3 Fluo-4-AM

Zur Sichtbarmachung (Imaging) von intrazelluldren Kalziumtransienten wird der
zellpermeable Farbstoff Fluo-4-AM verwendet. Fluo-4-Acetoxymethylester diffundiert in die
Zelle, in der zelleigene Esterasen AM abspalten. Zum einen kann der Farbstoff nun die Zelle
nicht mehr verlassen, zum anderen ist die Hydrolyse notwendig um den Farbstoff zur
Kalziumbindung zu befdhigen. Die Fluoreszenzintensitat ist abhangig von der Menge an
gebundenem Kalzium und daher fiir quantitative Messungen geeignet (Gee et al., 2000).
Fluo-4-AM wird zur Quantifizierung von Kalziumkonzentrationen im Rahmen von 100 nM bis
1 uM verwendet. Das Absorptionsmaximum des griinfluoreszierenden Fluo-4 liegt bei 494

nm, das Emissionsmaximum bei 516 nm.

2.8.4 Cardiotrophin-1

Das in vitro Experimenten eingesetzte CT-1 wurde von der Firma Bio Vendor bezogen
(Katalognummer: RD172026100). Es handelt sich um rekombinantes humanes CT-1, das mit
einer Reinheit von >90% in Escherichia coli hergestellt wurde. Es besitzt einen
Endotoxingehalt von < 0,1ng/ug Protein. Pennica konnte zeigen, dass CT-1 keine
Speziesspezifitat besitzt. Sowohl humanes als auch das CT-1 der Maus binden an den LIFR

beider Zellinien (Pennica et al., 1996).
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3. Methoden

3.1 Stammzellkultur
3.1.1 Zellkultur embryonaler Stammzellen der Maus

Die in der Arbeit verwendeten Mausstammzellen mit der Bezeichung CCE-S103 (Robertson
et al., 1986) benétigen zum Erhalt ihrer Stammzelleigenschaften eine Unterlage aus
mitotisch inaktivierten embryonalen Fibroblastenzellen der Maus (MEFs), den sogenannten
,Feedern”. Diese Ammenzellen, welche die Stammzellen mit Nahrstoffen versorgen, bilden
das Zytokin LIF (Hu et al., 2003), das sie in einem undifferenzierten Stadium halt. Das
zusatzlich zum Medium hinzugefligte LIF verstarkt diesen Effekt. Die Stammzellen werden in
einem Rhythmus von 2 - 3 Tagen passagiert, wobei sie jeweils auf neue MEFs umgesetzt
werden. In der Spinnerflaschenkultur, in Abwesenheit von LIF, bilden sie kleine,

kugelformige, dreidimensionale Strukturen, die sogenannten Embryonalkérperchen (EBs).

3.1.2 Kultivierung von Fibroblasten

MEFs werden in flissigem Stickstoff (-196°C) aufbewahrt. Zum Auftauen wird ein Wasserbad
mit einer Temperatur von 37°C verwendet. Die im Einfriermedium enthaltenen Zellen
werden mit 20 ml MEF-Medium gewaschen und anschlieRend in einer Dichte von 9 x 10*
Zellen auf Gewebekulturschalen ausplattiert. AnschieBend werden sie im Inkubator bei 37°C,
5% CO, und einer relativen Luftfeuchte von 95% mit MEF-Medium kultiviert, bis sie zu 80%
konfluent sind. Um ein Weiterwachsen der MEFs zu verhindern, werden sie mit dem
Mitosehemmstoff Mitomycin C inaktiviert. Dies ist notwendig, damit die schnell
proliferierenden MEFs nicht die langsamer wachsenden Stammzellen {berwachsen.
Mitomycin C wird aus dem Bakterium Streptomyces caespitosus gewonnen. Das antibiotisch
wirkende Zytostatikum bindet an DNA-Strdange und verhindert so deren Dissoziation und in

der Folge die Replikation der Zellen (Verweij und Pinedo, 1990).

Die MEFs werden fir 3 h mit mitomycinhaltigem MEF-Medium, in einer Konzentration von
10 pg/ml, bei 37°C, 5%CO,, im Dunkeln inkubiert und in drei aufeinanderfolgenden
Waschschritten mit MEF-Medium von Mitomycin befreit. Die so mitotisch inaktivierten

Feeder-Zellen kdonnen nun als Wachstumsgrundlage fir die Stammzellen dienen. Das
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Medium wird alle 2 Tage gewechselt. Bis zur Verwendung kdonnen die Feeder maximal eine

Woche aufbewahrt werden.

3.1.3 Kultivierung der embryonalen Stammzellen auf MEFs

Die in dieser Arbeit verwendete ES-Zelllinie CCE-S103 (Robertson et al., 1986) wird in
flissigem Stickstoff bei -196°C aufbewahrt. Die ES-Zellen werden im Wasserbad bei 37°C
aufgetaut und in 15 ml CCE-Medium gewaschen. Nach anschlieBender Zentrifugation (5 min,
209g) wird das entstandene Pellet in 200 pl CCE-Medium resuspendiert und die
Zellsuspension auf die vorbereiteten mitotisch inaktivierten MEFs gegeben. Das
Nahrmedium der Stammzellen enthalt zur Verhinderung der spontanen Differenzierung das
Zytokin LIF (1000 U/ml). Die Zellen werden im Inkubator bei 37°C, 5%CO, und einer relativen
Luftfeuchte von 95% in der Regel fir 2-3 Tage kultiviert, bis sie eine Konfluenz von circa 70%
erreichen. Dabei wachsen die Stammzellen in charakteristischen Kolonien, wie in Abb.3.1.3

(rechts) zu sehen ist.

Abb.3.1.3 subkonfluente Feederzellen (links), Kolonien von CCE Stammzellen (rechts).

3.1.4 Passagieren der Stammzellen und Praparieren einer Spinnerflasche

Die mES-Zellen werden alle 2-3 Tage passagiert, das heil3t ein Teil der Zellen wird auf neue,
mitotisch inaktivierte MEFs umgesetzt. Dies ist notwendig, da eine zu hohe Dichte zu pH-
Wert-Verdanderungen, Stress und ungewollten Differenzierungsprozessen fihrt. Zum
Entfernen des Mediums werden die Zellen zunachst mit 2 ml Trypsin/EDTA gewaschen und
anschlieRend mit weiteren 2 ml flr circa 3 min bei 37°C inkubiert, so dass sich die ES-
Zellkolonien von der Gewebekulturschale ablésen und mit einer Pipette vorsichtig vereinzelt

werden kdnnen. Je nach Dichte der Stammzellkultur werden 100-200 ul der Zellsuspension
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auf eine vorbereitete Schale mit MEFs und LIF-haltigem Medium umgesetzt. In der Folge
wird die Trypsin-Reaktion der verbleibenden Stammzellen mit 6 ml CCE-Medium abgestoppt

und die Zellen in die mit 125 ml CCE-Medium vorbereitete Spinnerflasche lberfiihrt.

Die Kultivierung der ES-Zellen in Spinnerflaschen erfolgt im Inkubator bei 37°C, 5,3% CO,
und einer relativen Luftfeuchte von 95%. Fiir eine optimale Durchmischung des Mediums
mit Nahrstoffen, CO, und zur Formung der EBs, bewegen sich zwei Magnetriihrarme mit
einer Geschwindigkeit von 20 Umdrehungen pro Minute und je einem Richtungswechsel
nach vier Umdrehungen. Zusatzlich zum Rotieren der Magnetriihrarme verhindert eine
Silikonschicht, mit der die Spinnerflaschen ausgekleidet werden, eine Adharenz der Zellen.
Taglich erfolgt ein Mediumwechsel mit 125 ml CCE-Medium. Die Deckel der Flaschen werden

leicht aufgedreht, um einen Gasaustausch mit der Umgebungsluft zu gewahrleisten.

Aufgrund der ausgepragten Affinitat der ES-Zellen zueinander, bilden diese in den
Spinnerflaschen  dreidimensionale,  kugelformige  Aggregate, die  sogenannten
Embryonalkérperchen (EBs). Die Kultivierung der ES-Zellen in Differenzierungsmedium und
das Fehlen des Zytokins LIF befdhigt die Stammzellen zur Differenzierung in die Zelltypen der
drei Keimblatter, wie beispielsweise Endothel-, Blut-, Skelettmuskel- und Herzmuskelzellen.
Zur Versuchsdurchfiihrung werden die EBs an Tag 4 aus den Spinnerflaschen entnommen
und entweder direkt zur Untersuchung verschiedener Fragestellungen genutzt oder
abhangig von der Fragestellung in bakteriologischen oder Gewebekulturschalen unter

Behandlung mit verschiedenen Substanzen und taglichem Mediumwechsel inkubiert.

Abb. 3.1.4: Cellspin Spinnerflaschensystem (links ) und Lichtmikroskopische Aufnahme der EBs

an Tag 4 der Differenzierung (rechts).
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3.1.5 Einfrieren der ES-Zellen

Zum Einfrieren mussen die Stammzellen eine ausreichende Konfluenz aufweisen. In der
Folge werden sie, dhnlich des Passagier-Schrittes, mit 2 ml Trypsin/EDTA vereinzelt und die
Trypsinreaktion mit CCE-Medium gestoppt. Nach anschlieBender Zentrifugation (5 min,
209¢g) wird das Pellet in Einfriermedium resuspendiert, in vorgekiihlten Kryoréhrchen bei -

80°C eingefroren und nach 24 h zur langfristigen Lagerung in fllssigen Stickstoff tiberfihrt.

3.2 Behandlung mit CT-1, physiologischer Hypoxie und Reoxygenierung

Um den Einfluss von CT-1, physiologischer Hypoxie (1% O,) und Reoxygenierung auf die

Stimulation der Kardiomyogenese zu untersuchen, werden die EBs nach folgendem Schema

behandelt:
Substanz Konzentration Dauer der Auswertung
Behandlung
CT-1 1-50ng/ml Tag4 -7 kardiale Transkriptionsfaktoren
Wachstumsfaktoren
CT-1 1-50 ng/ml Tag4-10 kontrahierende Areale

kardiale Gene

Hypoxie 1% O, Tag4 Wachstumsfaktoren

Signalmolekiile

Hypoxie/ 1% O, Tag4 schlagende Areale und
Reoxygenierung bis Tag 10 kardiale Gene Tag 10
Chronische Hypoxie 1% O, Tag4-10 kardiale Gene
Reoxygenierung 1% O, Tag4 Wachstumsfaktoren

Tabelle3.2.1: Behandlungsschema mit CT-1, Hypoxie, H/R und Reoxygenierung.

3.2.1 Behandlung mit CT-1

EBs werden an Tag 4 der Differenzierung in bakteriologischen Schalen oder Zellkulturschalen
fur die in der Tabelle angegebenen Zeiten mit Konzentrationen von 1 - 50 ng/ml CT-1
behandelt und im Anschluss eine Proteinextraktion durchgefihrt. Wahrend zur

Untersuchung von Wachstumsfaktoren und kardialen Transkriptionsfaktoren die
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Behandlungsdauer 3 Tage betragt (Tag 4 - 7), werden die Zellen zur Untersuchung von

kontrahierenden Arealen und kardialen Genen von Tag 4 - 10 behandelt.

3.2.2 Behandlung mit Hypoxie und Reoxygenierung

Um die Auswirkung von Hypoxie auf die Kardiomyogenese zu bestimmen werden, zur
Bestimmung von Wachstumsfaktoren und Signalmolekdilen, EBs an Tag 4 der Differenzierung
fiir einen Zeitraum von 2 bis 24 h unter hypoxischen Bedingungen inkubiert und die Proteine
im Anschluss extrahiert. Zur Untersuchung der kardialen Genexpression werden EBs zum
einen flr einen Zeitraum von 2 bis 24 in einer Atmosphdre von 1% O, inkubiert,
anschliefend in normoxe Bedingungen Uberfihrt und die Proteine an Tag 10 isoliert. Zum
anderen wird die Situation von chronischer Hypoxie simuliert, indem EBs von Tag 4 bis Tag

10 der Differenzierung unter hypoxischen Bedingungen inkubiert werden.

Die EBs werden an Tag 4 aus der Spinnerflasche entnommen und jeweils circa 50 EBs in
bakteriologische Schalen mit 5 ml CCE-Medium {Uberfihrt. Die Zellen werden in der
Hypoxiekammer, die sich innerhalb des Inkubators befindet, in 1%iger O, Atmosphare
inkubiert. Der Sauerstoffspiegel wird durch Begasung mit einem Gasgemisch bestehend
aus 94,7% N, und 5,3% CO, eingestellt. Durch einen kontinuierlich messenden
Sauerstoffsensor und den ProOxP110 Single Setpoint Controller, der automatisch die
Gaszufuhr bei Abweichungen von 1% O, regelt, wird eine konstante Hypoxie sichergestellt.
Nach unterschiedlichen Hypoxiezeiten werden die bakteriologischen Schalen mit den
enthaltenen EBs aus der Hypoxiekammer entnommen und die Proteine, wie unter 3.6.1

beschrieben, extrahiert.

Zu Reoxygenierungsversuchen werden die EBs fir jeweils 4 h in der hypoxischen
Atmosphdre inkubiert und anschlieRend fiir eine Zeitreihe von 5 min - 8 h zur
Reoxygenierung im Inkubator bei 37°C, 5% CO, und einer relativen Luftfeuchte von 95%

belassen. AnschlieBend erfolgt die Proteinextraktion wie unter 3.6.1 beschrieben.
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Abb.3.2.2 Hypoxiekammer (links) und Single Setpoint Controler (rechts).

3.3 Isolation embryonaler Kardiomyozyten

Stark kontrahierende EBs werden an Tag 8 - 12 der Differenzierung fiir 10 - 15 min auf dem
Schittler mit 3 ml Trypsin/EDTA inkubiert und anschlieRend mit einer Pipette vorsichtig
vereinzelt. Nach Uberfiihrung der vereinzelten Zellen in CCE-Medium wird die Zellsuspension
bei RT (5 min, 209g) abzentrifugiert. Das entstehende Pellet wird in CCE-Medium
resuspendiert und die Zellen auf vorbereitete Coverslips (beschichtet mit 0,1% Gelatine) in
Zellkulturschalen (Multiwell™ 24-well) ausplattiert. Nachdem die Zellen subkonfluent sind, in

der Regel 2 - 3 Tage nach der Isolation, kann mit der Behandlung begonnen werden.

3.4 Immunbhistochemie

Der Nachweis des kardialen Markers a-Aktinin, sowie des Zytokins CT-1 erfolgt nach dem
Prinzip der indirekten Antikorperfarbung. Bei diesem Prinzip bindet der 1. Ak spezifisch an
das Antigen, wahrend der zweite, mit einem Fluochrom konjugierte Ak, an den ersten
bindet. Durch Anregung des Fluorochroms mit Licht einer bestimmten Wellenlange, kommt
es zur Freisetzung von Emissionslicht. Dieses kann mit Hilfe des konfokalen Lasermikroskops
bildlich dargestellt werden. Vor der Fixierung mit eiskaltem, 100%-igem Methanol, bei -20°C,
fir mindestens 20 min, werden die Zellen zum Entfernen des Mediums 1-2 mal mit 1xPBS
gewaschen. Nach der Fixierung mit Methanol werden sie erneut 3 mal mit 0,01% PBST
gewaschen und fir 10 min mit 1% PBST permeabilisiert. Nach einem erneuten dreimaligen
Waschschritt mit 0,01% PBST, werden die Zellen zum Blocken von unspezifischen Bindungen
fir 60 min mit 10% FKS bei RT inkubiert. Im Anschluss erfolgt die Inkubation mit dem
primaren Ak geldst in 10% FKS bei 4°C, Gber Nacht. Anschliefend werden die Proben 3-4 mal
mit 0,01% PBST gewaschen und fiir 60 min bei RT mit dem zweiten Ak, geldst in 10% FKS,
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inkubiert. Nach erneutem Waschen mit 0,01% PBST kann eine Kernfarbung mit DRAQ
(Konzentration 1:1000, geldst in 1xPBS) fur 8 min im Dunkeln bei RT durchgefiihrt werden.
Bei einer Doppelfiarbung erfolgt die Farbung mit dem zweiten Primarantikérper und
entsprechendem Sekundarantikérper nach dem gleichen Protokoll. Nach der erfolgreichen
Farbung werden die Deckglaschen zur Aufbewahrung mit Fluomount G eingedeckelt. Die
Analyse der gefarbten Proben erfolgt mit dem konfokalen Lasermikroskop. Das

Farbeprotokoll ist in Tabelle 3.4 noch einmal Gbersichtlich dargestellt.

Schritt Dauer Substanz Temperatur
1. Waschen 1 min 1xPBS RT

2. Fixieren 220 min eiskaltes 100%-iges Methanol -20°C

3. Permeabilisieren 10 min 1% PBST RT

4. Blocken 60 min 10% FKS RT

5. Primérer Ak Uber Nacht gelost in 10% FKS 4°C

6. Sekundarer Ak 60 min gelost in10% FKS RT

Tabelle 3.4 Farbeprotokoll: Mit Ausnahme von Schritt 1 und 4 erfolgt nach jedem Schritt ein
Waschschritt mit 0,01% PBST (3-— 4-mal, 5 min)

Abb.3.4: Indirekte Antikorperfirbung gegen a-Aktinin (grin), CT-1 (orange), sowie die
Kernfarbung DRAQ, (blau).
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3.5 Konfokale Lasermikroskopie

Die konfokale Lasermikroskopie ist eines der Schliisselwerkzeuge dieser Arbeit zur
Untersuchung der Differenzierungsfahigkeit von ES-Zellen, der zelluldaren Lokalisation von
CT-1, sowie der Generierung von intrazelluldren Signalmolekilen. Urspriinglich entwickelt
von Marvin Minsk und patentiert 1961 (Minsky, 1961) entwickelte sie sich, durch
Innovationen der Lichtquellen, zu einem viel genutzten Werkzeug in der Untersuchung von
einzelnen Zellen (Davidovits und Egger, 1973). Bei dieser Art der Mikroskopie handelt es sich
um eine spezielle Art der Fluoreszenzmikroskopie, bei der charakteristische optische
Uberginge von speziellen Fluoreszenzmolekiilen angeregt werden. Dies erfolgt in der Regel
mit monochromatischem Licht von spezifisch abgestimmten Lasern mit entsprechender
Wellenldnge. Dabei treibt das elektrische Feld des Lasers die Elektronen in einen fir das
Molekil spezifischen angeregten Zustand. Die Anregung erfolgt dabei mit Lasern, deren
Wellenldnge kiirzer und somit energiereicher ist als der zu untersuchende Ubergang. Durch
spontane Emission von Licht, dessen Wellenlange der Energiedifferenz zwischen angeregtem
Niveau und dem energetischen Grundzustand des Molekils entspricht, werden die
Elektronen abgeregt und kehren wieder in den Grundzustand zuriick. Diese Energiedifferenz
ist in der Regel kleiner als die Anregungsenergie. Das von der Probe emittierte Licht ist somit
in der Regel rot-verschoben und lasst sich durch entsprechende Optiken von der
Anregungswellenlange des Lasers, trennen. Die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe sind in
Tab.3.5 aufgelistet. Sie unterscheiden sich in ihren Absorptions- und Emissionsmaxima. Bei
konstanter Wellenlange und Starke des Lasers ist die Anzahl der emittierten Photonen linear

zur Anzahl der gebundenen Fluoreszenzmolekiile.

In dieser Arbeit wurde das konfokale Lasermikroskop DM-IRE2, der Firma Leica
Microsystems, verwendet. Zur spezifischen Anregung verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe
ist es mit 3 verschiedenen Lasern ausgestattet. Zur Verfligung stehen ein Ar/ArKr (488 nm),
und zwei HeNe Laser, die verschiedene Uberginge im Ne nutzen (543 nm, 594 nm und 632

nm).

Durch eine automatische Rastereinrichtung, welche den stark fokussierten Strahlengang des
Absorptions- und Emissionslichtes in der Fokusebene ausrichtet (Ablenkung in der x/y-

Achse), kann das konfokale Lasermikroskop eine sehr hohe raumliche Auflosung erzielen.
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Das von der Probe emittierte Licht wird durch Filter und dichroische Spiegel derart
aufgetrennt, dass das kurzwellige Anregungslicht auf die Probe trifft, wahrend das
langwellige Fluoreszenzlicht storungsfrei von einem Photomultiplier oder einer Kamera
detekiert werden kann. Ein weiterer Vorteil der konfokalen Lasermikroskopie basiert auf
dem Vermogen, die Lichtemission einer Probe auf einer einzigen Ebene zu detektieren,
indem das von der Probe emittierte Licht aus einer Fokalebene gebiindelt wird und
samtliches Licht, das nicht aus dieser Ebene stammt, unterdriickt wird. Die entstehenden
Aufnahmen besitzen somit eine bessere Auflésung und einen hoéheren Kontrast zu
vergleichbaren Aufnahmen mit einem klassischen Fluoreszenzmikroskop. Dies ermoglicht die
Fluoreszenzintensitaten verschiedener optischer Fokusebenen, die ,optische Schnitte”
genannt werden, durch Heben und Senken des Mikroskopiertisches aufzuzeichnen und so

klare Tiefenschnitte von dreidimensionalen Proben zu erlangen (Claxton, 2006).

Das konfokale Lasermikroskop ermoglicht somit sehr hochaufgel6ste, raumliche

Fluoreszenzmessungen mit hohem Kontrast, die mit der Computersoftware Leica LCS

aufgezeichnet werden.

Fluoreszenzfarbstoff Absorption (nm) Emission (nm)
Alexa 488 488 520
Cy3 514 566
552 570
Cy5 649 670
DAF-FM 488 515
Fluo-4 495 515

Tabelle:3.5: Absorptions und Emissionsmaxima der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe.
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3.5.1 Messung intrazelluldrer Kalziumtransienten

Zur Sichtbarmachung (Imaging) von intrazelluldren Kalziumtransienten wird der
zellpermeable Farbstoff Fluo4-AM verwendet. Zur Anregung des Farbstoffs wird ein
Argonlaser mit einer Wellenldange von 488 nm benutzt, wahrend die Emission bei 515 nm
Wellenlange aufgezeichnet wird. Zum ,Live-Imaging” von Kalziumtransienten in
embryonalen Stammzellen werden EBs an Tag 3 der Differenzierung zunachst 10 min mit
Trypsin/EDTA verdaut und die so gewonnenen Einzelzellen auf mit 0,1 % Gelatine
beschichteten Deckglaschen zu einem Monolayer ausplattiert. Die so vereinzelten Zellen
konnen am nachsten Tag mit dem Farbstoff Fluo-4-AM (5 uM) fir 30 min bei 37°C in
serumfreiem Medium gefarbt werden. AnschlieRend werden sie zum Entfernen des
Uberschiissigen Farbstoffes mit serumfreiem Medium gewaschen und das gefarbte
Deckglaschen in eine Mikroskopierkammer mit 1 ml serumfreiem Medium Uberfiihrt. Mit
Hilfe der Leica Software kénnen im , Live Data Mode” Kalziumtransienten unter der Zugabe
von CT-1 untersucht werden. Beim Live Imaging wird die Fluoreszenz in einem Takt von 2 s

Uber einen Zeitraum von 10 bis 15 min aufgezeichnet.

3.5.2 Messung reaktiver Sauerstoffspezies

Die Entstehung von ROS in EBs wird durch Bestimmung der 2,7-dichlorofluoreszein (DCF)-
Fluoreszenz-Intensitat quantifiziert. Das zellpermeable Diacetat des Farbstoffs DCFH-DA
gelangt in die Zelle und wird dort von intrazelluldren Esterasen gespalten. Das entstehende
DCFH ist nichtfluoreszierend und zellimpermeabel. Es wird durch intrazellulire ROS zur

fluoreszierenden Form DCF oxidiert.

Zur Messung intrazellularer ROS werden 4 Tage alte EBs nach Stimulation mit 4 h Hypoxie
(1% 0,;) oder nach Inkubation mit CT-1 fir unterschiedliche Zeiten wahrend der
anschlieBRenden Reoxygenierung, bzw. Inkubationszeit mit CT-1 mit dem ROS-Indikator
DCFH-DA (20 uM) fir 30 min im Dunkeln auf dem Schittler bei 37°C inkubiert und im
Anschluss in frisches serumfreies Medium UGberfiihrt. Nachfolgend wird durch Anregung der
Proben mit dem Argonlaser (488 nm Wellenldange) die maximale Fluoreszenzintensitat, in

einer Bandbreite von 500-535 nm, mit Hilfe des konfokalen Mikroskops aufgezeichnet.
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3.5.3 Stickstoffmonoxid Messung

Flir die Messung von intrazellulirem NO in EBs wird eine Stammlésung von 5 mM DAF-DA
hergestellt und die EBs mit einer Endkonzentration von 10 uM mit dem Farbstoff fiir 45 min
bei 37°C auf dem Schittler beladen. Zur Sicherstellung der kompletten Esterhydrolyse der
intrazelluldaren Diacetate erfolgt nach der Farbung ein Mediumwechsel mit frischem
serumfreiem Medium und die Zellen werden fir weitere 30 min bei 37°C auf dem Schuttler
inkubiert. Im Anschluss erfolgt, nach Anregung der Proben mit dem Argon Laser (495 nm),
die Detektion der maximalen Fluoreszenzintensitat mit dem konfokalen Mikroskop bei einer

Emissionswellenldange von 515 nm.

3.5.4 Auswertung der immunhistochemischen Farbungen und der

Lebendmessungen

Die Auswertung der Fluoreszenz-Intensitaten erfolgt bei den Lebendmessungen (Live cell
imaging) ROS, NO und Kalzium mit der Leica Software LCS Version 2.61. Zur Bestimmung der
GroRe der a-Aktinin positiven kardialen Areale und der zelluldren Lokalisation von CT-1 bei

Kerntranslokationsversuchen wird die Software Metamorph, Version 7.7.8.0, verwendet.

3.6 Western Blot

Western Blot bezeichnet die Ubertragung von Proteinen auf eine Transfermembran, auf
welcher sie durch eine anschlieRende indirekte Antikérperfarbung nachgewiesen werden
konnen. In der Regel wird ein enzymgekoppelter sekundarer Ak zur Sichtbarmachung
verwendet, wobei die Enzyme eine Chemilumineszenzreaktion katalysieren. Das in dieser

Arbeit verwendete Enzym ist die Meerrettichperoxidase (Horseradish Peroxidase (HRP)).

3.6.1 Proteinextraktion

Die zur Proteinextraktion verwendeten EBs werden zum Entfernen des Mediums zunachst
mit eiskaltem 1xPBS gewaschen und anschlieBend mit Lysispuffer und unter Verwendung
des Homogenisators lysiert. Die Menge des benutzen Lysispuffers, der kurz vor Gebrauch mit

Protease und Phosphatase-Inhibitoren versetzt wird, variiert dabei entsprechend der Menge
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der zur Proteinextraktion verwendeten EBs. In der Regel werden fiir circa 60 EBs 100 pl Lysis
Puffer verwendet. Nach der Homogenisierung der EBs wird das Zell-Lyse-Gemisch fir 10 bis
20 min auf Eis inkubiert und im Anschluss in einer vorgekiihlten Zentrifuge (10 min, 4°C,
24700g) abzentrifugiert. Nach Uberfiilhrung des Uberstandes in neue ReaktionsgefiRe
erfolgt die Lagerung bis zur weiteren Verwendung bei -80°C. Die Bestimmung der

Proteinkonzentration erfolgt mit der Lowry-Methode (Lowry et al., 1951).

3.6.2 Gelelektrophorese und Blotten

Zur Auftrennung der Proteine wird ein NUPAGE® 4-12% Bis-Tris Gradientenminigel
verwendet. Vor dem Auftragen der Proteine (50 pug/Probe), werden diese mit Probenpuffer,
einem Reduktionsmittel (Reducing Agent) und nach Bedarf Aqua bidest zu einem
Ladevolumen von 15 ul aufbereitet und bei 70°C fir 10 min denaturiert. Als Laufpuffer wird

MOPS oder MES, abhdngig von der Grol3e der Zielgene, verwendet.

Die Gelelektrophoresekammer trennt bei 200V, 95 mA, in 40-55 min die Proteine anhand
ihrer GrolRe auf. Der Transfer der Proteine des Gels auf eine Nitrozellulosemembran erfolgt
mit Hilfe des XCell SureLock® Mini-Cell Blot Module der Firma Invitrogen, bei 30 V und 160
mA flr 85 min. Dabei erfolgt die Schichtung wie in Abb.3.6.2 zu sehen. Im Anschluss kann
der Erfolg des Proteintransfers auf die Nitrozellulosemembran mit Hilfe einer unspezifischen,

reversiblen Proteinfarbung, der Ponceau-Farbung, Gberprift werden.

Abb.3.6.2: Schematische Darstellung der Schichtung zum Transfer der Proteine auf die

Nitrozellulosemembran im XCell SureLock® Mini-Cell Blot Module der Firma Invitrogen.
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3.6.3 Spezifischer Proteinnachweis

Im Anschluss an die Ponceau Farbung wird der Farbstoff durch Waschen mit 0,1% TBST
entfernt und die Membran fir 1 h bei RT in 5%iger Magermilchlosung auf dem Schiittler
inkubiert, um unspezifische Bindungen zu verhindern. Danach wird die Membran fiir 5 min
mit 0,1% TBST gewaschen und der primadre Ak bei 4°C Uber Nacht auf dem Schittler
inkubiert. Alle sekundaren HRP-gekoppelten Ak werden nach einem Waschschritt (3 mal 10
min mit 0,1%TBST ) fur 1 h bei RT auf der Membran belassen. Daraufhin erfolgt eine erneute
Waschung (3 mal 10 min mit 0,1% TBST). Abschliefend erfolgt eine Darstellung der
Immunfarbung mit Hilfe des Enhanced Chemoluminescence Systems (ECL). Hierflr wird die
Membran fir 1 min in ECL Losung inkubiert und in der Folge die Lumineszenz mit der
Software Chemi-Capt-50001 visualisiert. Um die zu untersuchenden Proteine und das
Gesamtprotein (GAPDH, Vinculin oder B-Aktin) gleichzeitig darstellen zu kdnnen, wird der
Westernblot anhand der GroRRe der zu detektierenden Proteine unterteilt, so dass zeitgleich

die Expression der zu untersuchenden Proteine und die Ladekontrolle (Gesamtprotein)

erfasst werden kénnen.

Schritte Substanz Temperatur
1. Blocken 5% Magermilchlosung 60 min RT
2. Primarer Ak Geldst in 5% BSA Uber Nacht 4°C
3. Waschen 0,1% TBST 3x 10 min RT
4. Sekundarer Ak Geldst in 5% BSA 60 min RT
5. Waschen 0,1% TBST 3x 10 min RT

Tabelle 3.6.3.1: Protokoll der Immunfiarbung (Western Blot)

Substanz Stamml6sungen  Arbeits-Konzentration = Reaktionsansatz
Tris-HCI 100 mM pH 8,5 100 mM pH 8,5 10 ml
Luminol 250 mM Stamm 600 uM 25 ul
Cumarsaure 90 mM Stamm 900 pM 50 pl
Wasserstoffperoxid 30% 880 uM 3ul

Tabelle 3.6.3.2: ECL-L6sung
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AnschlieBend erfolgt eine densitometrische Auswertung der Westernblot Banden mit Hilfe
der frei verflugbaren Java Software Image J (Version 1.4.3.67, Wayne Rasband, National
Institutes of Health, USA). Die mit der Software Chemi-Capt-50001 visualisierten
Westernblot Banden werden als TIFF Datei gespeichert. Im Anschluss wird die Datei mit dem
Programm ,Image J“ geodffnet und die Banden mittels eines Rechtecks markiert. Die
integrierte Farbdichteverteilung der Banden des Westernblots werden durch ein
Histogramm, wie beispielsweise in Abb.3.6.3, graphisch dargestellt. Dabei ist die Farbdichte
der Westernblot Bande proportional zur Flache des Histogramms (Schneider et al., 2012).
Die Minima der entsprechenden Abschnitte einer Bande im Histogramm werden manuell
verbunden und die daraus resultierende Linie als Grundlinie bezeichnet. Durch die
Verwendung dieser Linie kann der Hintergrund des Westernblots von den Banden
subtrahiert werden. Nach Subtraktion des jeweiligen Hintergrundes wird die Flache der
umschlossenen Areale bestimmt (Area under the Curve) und die erhaltenen Werte zur

weiteren Auswertung in Microsoft® Exel®2010 unter Microsoft® Windows®7 kopiert.

Abb.3.6.3: Histographische Darstellung der Farbdichteverteilung eines Westernblots mit 6
Banden durch das Bildverarbeitungsprogramm ,Image J“. Die Grundlinie wird manuell

eingezeichnet, indem die Minima der einzelnen Kurven verbunden werden.

Bei dem Vorhandensein von Doppelbanden wurden beide Banden zusammen in einem
Rechteck markiert und derart die Intensitdt beider Banden auf integriert. Die integrierte
Farbdichteverteilung, welche der Flache unter dem Histogramm entspricht, wird im

Folgenden als Intensitat bezeichnet.

Zur systematischen Auswertung wird die Intensitat des zu untersuchenden Proteins A, ..

und die des Gesamtproteins B, (Bsp. GAPDH, Vinculin oder B-Aktin) bestimmt. Mit Hilfe
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der Intensitaten der unbehandelten Kontrolle A .. des Proteins A und der Intensitat

der unbehandelten Kontrolle B des Gesamtproteins B kann die relativ normierte

Kontrolle

Proteinexpression unter Verwendung der Formel (Formel 3.6.3.1) bestimmt werden.

(Formel 3.6.3.1) Proteinexpression,,, = Proe EB Kontralle [ )0
Probe A(ontrolle

Der jeweilige Wert der Proteinexpression erlaubt den Vergleich der Proteinexpression

norm

zwischen behandelten und unbehandelten Proben.

3.6.4 ,Stripping”

Bereits mit einer Antikérperfarbung behandelte Membranen kdnnen zur erneuten
Verwendung mit Hilfe eines ,Stripping Puffers” von den zuvor gebundenen Antikérpern
befreit werden. Dazu werden die Membranen fiir 15 - 30 min bei RT auf dem Schiittler in
Restore™ Western Blot Stripping Puffer inkubiert. AnschlieRend werden die Blots dreimal
fir je 10 min mit 0,01% TBST gewaschen und sollten, vor erneuter Inkubation mit dem
ersten Ak, fur 60 min mit 5%-iger Milch geblockt werden. In der Folge kdnnen die

Membranen mit neuen primaren Ak inkubiert werden.

3.7 siRNA

Konfluente Stammzellen werden fiir 2 bis 4 min mit 2 ml Trypsin/EDTA inkubiert und
anschlieBend die Trypsinreaktion mit warmem 1x PBS gestoppt. Im folgenden
Zentrifugationsschritt (5 min, 400g, bei RT) werden die Zellen vom Medium befreit und das
entstehende Pellet in einem Resuspensions-Puffer geldst. Zellen und siRNA werden nach
Elektroporation (140 V, 10 ms) lber Nacht mit Opti-MEM-Kulturmedium inkubiert. Am
darauffolgenden Tag wird, wie unter 3.1.4 beschrieben, eine Spinnerflasche prapariert.
Dabei ist pro Versuchsdurchfithrung der Ansatz von 3 Spinnerflaschen notwendig. Die erste
Spinnerflasche beinhaltet Zellen, die mit dem CTF1 siRNA Oligo mit der Sequenz
(5 >3’GGAGGAAUACGUGCAGCAALtt) behandelt werden. Als Negativkontrolle dient eine

zweite Spinnerflasche, bei der die Zellen mit einem Mix aus unspezifisch bindenden mRNAs

61



inkubiert werden, die auch ,scrambled” Gruppe genannt wird. Die dritte Flasche enthalt

Zellen, denen kein Oligo hinzugefiigt wurde.

3.8 Statistik

Die Ergebnisse werden in Mittelwerten + Standardabweichung angegeben. Alle Versuche
werden mindestens dreimal durchgefiihrt, wobei n fir die Anzahl der unabhdngigen
Experimente steht. Die Signifikanz wird mit der Analyse der Varianz (one-way ANOVA)
Uberprift. Dabei wird p < 0,05 als signifikant *, p < 0,01 als sehr signifikant ** und p < 0,001

als hochsignifikant *** angesehen.
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4. Ergebnisse

4.1 Endogene Expression von Cardiotrophin-1 (CT-1) und seinem Rezeptor Glykoprotein

130 (gp130) wahrend der Differenzierung in EBs

Zur Korrelation der endogenen CT-1 und gp130 Expression mit der zeitlichen Differenzierung
von EBs wurde eine Tageszeitreihe durchgefiihrt, bei der alle 2 Tage Proteinproben
genommen wurden. Beginnend mit Tag 0, an dem konfluente ES-Zellkolonien von der
Gewebekulturschale abgelést werden und in eine Spinnerflasche Uberfihrt werden. Im
weiteren Verlauf wurden aus der Spinnerflasche jeden 2. Tag EBs entnommen, eine
Proteinextraktion, wie unter 3.6.1 beschrieben, durchgefiihrt und im Anschluss die
Proteinexpression mittels Westernbot untersucht. CT-1 und sein Rezeptor gp130 zeigen
einen adhnlichen Expressionsverlauf, mit einem Maximum an Tag 4 bis 6 und einer
anschlieBenden Herunterregulation bis Tag 10. Maximale CT-1 191+33% (n = 4) an Tag 4
(Abb.4.1 A) und gp130 Expression 466+50% (n = 3) an Tag 6 (Abb.4.1 B) der Differenzierung,
im Vergleich zu Tag 0 (normiert auf 100%). Dies entspricht dem Zeitrahmen in dem die

kardiale Differenzierung von EBs stattfindet (Hescheler et al., 1999).
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Abb.4.1: Endogene Proteinexpression von CT-1 (A) und gp130 (B) wahrend der Differenzierung in
EBs. Der obere Bildteil zeigt reprasentative Western Blots, der untere Bildteil Balkendiagramme der
CT-1 (n = 4) und gp130 Expression (n = 3). Es ist eine stetige Expressionssteigerung von CT-1 und
gp130 wahrend der Differenzierung von ES-Zellen zu erkennen. Die Proben wurden im Abstand von 2
Tagen genommen und die Proteinexpression mittels Western Blot untersucht, dabei diente der
Expressionsnachweis von GAPDH als interne Kontrolle. *p<0,01 statistisch signifikant wvs.

Proteinexpression an Tag O der Differenzierung (schwarzer Balken).

4.2 Hochregulation von Wachstumsfaktoren unter CT-1 Behandlung

Wachstumsfaktoren spielen wahrend der Entwicklung des Herzens eine grofRe Rolle. Zur
Untersuchung des Einflusses von CT-1 auf die Expression von PDGFbb, VEGF, FGF-2 und ANP
wurden EBs an Tag 4 der Differenzierung aus der Spinnerflasche entnommen und in der
Folge von Tag 4 bis 7 mit CT-1 in einer Konzentration von 1 bis 50 ng/ml behandelt. Im
Anschluss an die Behandlung erfolgte die Quantifizierung der Proteinexpression mittels
Western Blot. Unter Einfluss von CT-1 ist eine konzentrationsabhangige Steigerung der
Expression von PDGFbb, VEGF, FGF2 und ANP, zu sehen (Abb.4.2.1 A-D). Es ist deutlich, dass
die Expression der Wachstumsfaktoren bereits durch niedrige CT-1 Konzentrationen im

Bereich von 1 -5 ng/ml gesteigert wird.
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Abb.4.2.1: Konzentrationsabhangige Stimulation der Expression der Wachstumsfaktoren PDGFbb
(A), VEGF (B), FGF-2 (C) und des Peptidhormons ANP (D) unter Behandlung mit CT-1. Die obere
Bildhalfte zeigt reprasentative Western Blots, der untere Bildteil Balkendiagramme der
Proteinexpression von PDGFbb (n = 3), VEGF (n = 3), FGF-2 (n = 4) und ANP (n = 6) unter Behandlung
mit CT-1. EBs wurden an Tag 4 der Differenzierung fiir 3 Tage mit unterschiedlichen Konzentrationen
von CT-1 (1 - 50ng/ml) behandelt und die Proteinexpression mittels Western Blot untersucht. Der
Expressionsnachweis von GAPDH oder Vinculin diente als interne Kontrolle. MW+SD,*p<0,05 vs.

unbehandelte Kontrolle.

Es besteht eine signifikante Steigerung der Expression der Wachstumsfaktoren PDGFbb, FGF-
2 und ANP durch Behandlung mit CT-1 auf 147+29%,152+15% und 148+32%, im Vergleich

zur unbehandelten Kontrolle, normiert auf 100% (Abb.4.2.1, schwarzer Balken).

65



4.3 Hochregulation kardialer Transkriptionsfaktoren unter CT-1 Behandlung

Ferner kommt es unter Behandlung mit CT-1, wie unter 4.2 beschrieben, zu einer
vermehrten Expression kardialer Transkriptionsfaktoren. Die Proteinsynthese von MEF2c,
Nkx2.5, TEAD3 und GATA4 wird, im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, signifikant
stimuliert (n = 4). Des Weiteren ist auch hier ein konzentrationsabhangiger Effekt von CT-1
auf die Expression der Transkriptionsfaktoren zu erkennen (Abb.4.3.1 A-D). Maximale

Stimulation der Expression wird durch Behandlung mit 5 - 10 ng/ml CT-1 erreicht.
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Abb.4.3.1: Konzentrationsabhangige Stimulation der Expression kardialer Transkriptionsfaktoren
MEF2c (A), Nkx2.5 (B), TEAD3 (C) und GATA4 (D) unter Behandlung mit CT-1. Die obere Bildhélfte
zeigt reprasentative Western Blots, der untere Bildteil Balkendiagramme der Proteinexpression von

MEF2c (n =4), Nkx2.5 (n = 4), TEAD3 (n = 4) und GATA4 (n = 4) unter Behandlung mit CT-1.

EBs wurden an Tag 4 der Differenzierung fiir 3 Tage mit unterschiedlichen Konzentrationen von CT-1
(1-50 ng/ml) behandelt und die Proteinexpression mittels Western Blot untersucht. Der
Expressionsnachweis von Vinculin diente als interne Kontrolle. MWSD,*p<0,05 vs. unbehandelte

Kontrolle.

Der Vergleich der unterschiedlichen Expressionsstarke der Transkriptionsfaktoren
untereinander zeigt einen signifikanten Einfluss von CT-1 auf die Proteinsynthese von MEF2c
(161+30%), Nkx2.5 (198+77), TEAD3 (166+20) und GATA4 mit einem Maximum bei 252+60%,

im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abb.4.3.1)
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4.4 Hochregulation kardialer Gene unter CT-1 Behandlung

Um den Einfluss von CT-1 auf die Expression kardialer Gene zu untersuchen, wurden EBs an
Tag 4 der Differenzierung aus der Spinnerflasche entnommen, von Tag 4 bis 10 mit
Konzentrationen von 1 - 50 ng/ml CT-1 behandelt und im Anschluss die Proteinexpression
mittels Western Blot untersucht. Wie in den vorangehenden Versuchen ist eine
konzentrationsabhdngige Steigerung der kardialen Genexpression unter CT-1 Behandlung
ersichtlich. Die Expression der kardialen Gene a-Aktinin (n = 4), MLCla (n = 3), MLC2a (n = 3),
MLC2v (n = 3) wird bei Konzentrationen von 10 - 25 ng/ml CT-1 signifikant stimuliert
(Abb.4.4.1 A,C,D,E), wahrend die Expression von MYH7 (n = 6) bereits bei niedrigen
Konzentrationen von 1 ng/ml CT-1 signifikant zunimmt und eine maximale Proteinexpression
bei 5 ng/ml CT-1 zeigt (Abb.4.4.1 F). Indes nimmt die Expression von HCN4 (n = 3) (Abb.4.4.1
B) unter Behandlung mit 10-25 ng/ml CT-1 deutlich zu, wird jedoch nicht signifikant

gesteigert.
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Abb.4.4.1: Konzentrationsabhdngige Stimulation der Expression der kardialen Gene a-Aktinin (A),
HCN4 (B), MLC1a (C), MLC2a (D), MLC2v (E) und MYH7 (F) unter Behandlung mit CT-1. Die obere
Bildhalfte zeigt reprasentative Western Blots, der untere Bildteil Balkendiagramme der
Proteinexpression von a-Aktinin (n = 4), HCN4 (n = 3), MLC1a (n = 3), MLC2a (n = 3), MLC2v (n = 3)
und MYH7 (n = 6) unter Behandlung mit CT-1. EBs wurden von Tag 4 der Differenzierung firr 6 Tage

mit unterschiedlichen Konzentrationen von CT-1 (1 - 50 ng/ml) behandelt und die Proteinexpression
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mittels Western Blot untersucht. Der Expressionsnachweis von GAPDH oder Vinculin diente als

interne Kontrolle. MW+SD,*p<0,05 vs. unbehandelte Kontrolle.

Der Vergleich der kardialen Genexpression unter CT-1 Behandlung zeigt eine ausgepragte
Stimulation der MYH7 Expression (359+81%) im Vergleich zur Expression der kardialen Gene
a-Aktinin (1801£43%), HCN4 (151+69%), MLCla (161£23%), MLC2a (212+32%) und MLC2v
(207+112%).

4.5 Anzahl und Gr6Be kontrahierender kardialer Areale nach CT-1 Behandlung

Zur Untersuchung ob CT-1 die Ausbildung funktioneller Kardiomyozyten férdert, sollte im
Folgenden die Anzahl kontrahierender Areale unter CT-1 Behandlung bestimmt werden.
Dazu wurden EBs an Tag 4 der Differenzierung auf Deckgldaschen in Zellkulturschalen
ausplattiert und im Anschluss von Tag 4 bis 10 mit CT-1 in einer Konzentration von 1 bis
50ng/ml behandelt (n = 4). AbschlieRend erfolgte an Tag 10 die Auszahlung der
kontrahierenden Areale und eine immunhistochemische Farbung gegen das sarkomere
Protein a-Aktinin, um die GroRe der Areale zu bestimmen. Wie in Abb.4.5 zu sehen, lasst
sich eine konzentrationsabhéangige Stimulation der Kardiomyogenese, mit einem Maximum
zwischen 5 - 25 ng/ml CT-1, erkennen. Frihere Arbeiten unserer Gruppe haben gezeigt, dass
die Behandlung mit CT-1 (10 ng/ml) zu einer Erhéhung der Expression des
Proliferationsmarkers Ki-67 fiihrt, so dass die GroRenzunahme der a-Aktinin positiven Areale
auf eine Stimulation der Proliferation zurlick gehen konnte (Sauer et al., 2004). Maximale
Werte werden bei der Behandlung mit 5 ng/ml CT-1 erreicht. Dabei ist eine Zunahme der a-
Aktinin positiven Areale auf 215+8% und der kontrahierenden Areale auf 214+74% im

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zu beobachten.
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Abb.4.5: Anzahl und GroB3e kontrahierender Areale nach CT-1 Behandlung. Effekt unterschiedlicher
CT-1 Konzentrationen auf den prozentualen Anteil kontrahierender kardialer Areale und GrélRe der
a-Aktinin positiven Zellareale in EBs. Der obere Bildteil zeigt reprasentative immunhistochemische
Farbungen a-Aktinin positiver Areale, der untere Bildteil zeigt Balkendiagramme von n = 4
unabhangigen Experimenten. Blauer Balken: Anzahl kontrahierender Areale in % ; griner Balken:
GroRe der a-Aktinin positiven Zellareale in %, im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. EBs
wurden von Tag 4 - 10 mit Konzentrationen von 1 bis 50 ng/ml CT-1 inkubiert. MW%SD, n = 4,

*p<0,05 vs. unbehandelte Kontrolle.
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4.6 GroBenzunahme der EBs unter Behandlung mit CT-1

Zur Uberpriifung der Auswirkung von CT-1 auf den Phinotyp der EBs, wurden diese von Tag
4 bis 10 mit CT-1 in einer Konzentration von 1 bis 50 ng/ml behandelt (n = 3). Dies fiihrt, wie
in Abb.4.6 zu sehen, zu einer konzentrationsabhangigen GrolRenzunahme der EBs, die an Tag
10 bestimmt wurde. Dabei nimmt diese unter Behandlung mit 25 und 50 ng/ml CT-1 mit

154+5% und 178+12% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle signifikant zu.

Abb.4.6: Konzentrationsabhiangige Groflenzunahme von EBs unter CT-1 Behandlung. Der obere
Bildteil zeigt reprasentative lichtmikroskopische Aufnahmen von EBs unter Behandlung mit CT-1. Der
untere Bildteil zeigt Balkendiagramme von n = 3 unabhangigen Experimenten. EBs wurden von Tag 4
bis 10 mit CT-1 in Konzentrationen von 1-50 ng/ml behandelt. Die Kontrollgruppe blieb unbehandelt.
MW?4SD, n = 3, *p<0,001 vs. unbehandelte Kontrolle.
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4.7 Einfluss von CT-1 auf die Generierung intrazelluldrer Signalmolekiile

Kalzium, ROS und NO spielen als intrazellulare Signalmolekiile in Bezug auf Proliferations-
und Differenzierungsvorgange eine wichtige Rolle. Es ist bekannt, dass geringe ROS- und NO-
Spiegel die kardiale Differenzierung in ES-Zellen fordern, so dass im Folgenden der Einfluss
von CT-1 auf die Generierung von intrazellularem Kalzium, ROS und NO untersucht werden

soll.

4.7.1 Entstehung intrazelluldrer Kalzium Transienten unter CT-1 Behandlung

Sich differenzierende Kardiomyozyten zeigen intrazellulare Kalziumfluktuationen (Sauer et
al.,, 2001a). In der vorliegenden Studie sollte die Wirkung von CT-1 auf die intrazelluldre
Kalzium Freisetzung untersucht werden. Dazu werden Zellen an Tag 3 der Differenzierung zu
einem Monolayer ausplattiert und an Tag 4, wie unter 3.5.1 beschrieben, mit dem
zellpermeablen Farbstoff Fluo4-AM (5 uM) geférbt und die entstehenden Kalzium
Transienten unter Behandlung mit CT-1 mit Hilfe der Leica Software im Live Data Mode
aufgezeichnet. Abb. 4.7.1. (A-D) zeigt die reprasentativen Kalziumspuren einer Zelle.
Wiéhrend eines Versuches wurden jeweils 20 Zellen markiert und die Kalziumfreisetzung
Uber einen Zeitraum von 600 sec, mit einem Aufnahmetakt von 2 sec, aufgezeichnet. Wie in
Abb.4.7.1.A zu sehen, kommt es circa 200 s nach Zugabe von CT-1 (10 ng/ml) zu einer
starken Freisetzung von intrazellulairem Kalzium (n = 5). Dieser Effekt kann durch eine 1
stiindige Vorinkubation der Zellen mit dem intrazellularen Kalzium Chelator BAPTA (10 uM)
komplett inhibiert werden (Abb.4.7.1.B) (n = 3). Durch Verwendung des SERCA Inhibitors
Thapsigargin (0,04 uM) werden die intrazelluldren Kalzium Speicher entleert und die
Entstehung eines Kalziumtransienten unter CT-1 Behandlung bleibt aus (Abb.4.7.1.C) (n = 3).
Dies spricht fir den Wirkmechanismus einer intrazelluldaren Kalzium Freisetzung aus
intrazelluldren Speichern. Anschliefend werden, durch die Verwendung eines Kalzium-freien
Puffers, extrazellular Kalzium-freie Konditionen geschaffen. Unter diesen Bedingungen bleibt

die Entstehung des Kalzium Transienten unter CT-1 Behandlung aus (Abb. 4.7.1.D) (n = 3).
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Abb.4.7.1: Intrazellulare Kalzium Freisetzung nach CT-1 Behandlung. Die Graphen zeigen
reprasentative Kalziumspuren von jeweils einer ES-Zelle an Tag 4 der Differenzierung. A)Transientes
Kalziumsignal nach Zugabe von CT-1 (10 ng/ml) (n = 5). B) Ausbleiben des Kalziumsignals nach
Vorbehandlung der Zellen fir 1 h mit dem intrazelluldaren Kalzium Chelator BAPTA (10 uM) (n = 3).
C) Nach vorangegangener Entleerung der intrazelluldaren Kalzium Speicher durch Behandlung der
Zellen mit dem SERCA Hemmstoff Thapsigargin (0,04 uM) bleibt die Entstehung eines
Kalziumtransienten nach CT-1 Zugabe aus (n = 3). D) unter Kalzium-freien Bedingungen bleibt die
Entstehung eines Kalzium Transienten aus (n = 3). Die entstehenden Kalzium Transienten wurden mit

der Leica Software im Live Data Mode aufgezeichnet.
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4.7.2 Generierung von ROS nach CT-1 Behandlung

Geringe ROS-Spiegel fordern die kardiale und vaskulare Differenzierung in EBs (Sauer und
Wartenberg, 2005). Zur Untersuchung der CT-1 vermittelten intrazelluldaren Generierung von
ROS wurden EBs an Tag 4 der Differenzierung aus der Spinnerflasche entnommen und , wie
unter 3.5.2 beschrieben, gefarbt. Im Zeitverlauf von 5 bis 480 min wurde nach Behandlung
mit CT-1 (n = 6) die Entstehung der intrazelluldren ROS mit Hilfe des konfokalen Mikroskops
aufgezeichnet. Wie in Abb.4.7.2 zu sehen, kommt es 5 bis 15 min nach Zugabe von CT-1 (10
ng/ml) zu einem signifikanten Anstieg der intrazellularen ROS (308+28%) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (normiert auf 100%). Im weiteren Verlauf verbleiben die

intrazelluldaren ROS Spiegel auf einem erhéhten Niveau.

min

Abb.4.7.2: Generierung von intrazellularen ROS in EBs an Tag 4 der Differenzierung nach
Behandlung mit CT-1. Tag 4 EBs wurden mit CT-1 (10 ng/ml) behandelt und die DCF-Fluoreszenz uber
einen Zeitraum von 5-480 min aufgezeichnet. Der obere Bildteil zeigt reprasentative DCF-Farbungen,
der untere Bildteil ein Kurvendiagramm aus n = 6 unabhangigen Experimenten. MW % SD, *p<0,001

vs. unbehandelte Kontrolle.
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4.7.3 Einfluss von CT-1 auf die Aktivierung der endothelialen NO-Synthase und
Generierung von NO

Frihere Studien haben gezeigt, dass die exogene Exposition gegeniiber NO die kardiale

Differenzierung in ES-Zellen der Maus stimuliert (Kanno et al., 2004).

4.7.3.1 Generierung von NO unter CT-1 Behandlung

Zur Uberpriifung des Einflusses von CT-1 auf die intrazellulidre Generierung von NO wurden 4
Tage alte EBs aus der Spinnerflasche entnommen und wie unter 3.5.3 beschrieben mit dem
NO Indikator DAF-DA gefarbt. Im Zeitverlauf von 5 bis 480 min wurde unter Zugabe von CT-1
(10 ng/ml) (n = 5) die Entstehung von intrazellularem NO mit Hilfe des konfokalen
Mikroskops aufgezeichnet. Unter Behandlung mit CT-1 kommt es nach 60-120 min zu einem
maximalen Anstieg von intrazellularem NO auf 377+53%, im Vergleich zur unbehandelten

Kontrolle.

Abb.4.7.3.1: Generierung von intrazellulairem NO in EBs nach Behandlung mit CT-1. Im oberen
Bildteil werden représentative Uberlagerungsbilder einer Transmissionsaufnahme (grauschwarz) und
eines Fluoreszenzbildes, der DAF-Fluoreszenz, gezeigt. Der untere Bildteil zeigt ein Kurvendiagramm
aus n = 4 unabhéngigen Experimenten. EBs wurden an Tag 4 der Differenzierung mit CT-1 (10 ng/ml)
behandelt und die DAF-Fluoreszenz liber einen Zeitraum von 5-480 min aufgezeichnet. MW+SD, n =

4, *p<0,001 vs. unbehandelte Kontrolle.
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4.7.3.2 Phosphorylierung der eNOS nach CT-1 Behandlung

Man unterscheidet 3 Isoformen der NOS, die aus der Aminosaure L-Arginin NO generieren.
Die Hauptisoform im sich entwickelnden Herzen stellt die eNOS dar (Bloch et al.,1999). Zur
Versuchsdurchfiihrung wurden EBs an Tag 4 der Differenzierung aus der Spinnerflasche
entnommen und fir eine Zeit von 5 bis 360 min mit CT-1 (10ng/ml) inkubiert. Im Anschluss
wurden die Proteine extrahiert und die eNOS Phosphorylierung mittels Western Blot
untersucht. Ein signifikanter Anstieg der eNOS-Phosphorylierung erfolgt bereits 15 min
(213+37%) nach Behandlung mit CT-1 (Abb.4.7.3.2) (n = 4). Im weiteren Verlauf wird
deutlich, dass die Phosphorylierung der eNOS bis 240 min nach CT-1 Behandlung relativ

konstant bleibt.

Abb.4.7.3.2: Phosphorylierung der eNOS nach CT-1 Behandlung. Die obere Bildhilfte zeigt
reprasentative Western Blots der eNOS Phosphorylierung. Im unteren Bildteil ist der Verlauf der
eNOS-Phosphorylierung in einem Kurvendiagramm aus n = 4 unabhdngigen Experimenten
dargestellt. EBs Tag 4 wurden fur einen Zeitraum von 5-360 min mit CT-1 (10 ng/ml) behandelt und
die eNOS Phosphorylierung mittels Western Blot untersucht. Der Expressionsnachweis von GAPDH

diente als interne Kontrolle. MWSD, n =4, *p<0,01 vs. unbehandelte Kontrolle.
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4.8 Translokation von CT-1 in den Zellkern

In Vorarbeiten unserer Gruppe wurde gezeigt, dass es bei einer Stimulation mit chemischer
und physiologischer Hypoxie zu einer Translokation von internem, zellularem CT-1 in den
Zellkern kommt (Ateghang, 2006). Zur Untersuchung der zellularen Lokalisation von CT-1 vor
und nach Stimulation der isolierten Kardiomyozyten mit CT-1 und Hypoxie wurden die Zellen
fur unterschiedliche Zeiten mit CT-1 (10ng/ml) und Hypoxie (1%) behandelt. Hierzu wurden
Kardiomyozyten aus stark kontrahierenden EBs an Tag 8 der Differenzierung, wie unter 3.3
beschrieben isoliert und zu einem Monolayer ausplattiert. Nach 2 Tagen, demzufolge an Tag
10 der Differenzierung, wurden die subkonfluent gewachsenen Zellen fiir die folgenden
Versuche verwendet. Zur Identifizierung der Kardiomyozyten erfolgte im Anschluss eine
immunhistochemische Farbung gegen die Sarkomerstruktur a-Aktinin. Des Weiteren wurde
intrazelluldares CT-1 angefarbt und eine Kernfarbung mit dem Farbstoff DRAQ® durchgefiihrt.
Die Analyse der Daten erfolgte mit Hilfe der Analysesoftware Metamorph durch Berechnung

des Kern zu Zytoplasma Verhaltnisses von CT-1.

4.8.1 Translokation von CT-1 in den Zellkern nach Behandlung mit exogenem CT-1

CT-1 ist unter Kontrollbedingungen, wie in Abb. 4.8.1 deutlich zu sehen, vorwiegend im
Zytoplasma lokalisiert. Nach Behandlung mit exogenem CT-1 ist eine signifikante
Verlagerung von intrazelluldirem CT-1 in den Zellkern zu erkennen. Zur Untersuchung der
zelluldren Lokalisation von CT-1 wurden Kardiomyozyten, wie unter 3.3 beschrieben, isoliert
und anschlieRend Uber einen Zeitraum von 1 bis 6 h mit CT-1 (10 ng/ml) behandelt (n = 9).
Wie in Abb.4.8.1 zu sehen, steigt die nukledre CT-1 Konzentration kontinuierlich nach CT-1
Behandlung an. Dies ist sowohl in Kardiomyozyten als auch Nicht-Kardiomyozyten (NK) zu
beobachten. Maximale Werte werden nach 2-stiindiger CT-1 Behandlung in Kardiomyozyten

(243168%), und in Nicht-Kardiomyozyten (211+68%) erreicht.
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Abb.4.8.1: Translokation von CT-1 in den Zellkern nach Behandlung mit exogenem CT-1 (10 ng/ml)
in Kardiomyozyten (A) und Nicht-Kardioyozyten (B). Zeitverlauf der nukledren Translokation von CT-
1. Die Zellen verblieben unbehandelt (kont) oder wurden fir 1,2,4 und 6h mit CT-1 (10 ng/ml)
behandelt. Kardiale und Nichtkardiale Zellen wurden aus EBs an Tag 8 der Differenzierung durch
enzymatische Dissoziierung gewonnen und mit CT-1 (10 ng/ml) behandelt. Im Folgenden wurden die
Zellen fixiert und immunhistochemisch gegen CT-1 (orange/rot) geféarbt. Zur Identifizierung der
Kardiomyozyten erfolgte gleichzeitig eine Farbung gegen die Sarkomerstruktur a-Aktinin (grin).
Zellkerne wurden mit DRAQ5 (blau) angefarbt. Der obere Bildteil zeigt reprasentative
Fluoreszenzbilder von Kardiomyozyten (A) und Nicht-Kardiomyozyten (B). Die MaRstabsskala
entspricht 40um. Der untere Bildteil zeigt ein Balkendiagramm des Kern/Zytoplasma Verhaltnisses(%)
von CT-1 aus n =9 unabhangigen Experimenten. MW+SD, *p<0,01 vs. unbehandelte Kontrolle.
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4.8.2 Translokation von intrazellularem CT-1 in den Zellkern nach Behandlung mit
Hypoxie (1% 0,)

Ein vergleichbarer Effekt der nukledren Translokation von CT-1 wird durch Inkubation der
Kardiomyozyten unter Hypoxie (1% O,) erreicht. Entsprechend der vorherigen Ergebnisse
findet auch hier sowohl in Kardiomyozyten als auch Nicht-Kardiomyozyten ein sichtlicher
Transport von CT-1 vom Zytoplasma in den Zellkern statt (Abb.4.8.2). Die reprasentativen
Fluoreszenzbilder zeigen eine deutliche Zunahme der CT-1 Farbung im Zellkern mit Maxima
nach 2 bis 4 h Hypoxie (n = 6). Im Hinblick auf die Starke des Effektes lasst sich eine
Steigerung des CT-1 Nukleus zu Zytoplasma Verhéltnisses in Kardiomyozyten auf 203+48%
und in Nicht-Kardiomyozyten auf 184+47% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

feststellen.
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Abb. 4.8.2: Translokation von CT-1 in den Zellkern nach Inkubation in hypoxischer Atmosphere (1%
0,). Zeitverlauf der nukledren Translokation von CT-1. Kardiale und Nichtkardiale Zellen wurden aus
EBs an Tag 8 der Differenzierung durch enzymatische Dissoziierung gewonnen und blieben
unbehandelt (kont) oder wurden fiir 1,2,4 und 6 h unter hypoxischen Konditionen (1% O,) inkubiert.
Im Folgenden wurden die Zellen fixiert und immunhistochemisch gegen CT-1 (orange/rot) gefarbt.
Zur ldentifizierung der Kardiomyozyten erfolgte gleichzeitig eine Farbung gegen die Sarkomerstruktur
a-Aktinin (grin). Zellkerne wurden mit DRAQ5 (blau) angefarbt. Der obere Bildteil zeigt
reprasentative Fluoreszenzbilder von Kardiomyozyten (A) und Nicht-Kardiomyozyten (B). Die
MaRstabsskala entspricht 40 um. Der untere Bildteil zeigt ein Balkendiagramm des Kern/Zytoplasma
Verhaltnisses (%) von CT-1 aus n = 7 unabhédngigen Experimenten. MW1SD, *p<0,01 vs.

unbehandelte Kontrolle.
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4.9 Hemmung der Kerntranslokation von CT-1

Zur Uberpriifung der Hypothese, inwiefern die zuvor gemessenen Signalmolekiile Kalzium,
ROS und NO mit dem Vorgang der Kerntranslokation von CT-1 aus dem Zytoplasma in den
Zellkern in Zusammenhang stehen, wurden die Zellen 1 h vor Behandlung mit dem
intrazelluldren Kalzium Chelator BAPTA (5 uM), dem Radikalfanger NMPG (100 uM) und dem
NO-Synthase Inhibitor L-NAME (50 uM) vorinkubiert.

4.9.1 Inhibition der Translokation von CT-1 in den Zellkern nach Behandlung mit
exogenem CT-1 durch Vorbehandlung mit BAPTA, NMPG und L-NAME

Aufgrund des maximalen Effektes der Kerntranslokation nach 2 stiindiger CT-1 Behandlung
(Abb.4.8.1) erfolgt die Inkubation mit CT-1 im folgenden Versuch fiir jeweils 2 h. Erneut ist
eine Translokation von CT-1 in den Zellkern nach 2-stiindiger Behandlung mit CT-1 (10
ng/ml) deutlich (Abb.4.9.1). Indes kann dieser Effekt durch Vorbehandlung mit dem
intrazellularem Kalzium Chelatbildner BAPTA (5 uM), dem Radikalfanger NMPG (100 uM)
und dem NOS-Inhibitor L-NAME (50 uM) deutlich inhibiert werden (n = 4). Wie in Abb.4.9.1
zu sehen, wird intrazellulares CT-1 sowohl in Kardiomyozyten als auch in Nicht-
Kardiomyozyten in den mit den Hemmstoffen behandelten Zellen nicht mehr in den Kern

transloziert, sondern verbleibt im Zytoplasma.
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Abb.4.9.1: Inhibition der Translokation von CT-1 in den Zellkern nach CT-1 Behandlung durch
Vorinkubation mit BAPTA, NMPG und L-NAME. Die reprasentativen Fluoreszenzbilder im oberen
Bildteil zeigen eine Dreifachfarbung gegen a-Aktinin (grin), CT-1 (orange/rot) und die Kernfarbung
DRAQS5 (blau). Die MaRstabsskala entspricht 60 um (A) und 40 um(B). Nach Prainkubation der Zellen
fir 1 h mit dem intrazellularem Kalzium Chelatbildner BAPTA (5 uM), dem Radikalfanger NMPG (100
UM) und dem NOS-Inhibitor L-NAME (50 uM) verbleibt CT-1 sowohl in Kardiomyozyten (A), als auch
in Nicht-Kardiomyozyten (B) vorwiegend im Zytoplasma. Das Balkendiagramm in der unteren
Bildhélfte zeigt das Kern/Zytoplasma Verhiltnis (%) aus n = 4 unabhingigen Experimenten. Die Zellen
blieben unbehandelt (kont) oder wurden in An- und Abwesenheit von CT-1 (10 ng/ml) mit BAPTA,
NMPG und L-NAME behandelt. MWSD, n = 4, *p<0,01 vs. unbehandelte Kontrolle, #P<0,05 vs. CT-1
behandelte Probe.
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4.9.2 Inhibition der Translokation von CT-1 in den Zellkern nach Hypoxie (1% O,) durch
Vorbehandlung mit BAPTA, NMPG und L-NAME

Des Weiteren kann die unter Hypoxie (1% O,) stimulierte CT-1 Kerntranslokation durch
Vorbehandlung mit den Inhibitoren BAPTA (5 uM), NMPG (100 uM) und L-NAME (50 uM)
signifikant gehemmt werden (Abb.4.9.2) (n = 5). Dabei wird die Translokation sowohl in

Kardiomyozyten (A) als auch in Nicht-Kardiomyozyten (B) gehemmt.

Die aus EBs an Tag 8 der Differenzierung gewonnenen Einzelzellen wurden fir 1 h mit den
oben genannten Hemmstoffen vorinkubiert und nach 2 stlindiger Inkubation unter
hypoxischer Atmosphéare (1% O,) erfolgte die Fixierung und Immunhistochemische Farbung

gegen a-Aktinin (griin), CT-1 (orange/rot) und eine Kernfarbung mit DRAQ5 (blau).
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Abb.4.9.2: Aufhebung der Kerntranslokation von CT-1 unter hypoxischen Bedingungen (1% O,) in
Gegenwart der Inhibitoren BAPTA, NMPG und L-NAME. Die reprdsentativen Fluoreszenzbilder im
oberen Bildteil zeigen eine Dreifachfarbung gegen a-Aktinin (grtin), CT-1 (orange/rot) und die
Kernfarbung DRAQS (blau). Die Malistabsskala entspricht 40 um. Nach Prainkubation der Zellen fir
1h mit dem intrazellularem Kalzium Chelatbildner BAPTA (5 uM), dem Radikalfanger NMPG (100 uM)
und dem NOS-Inhibitor L-NAME (50 uM) verbleibt CT-1 sowohl in Kardiomyozyten (A), als auch in
Nicht-Kardiomyozyten (B) vorwiegend im Zytoplasma. Die untere Bildhilfte zeigt ein
Balkendiagramm des Kern/Zytoplasma Verhaltnisses (%) aus n = 5 unabhéngigen Experimenten. Die
Zellen blieben unbehandelt (kont) oder wurden in An- und Abwesenheit von Hypoxie (1% 0O,) mit
BAPTA, NMPG und L-NAME behandelt. MW+SD, n = 5, *p<0,01 vs. unbehandelte Kontrolle, #P<0,05

vs. hypoxische Probe.
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4.10 Einfluss der Hemmstoffe BAPTA, NMPG und L-NAME auf die Kardiomyogenese
4.10.1 Abnahme der GroB8e und Anzahl kontrahierender Areale

Zur Uberprifung der Fragestellung, ob die unter CT-1 Behandlung generierten
Signalmolekiile Kalzium, ROS und NO von Bedeutung fiir die Kardiomyogenese sind, wurden
EBs von Tag 4 bis 10 mit dem Kalzium Chelator BAPTA (10 uM), dem Radikalfanger NMPG
(100 uM) und dem NO-Synthase Inhibitor L-NAME (50 uM), sowie jeweils in Kombination mit
CT-1 (10 ng/ml) behandelt. Dabei erfolgte die Vorinkubation der Hemmstoffe 1 h vor
Behandlung mit CT-1. AnschlieBend wurde die Anzahl der kontrahierenden Areale gezahlt (n
= 8) und die GrolRe der Areale durch eine immunhistochemische Farbung gegen a-Aktinin (n
= 4) bestimmt. Die ausschlieBlich mit BAPTA, NMPG und L-NAME, sowie in Kombination mit
CT-1 behandelten Zellen zeigen im Vergleich zur CT-1 Gruppe eine verringerte Anzahl
kontrahierender Areale, sowie eine reduzierte GroBe der a-Aktinin positiven Areale. Unter
Behandlung mit CT-1 (10 ng/ml) kommt es, analog zu Versuch 4.5, zu einem Anstieg der
Anzahl kontrahierender Areale 188+57% und ArealgréRe 240+£27%, wahrend dieser Effekt in
den in Kombination mit CT-1 und Hemmstoffen behandelten Zellen ausbleibt. Die Anzahl der
kontrahierenden Areale wird mit Werten von: 68+43% (BAPTA+CT-1), 70£22% (NMPG+CT-1)
und 61+43% (L-NAME+CT-1), signifikant im Vergleich zur CT-1 behandelten Gruppe
gehemmt. Infolgedessen ist ebenso die Arealgrofle mit Werten von: 76252% (BAPTA+CT-1),
73+22% (NMPG+CT-1) und 62+24% (L-NAME+CT-1) gegenliber der mit CT-1 behandelten

Gruppe signifikant reduziert.

87



Abb.4.10.1: Hemmung der Kardiomyogenese durch Behandlung mit BAPTA, NMPG und L-NAME.
Die reprasentativen Fluoreszenzbilder im oberen Bildteil zeigen eine immunhistochemische Farbung
gegen a-Aktinin (griin). Die MaRstabsskala entspricht 150 um. Die untere Bildhélfte zeigt ein
Balkendiagramm der GroRe der kardialen Areale (n = 4) (griiner Balken), sowie der Anzahl der
kontrahierenden Areale (n = 8) (blauer Balken). EBs blieben unbehandelt (kont) oder wurden in An-
und Abwesenheit von CT-1 (10 ng/ml) von Tag 4 - 10 mit dem intrazellularem Kalzium Chelatbildner
BAPTA (10 uM), dem Radikalfanger NMPG (100 uM) und dem NOS-Inhibitor L-NAME (50 pM)

behandelt. MW4+SD, *p<0,05 vs. unbehandelte Kontrolle, #P<0,05 vs. mit CT-1 behandelte Probe.
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4.10.2 Abnahme der Expression kardialer Gene

Folglich ist von Interesse, inwieweit die Expression kardialer Gene durch die Behandlung mit
dem Kalzium Chelator BAPTA, dem Radikalfanger NMPG und dem NO-Synthase Inhibitor L-
NAME beeinflusst wird. Bei der Versuchsdurchfilhrung wurden EBs an Tag 4 der
Differenzierung aus der Spinnerflasche entnommen, fir 48h mit den Hemmstoffen inkubiert
und im Anschluss die Proteinexpression mittels Western Blot quantifiziert. Wie in
Abb.4.10.2 zu sehen, wird die Expression der kardialen Gene a-Aktinin, MLC2v und MLC2a
durch die Behandlung mit BAPTA, NMPG und L-NAME gehemmt (A (n=6),B(n=4),C(n=
4), D (n=4), F(n=3), H(n=3)). Ebenso wird die Expression von MYH7 durch BAPTA und L-
NAME herunterreguliert (E (n = 3), | (n =3)), wahrend NMPG keine Wirkung auf dieses Gen zu
haben scheint (G (n = 3)). Der kardiale Marker fiir Schrittmacherzellen, HCN4, zeigt durch
Behandlung mit dem Kalzium Chelator BAPTA und dem Inhibitor der NO-Synthase L-NAME

eine verminderte Expression (E (n =3), 1 (n = 3)).
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Abb.4.10.2: Western Blot Analyse der Expression kardialer Gene nach Behandlung mit dem
intrazellularen Kalzium Chelator BAPTA, dem Radikalfanger NMPG und dem NO-Synthase Inhibitor
L-NAME sowie CT-1. Der obere Bildteil zeigt reprasentative Westernblots, die untere Bildhalfte
Balkendiagramme der Proteinexpression der kardialen Marker. EBs blieben unbehandelt (kont) oder
wurden in An- und Abwesenheit von CT-1 (10 ng/ml) von Tag 4 bis 6 mit BAPTA (10 uM), NMPG
(100 uM) und L-NAME (50 uM) behandelt. A) a-Aktinin (n = 6) Proteinexpression nach Behandlung
mit BAPTA und CT-1, B) a-Aktinin (n = 4). Proteinexpression nach Behandlung mit NMPG und CT-1,
C) o-Aktinin (n = 4). Proteinexpression nach Behandlung mit L-NAME und CT-1,
D-E) MLC2a (n = 3), MLC2v (n = 3), HCN4 (n = 3) und MYH7 (n = 3). Proteinexpression nach
Behandlung mit BAPTA und CT-1, F-G): MLC2a (n = 3), MLC2v (n = 3), HCN4 (n = 3) und MYH7
(n = 3). Proteinexpression nach Behandlung mit NMPG und CT-1, H-l): MLC2a (n = 3), MLC2v (n =
3), HCN4 (n = 3) und MYH7 (n = 3). Proteinexpression nach Behandlung mit L-NAME und CT-1. Dabei
diente der Expressionsnachweis von GAPDH als interne Kontrolle. MWSD, *p<0,05 vs.
unbehandelte Kontrolle, #P<0,05 vs. mit CT-1 behandelte Probe.
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4.11 Auswirkung der endogenen CT-1-Gen Inaktivierung durch si-RNA

Um die Relevanz von CT-1 auf die Kardiomyogenese, die Expression von
Wachstumsfaktoren, kardialen Transkriptionsfaktoren und kardialen Genen zu untersuchen,
wird die Expression von CT-1 infolge Gen-Inaktivierung durch Verwendung einer spezifischen

CT-1 siRNA herunterreguliert.

4.11.1 Abnahme der CT-1 Expression nach CT-1 siRNA Behandlung

Zur Herstellung von CT-1 defizienten EBs wurden Stammzellen an Tag O der Differenzierung,
wie unter 3.7 beschrieben, nach Elektroporation fiir 12 h mit dem CTF1 siRNA Oligo mit der
Sequenz (5‘23'GGAGGAAUACGUGCAGCAALt) inkubiert. Im Anschluss wurde aus den Zellen
eine Spinnerflasche prapariert. Als Negativkontrolle dient hierbei die ,scrambled” Gruppe,
bei der die Zellen mit einem Mix aus unspezifisch bindenden mRNAs inkubiert werden,
wahrend die 3. Spinnerflasche Zellen enthélt, denen kein mRNA Oligo hinzugefiigt wurde.
Proteinproben wurden an Tag 4 der Differenzierung extrahiert und die Proteinexpression
mittels Western Blot quantifiziert. Abb.4.11.1 zeigt die erfolgreiche Herunterregulation der
CT-1 Expression in den CT-1 siRNA behandelten Zellen auf 39+8% im Vergleich zu den
Kontrollgruppen Kontrolle 100+19% und scrambled 116+23%. Die Proben wurden an Tag 4
der Differenzierung extrahiert und die Proteinexpression mittels Western Blot bestimmt

(n=3).
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Abb.4.11.1: Herunterregulation der CT-1 Expression durch Gen-Inaktivierung von CT-1 mittels
siRNA. Der obere Bildteil zeigt reprasentative Westernblots der CT-1 Expression in den Gruppen
Kontrolle, scrambled und si-RNA. Die Analyse der Proteinexpression erfolgte an Tag 4 der
Differenzierung mittels Western Blot. Dabei diente der Expressionsnachweis von GAPDH als interne

Kontrolle. MW+SD, n = 3, #P<0,05 vs. unbehandelte Kontrolle und scrambled.

93



4.11.2 Abnahme der kontrahierenden Areale nach siRNA Inaktivierung von CT-1

Zur Untersuchung des Einflusses von CT-1 auf die Kardiomyogenese wurden EBs der
Gruppen Kontrolle, Scrambled wund si-RNA an Tag 4 der Differenzierung auf
Gewebekulturschalen ausplattiert und die Anzahl der kontrahierenden Areale an Tag 10 der
Differenzierung fiir die einzelnen Gruppen bestimmt. Im Vergleich zu den Kontrollgruppen
zeigen die CT-1-siRNA behandelten EBs (n = 6) deutlich weniger schlagende Areale (14+7%)

im Vergleich zur Kontrolle (auf 100% normiert).

Abb.4.11.2: Abnahme der kontrahierenden Areale in CT-1 siRNA behandelten EBs. Die EBs wurden
an Tag 4 ausplattiert und die Anzahl der kontrahierenden Areale lichtmikroskopisch an Tag 10

bestimmt. MWSD, n = 6, #P<0,001 vs. unbehandelte Kontrolle.

4.11.3 Abnahme der Expression von Wachstumsfaktoren nach siRNA Inaktivierung von
CT-1

CT-1 reguliert die Expression der pro-kardiogenen Wachstumsfaktoren VEGF, PDGFbb, FGF-2

und des Peptidhormons ANP zur Stimulation der Kardiomyogenese. Die Relevanz der unter

4.2 gezeigten CT-1 vermittelten Stimulation der Expression von Wachstumsfaktoren soll in

den CT-1 siRNA behandelten Zellen tberprift werden. Bei Inaktivierung des CT-1 Genes wird

deren Expression auf 73+9% (PDGFbb), 63+16% (FGF-2), 86+7% (VEGF) und 45+20% (ANP)

reduziert im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (normiert auf 100%) (n = 4).
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Abb. 4.11.3: Herunterregulation der Expression der Wachstumsfaktoren PDGFbb, FGF-2, VEGF und
ANP nach siRNA Inaktivierung von CT-1. Der obere Bildteil zeigt reprasentative Westernblots, der
untere Bildteil Balkendiagramme der Proteinexpression von PDGFbb, FGF-2, VEGF und ANP in siRNA
behandelten EBs im Vergleich zur Kontrolle (normiert auf 100%) und der scrambled Gruppe aus n = 4
unabhangigen Experimenten. Die EBs wurden an Tag 4 der Differenzierung nach Behandlung mit
siRNA extrahiert und die Proteinexpression mittels Western Blot wuntersucht. Der
Expressionsnachweis von GAPDH diente als interne Kontrolle. MW+SD, n = 4, *p<0,05 vs.

unbehandelte Kontrolle.

4.11.4 Abnahme der Expression kardialer Transkriptionsfaktoren nach siRNA Inaktivierung
von CT-1

Weiter ist die Expression der Transkriptionsfaktoren Nkx2.5, MEF2c, GATA4 und TEAD3 in

den CT-1 defizienten EBs signifikant gegeniiber der Kontrolle reduziert. Die Expression von
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Nkx2.5, MEF2c, GATA4 und TEAD3 wird deutlich auf 55+3%,42+21%,34+1% und 37+15%

reduziert (n=3).

Abb.4.11.4: Herunterregulation der Expression kardialer Transkriptionsfaktoren nach siRNA
Inaktivierung von CT-1. Der obere Bildteil zeigt reprasentative Westernblots, der untere Bildteil
Balkendiagramme der Proteinexpression der kardialen Transkriptionsfaktoren Nkx2.5, MEF2c, GATA4
und TEAD3 in siRNA behandelten EBs im Vergleich zur Kontrolle (normiert auf 100%) und der
scrambled Gruppe aus n = 3 unabhangigen Experimenten. Die EBs wurden an Tag 4 der
Differenzierung nach Behandlung mit siRNA extrahiert und die Proteinexpression mittels Western
Blot untersucht. Dabei diente der Expressionsnachweis von GAPDH als interne Kontrolle. MW+SD , n

= 3, *p<0,05 vs. unbehandelte Kontrolle.

4.11.5 Abnahme der Expression kardialer Proteine nach siRNA Inaktivierung von CT-1

Die Expression der kardialen Proteine MLCla (55+7%), MLC2a (62+15%), MLC2v (56+19%)
und MYH7 (53+12%) ist in den CT-1 geninaktivierten EBs signifikant gegenliber der Kontrolle

(normiert auf 100%) reduziert (n = 3). Die Expression des Sarkomerproteins a-Aktinin

96



(89+25%) und des Schrittmacherproteins HCN4 (79+25%) wird leicht, aber nicht signifikant,

reduziert.

Abb.4.11.5: Herunterregulation kardialer Proteine nach siRNA Inaktivierung von CT-1. Der obere
Bildteil zeigt reprdsentative Westernblots, der untere Bildteil Balkendiagramme der
Proteinexpression der kardialen Gene MLC1la, a-Aktinin, HCN4, MLC2a, MLC2v und MYH7 in siRNA
behandelten EBs im Vergleich zur Kontrolle (normiert auf 100%) und der scrambled Gruppe aus n =3
unabhangigen Experimenten. Die EBs wurden an Tag 4 der Differenzierung nach Behandlung mit
siRNA extrahiert und die Proteinexpression mittels Western Blot untersucht. Dabei diente der
Expressionsnachweis von GAPDH als interne Kontrolle. MW+SD, n = 3, *p<0,05 vs. unbehandelte

Kontrolle.

4.12 Einfluss der spezifischen Hemmung des gp130 vermittelten Signalweges auf die
Kardiomyogenese

Es ist bekannt, dass die zelluldre Signaltransduktion von CT-1 {ber Aktivierung von
mindestens vier verschiedenen Signalwegen JAK/STAT, PI3K/AKT, ERK1/2 und p38 MAPK
stattfinden kann (Craig et al., 2001; Kuwahara et al., 2000; Sauer et al., 2004; Sheng et al.,
1997).Der Einfluss der einzelnen Signalwege auf die Kardiomyogenese soll im Folgenden

untersucht werden.
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4.12.1 Hemmung der JAK2 und PI3K

Durch Behandlung der Proben von Tag 4 bis 7 mit den Hemmstoffen der JAK2 (AG490) und
der PI3K (LY29) wird der CT-1 vermittelte, stimulierende Effekt auf die Kardiomyogenese
sichtlich gehemmt. Wie in Abb.4.12.1 zu sehen, wird die Proteinexpression von CT-1, sowohl
unter alleiniger Verwendung der Hemmstoffe AG490 (35111%) und LY294002 (22+24%),
sowie in Kombination mit CT-1, AG490+CT-1 (36%29%) und LY294002+CT-1 (28134%),
signifikant gegeniber den allein mit CT-1 behandelten EBs (167148%) gehemmt (A).
Infolgedessen wird, in Ubereinstimmung mit der CT-1 Herunterregulation, die Expression der
kardialen Transkriptionsfaktoren Nkx2.5 (B) und TEAD3 (C), als auch der kardialen Gene a-
Aktinin, MLC1a, MLC2v, MYH7 und HCN4 (D, E, F, G, H) sowie die Expression der von VEGFR2

(1) durch Behandlung mit den Inhibitoren signifikant gehemmt (n = 3).
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Abb.4.12.1: Inhibierung der Expression kardialer Transkriptionsfaktoren und kardialer Marker nach
Behandlung mit den Hemmstoffen der JAK2 und PI3K. Der obere Bildteil zeigt reprasentative
Westernblots, der untere Bildteil Balkendiagramme der Proteinexpression von CT-1 (A), Nkx2.5 (B),
TEAD3 (C), a-Aktinin (D), MLC1a (E), MLV2v (F), MYH7 (G), HCN4 (H) und VEGFR2 (l) aus n = 3
unabhangigen Experimenten. Die EBs wurden von Tag 4 bis 7 mit dem JAK2 Inhibitor AG490 (25 uM)
und dem Inhibitor der PI3K LY294002 (25uM) in An und Abwesenheit von CT-1 (10 ng/ml) behandelt
und die Proteinexpression mittels Western Blot untersucht. Dabei diente der Expressionsnachweis
von GAPDH als interne Kontrolle. MWSD, n = 3, *p<0,05 vs. unbehandelte Kontrolle, #P<0,05 vs. mit

CT-1 behandelte Probe (schwarzer Balken).

4.12.2 Hemmung der ERK1/2 und p38 MAPK

Durch Behandlung der Proben (iber 3 Tage mit den Hemmstoffen der ERK1/2 PD98059 (100
uUM) und der p38 MAPK SKF86002 (10 uM) wird der CT-1 vermittelte, stimulierende Effekt
auf die Kardiomyogenese deutlich aber nicht signifikant beeinflusst. Wie in Abb.4.12.2 zu
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sehen, ist die Expression von CT-1, Nkx2.5 und TEAD3 nach Inkubation mit den Hemmstoffen
leicht herunterreguliert (A, B, C), doch ist kein signifikanter Expressionsunterschied
feststellbar. Die HCN4 Expression wird durch Hemmung von ERK1/2 und der p38 MAPK nicht
beeinflusst (D).

Abb.4.12.2: Einfluss des ERK1/2 Inhibitors und Hemmstoff der p38 MAPK auf die Expression
kardialer Transkriptionsfaktoren und kardialer Marker. Der obere Bildteil zeigt reprdsentative
Westernblots, der untere Bildteil Balkendiagramme der Proteinexpression von CT-1 (A), Nkx2.5 (B),
TEAD3 (C), HCN4 (D) aus n = 3 unabhéngigen Experimenten. Die EBs wurden von Tag 4 bis 7 mit dem
ERK1/2 Inhibitor PD98059 (100 uM) und dem Inhibitor der p38 MAPK SKF86002 (10 uM) in An und
Abwesenheit von CT-1 (10 ng/ml) behandelt und die Proteinexpression mittels Western Blot
untersucht. Dabei diente der Expressionsnachweis von GAPDH als interne Kontrolle. MW+SD, n = 3,

*p<0,05 vs. unbehandelte Kontrolle.
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4.13 Expression von CT-1 unter Behandlung mit Hypoxie (1% O,)

Das Herz entwickelt sich physiologisch unter hypoxischen Bedingungen. Diese kdnnten
kardiale Differenzierungsvorgange steuern. Im Folgenden soll die Expression von CT-1 in EBs
bei Exposition mit 1% O, zur Nachahmung des Mikromilieus wahrend der friihen
embryonalen Entwicklung untersucht werden. Zur Versuchsdurchfihrung wurden 4 Tage
alte EBs fur einen Zeitraum von 2 bis 12 h in hypoxischer Atmosphare (1% O,) inkubiert.
Nach anschlieRender Proteinextraktion erfolgte die Bestimmung der CT-1 Proteinexpression
mittels Western Blot. Unter Hypoxie wird die Proteinexpression von CT-1 kontinuierlich
stimuliert, mit einem signifikanten Maximum nach 6 h (221+64%) im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle (normiert auf 100%, schwarzer Balken Abb.4.14).

Abb.4.13: Stimulation der CT-1 Proteinexpression nach physiologischer Hypoxie (1% 0O,). Der obere
Bildteil zeigt einen reprasentativen Westernblot, der untere Bildteil ein Balkendiagramm der
Proteinexpression von CT-1 aus n = 5 unabhdngigen Experimenten. 4 Tage alte EBs wurden fiir einen
Zeitraum von 2 bis 12 h in 1%iger O, Atmosphare inkubiert und die Proteinexpression mittels
Western Blot untersucht. Dabei diente der Expressionsnachweis von Vinculin als interne Kontrolle.

MW?zSD, n =5, *p<0,05 vs. unbehandelte Kontrolle.
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4.14 Expression von CT-1 nach Reoxygenierung

Es ist bekannt, dass CT-1 kardioprotektiv wirkt und kardiales Gewebe erfolgreich vor
Ischamie/Reoxygenierungsschaden schiitzen kann (Brar et al., 2001b; Jougasaki, 2010). Zur
Untersuchung des Einflusses der Reoxygenierung im EB Modell wurden EBs an Tag 4 der
Entwicklung nach 4 stliindiger Hypoxie fiir einen Zeitraum von O bis 8 h unter normoxen
Bedingungen reoxygeniert (n = 3). Wie in Abb.4.15 zu sehen kommt es nach 4-6 h
Reoxygenierung zu einer maximalen Proteinexpression von CT-1 (245243%), im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle (schwarzer Balken, normiert auf 100%).

Abb.4.14: Zunahme der CT-1 Expression nach Reoxygenierung. Der obere Bildteil zeigt einen
reprasentativen Westernblot der Proteinexpression von CT-1, der untere Bildteil ein Balkendiagramm
aus n = 5 unabhdngigen Experimenten. EBs wurden an Tag 4 der Differenzierung 4 h unter
hypoxischer Atmosphare (1% O,) inkubiert und Uber einen Zeitraum von 1 bis 8 h unter normoxen
Bedingungen reoxygeniert. Die Proteinexpression wurde mittels Western Blot bestimmt. Der
Expressionsnachweis von B-Aktin diente als interne Kontrolle. MW+SD, n = 3, *p<0,05 vs.

unbehandelte Kontrolle (schwarzer Balken, normiert auf 100%).
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4.15 Generierung von ROS und NO unter Reoxygenierung

4.15.1 Stimulation der ROS und NO Generierung unter Reoxygenierung

Unter Reoxygenierungsbedingungen kommt es zu einer starken Freisetzung der
intrazelluldren Signalmolekiile ROS und NO. Zur Versuchsdurchfiihrung wurden 4 Tage alte
EBs zundchst fir 4 h in hypoxischer Atmosphare (1%0,) inkubiert und anschliefend lber
einen Zeitraum von 0 bis 8 h die Entstehung von ROS und NO in der Reoxygenierungsphase,
unter Benutzung des konfokalen Mikroskops, aufgezeichnet. Wie in Abb. 4.16.1 deutlich zu
sehen, unterscheidet sich der zeitliche Verlauf der ROS und NO Generierung deutlich
voneinander (n = 3). Wahrend ROS direkt nach Beendigung der Hypoxie, in der friihen Phase
der Reoxygenierung ansteigen und ein Maximum nach 2 h (229+31%) erreichen, erfolgt die
maximale NO Freisetzung nach 6 h Reoxygenierung (445%142%) im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle (normiert auf 100%).
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Abb.4.15.1: Zeitabhdngige Stimulation der NO und ROS Generierung unter Reoxygenierung. Der
obere Bildteil zeigt reprasentative DCF- und DAF-Farbungen, der untere Bildteil ein Kurvendiagramm
aus n = 3 unabhangigen Experimenten. EBs wurden an Tag 4 der Differenzierung zunachst fir 4 h
unter hypoxischer Atmosphare (1% O,) inkubiert und anschlieRend liber einen Zeitraum von 1 - 8 h
unter normoxen Bedingungen reoxygeniert. MW1SD, n = 3, *p<0,05 vs. unbehandelte Kontrolle

(normiert auf 100%).
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4.15.2 Hemmung der ROS Generierung

Aufgrund der maximalen ROS Freisetzung nach 2 h Reoxygenierung (Abb.4.15.1), wurden
EBs an Tag 4 der Entwicklung, in An und Abwesenheit des Radikalfangers NMPG (100 uM),
fir 4 h in hypoxischer Atmosphdre (1%0,) inkubiert und anschlieBend fiir 2 h unter
normoxen Bedingungen reoxygeniert. Erneut ist eine Stimulation der ROS Synthese nach 2 h
Reoxygenierung (186+22%) zu beobachten; hingegen kann durch Vorinkubation der EBs mit
dem Radikalfainger NMPG die ROS-Generation signifikant  gegeniiber der
Reoxygenierungsgruppe gehemmt werden (162+38%) (Abb.4.15.2).

Abb.4.15.2: Hemmung der ROS-Synthese nach Reoxygenierung. Der obere Bildteil zeigt
reprasentative DCF-Farbungen, der untere Bildteil ein Balkendiagramm aus n = 4 unabhangigen
Experimenten. EBs wurden an Tag 4 der Differenzierung in An und Abwesenheit von NMPG zunachst
flir 4 h in hypoxischer Atmosphare (1% O,) inkubiert und anschlieBend fiir 2 h in normoxen
Bedingungen reoxygeniert. Die Vorinkubation mit NMPG (100 uM) erfolgte 1 h vor Versuchsbeginn.
MW41SD, n = 4, *p<0,001 vs. unbehandelte Kontrolle, #p<0,05 vs. Reoxygenierung.
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4.15.3 Hemmung der NO Generierung

Aufgrund der maximalen NO Freisetzung nach 6 h Reoxygenierung (Abb.4.15.1), wurden EBs
an Tag 4 der Differenzierung in An und Abwesenheit von L-NAME (50 uM), fir 4 h in
hypoxischer Atmosphédre (1% O;) inkubiert und anschlieBend fir 6 h unter normoxen
Bedingungen reoxygeniert. Dies resultierte in einer Steigerung der NO Generierung auf
(305+51%). Dieser Effekt konnte nach Vorinkubation der EBs mit L-NAME, 1 h vor
Versuchsbeginn, signifikant gegenliber der Reoxygenierungsgruppe verhindert werden

(8427%).

Abb.4.15.3: Hemmung der NO Synthese nach Reoxygenierung. Der obere Bildteil zeigt
reprasentative DAF-Farbungen, der untere Bildteil ein Balkendiagramm aus n = 4 unabhangigen
Experimenten. EBs wurden an Tag 4 der Differenzierung in An und Abwesenheit von L-NAME
zundchst flr 4 h in hypoxischer Atmosphare (1% O,) inkubiert und anschlieBend fiir 6 h in normoxen
Bedingungen reoxygeniert. Die Vorinkubation mit L-NAME (50 uM) erfolgte 1 h vor Versuchsbeginn.
Bilder zeigen reprasentative DAF-Farbungen der jeweiligen Behandlungsgruppe. MWSD, n = 4,
*p<0,001 vs. unbehandelte Kontrolle, #p<0,001vs. Reoxygenierung.
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4.16 Phosphorylierung von Signalmolekiilen

Frihere Arbeiten unserer Gruppe haben gezeigt, dass CT-1 die Aktivitat der Signalmolekiile
JAK2, STAT3 und PI3K durch Phosphorylierung steuert (Sauer et al., 2004). Aktivierung des
RISK-Signalweges, zu dem Raf/Ras, ERK1/2, PI3K und AKT zdhlen, fuhrt zur Regulation
antiapoptotischer und kardioprotektiver Mechanismen (Hausenloy und Yellon, 2009). Zur
Uberpriifung, ob die genannte Signalkaskade bei der Stimulation der CT-1 Expression sowohl
unter physiologischer Hypoxie (1% O,), als auch unter Reoxygenierung eine Rolle spielt,
wurden Proteinproben innerhalb eines Zeitraums von 5 bis 480 min nach Hypoxie und

Reoxygenierung extrahiert.

4.16.1 Phosphorylierung von JAK, STAT, PI3K und Akt nach Hypoxie (1% O,)

Zur Versuchsdurchfiihrung wurden EBs an Tag 4 der Differenzierung liber einen Zeitraum
von 5 bis 480 min in hypoxischer Atmosphédre (1% 02) inkubiert. Nach anschlieRender
Proteinextraktion erfolgte die Untersuchung des Phosphorylierungsstatus der
Signalmolekiile mittels Western Blot. Dabei diente der Expressionsnachweis von GAPDH als
interne Kontrolle. Wie in Abbildung 4.17.1 zu sehen, kommt es nach Inkubation der Zellen in
hypoxischer Atmosphdre (1% O0;) zu einer zeitabhdngigen Phosphorylierung der
Signalmolekile JAK2 (n = 3) /STAT3 (n = 4) und PI3K (n = 4) /AKT (n = 3) Maximale Werte
werden nach 60 bis 120 min Hypoxie erreicht (p-JAK2 (184+4%), p-STAT3 (237+3%), p-PI3K
(223121%)). Die Phosphorylierung von p-AKT zeigt 2 Expressionsmaxima nach 30 min
(274+25%) und 360 min (204+52%), im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (normiert auf
100%).

107



Abb.4.16.1: Zeitabhdngige Phosphorylierung der Signalmolekiile JAK, STAT, PI3K und AKT nach
Behandlung mit Hypoxie (1% 0,). Der obere Bildteil zeigt reprasentative Western Blots der
Proteinphosphorylierung von JAK2 (n = 3), STAT3 (n = 4), PI3K (n = 4) und AKT (n = 3), der untere
Bildteil ein Kurvendiagramm der Mittelwerte mit Standardabweichungen. EBs wurden an Tag 4 der
Differenzierung liber einen Zeitraum von 5-480 min unter hypoxischer Atmosphare (1% O,) inkubiert
und die Proteinphosphorylierung mittels Western Blot untersucht. Der Expressionsnachweis von
GAPDH diente als interne Kontrolle. MW+SD, *p<0,01 vs. unbehandelte Kontrolle (normiert auf
100%).
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4.16.2 Phosphorylierung von JAK, STAT, PI3K und AKT nach Reoxygenierung

Zur Untersuchung des Einflusses der Reoxygenierung auf die Phosphorylierung der
Signalmolekiile JAK2, STAT-3, PI3K und AKT wurden EBs an Tag 4 der Entwicklung fir 4 h in
hypoxischer Atmosphare (1% 02) inkubiert und Uber einen Zeitraum von 0 bis 480 min in
normoxen Bedingungen reoxygeniert. Die Signalmolekile JAK2 (n = 3), STAT-3 (n = 5) und
PI3K (n = 5) zeigen einen dhnlichen Phosphorylierungsverlauf mit signifikanten Maxima nach
30 min STAT-3 (229+28%), PI3K (203+44%) und einer anschlieBenden Herunterregulation.
AKT (n = 3) wird zeitversetzt mit einem Maximum nach 360 min (229+86%) phosphoryliert
(Abb. 4.16.2).
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Abb.4.16.2: Zeitabhdngige Phosphorylierung der Signalmolekiile JAK, STAT, PI3K und AKT nach
Reoxygenierung. Der obere Bildteil zeigt reprdasentative Western Blots der Proteinphosphorylierung
von JAK2 (n = 3), STAT3 (n = 5), PI3K (n = 5) und AKT (n = 3), der untere Bildteil ein Kurvendiagramm
der Mittelwerte und Standardabweichungen. EBs wurden an Tag 4 der Differenzierung fiir 4 h unter
hypoxischer Atmosphare (1% O,) inkubiert und anschlieBend fiir einen Zeitraum von 5-480 min unter
normoxen Bedingungen reoxygeniert. Die Proteinexpression wurde mittels Western Blot untersucht.
Der Expressionsnachweis von GAPDH diente als interne Kontrolle. MW=zxSD, *p<0,05 vs.

unbehandelte Kontrolle (normiert auf 100%).
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4.17 Stimulation der Expression von Wachstumsfaktoren

Die Vermittlung der kardioprotektiven Wirkung Uber den RISK Signalweg kann lber die
Stimulation der Expression angiogener Wachstumsfaktoren wie VEGF und FGF sowie das
Zytokin CT-1 erfolgen (Hausenloy und Yellon, 2009). Aus den ersten Experimenten mit CT-1
wird ersichtlich, dass CT-1 einen grofRen Einfluss auf die Expression von Wachstumsfaktoren
hat. Dies wirft die Frage auf, ob die Expression der Wachstumsfaktoren unter Hypoxie und

Reoxygenierung CT-1 vermittelt sein konnte.

4.17.1 Stimulation der Expression von Wachstumsfaktoren nach Hypoxie (1% O,)

Zur Versuchsdurchfiihrung wurden EBs an Tag 4 der Differenzierung fiir einen Zeitraum von
2 bis 12 h in hypoxischer Atmosphdre (1% 02) inkubiert. Die Expression der
Wachstumsfaktoren VEGF, FGF-2 und PDGFbb wurde mittels Westernblot untersucht. Der
Expressionsnachweis von Vinculin diente als interne Kontrolle. Wie in Abb. 4.18.1 zu sehen,
kommt es nach Inkubation in hypoxischer Atmosphdre zu einer signifikanten
Expressionssteigerung der Wachstumsfaktoren VEGF, FGF-2 und PDGFbb. Maximale
Expressionswerte von VEGF (gelber Balken, n = 5) werden nach 2 h Hypoxie 202+59%
erreicht und verbleiben bis 8 h Hypoxie auf einem erhdhten Niveau, wahrend die Expression
von FGF-2 (blauer Balken, n = 4) kontinuierlich gesteigert wird und nach 4 h Hypoxie
404+40% maximale Werte erreicht. PDGFbb (schwarzer Balken, n = 4) wird nach 12 h

Hypoxie 210+57% vermehrt exprimiert.
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Abb.4.17.1: Vermehrte Expression der Wachstumsfaktoren VEGF, FGF-2 und PDGFbb nach
Behandlung mit Hypoxie (1% O,). Der obere Bildteil zeigt reprdsentative Western Blots, der untere
Bildteil ein Balkendiagramm der Proteinexpression von VEGF, FGF und PDGFbb aus n = 4
unabhangigen Experimenten. 4 Tage alte EBs wurden flr einen Zeitraum von 2 bis 12 h in
hypoxischer Atmosphare (1% O,) inkubiert und im Anschluss die Proteinexpression mittels Western
Blot untersucht. Dabei diente der Expressionsnachweis von GAPDH als interne Kontrolle. MWSD, n

=4, *p<0,05 vs. unbehandelte Kontrolle.

4.17.2 Stimulation der Expression von Wachstumsfaktoren nach Reoxygenierung

Zur Versuchsdurchfiihrung wurden EBs an Tag 4 der Differenzierung zunachst 4 h in
hypoxischer Atmosphare (1% O,) inkubiert und anschlieRend fir einen Zeitraum von 0 bis 8

h in normoxen Bedingungen reoxygeniert. Die Expression von Wachstumsfaktoren in der
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Reoxygenierungsphase wurde mittels Western Blot untersucht. Der Expressionsnachweis

von GAPDH diente als interne Kontrolle.

Abb.4.17.2: Vermehrte Expression der Wachstumsfaktoren VEGF, FGF-2 und PDGFbb nach
Reoxygenierung. Der obere Bildteil zeigt reprdsentative Western Blots, der untere Bildteil ein
Balkendiagramm der Proteinexpression von VEGF (n = 3), FGF (n = 3) und PDGFbb (n = 5). EBs
wurden an Tag 4 der Differenzierung zunachst fiir 4 h in hypoxischer Atmosphére (1% O,) inkubiert
und anschlieBend fiir einen Zeitraum von 0 bis 8 h unter normoxen Bedingungen reoxygeniert. Die
Proteinexpression wurde mittels Western Blot untersucht. Dabei diente der Expressionsnachweis von

GAPDH als interne Kontrolle. MW4+SD,*p<0,01 vs. unbehandelte Kontrolle.

Die Expression der Wachstumsfaktoren VEGF (n = 3), FGF-2 (n = 3) und PDGFbb (n = 5) wird

unter Reoxygenierung signifikant stimuliert. Maximale Proteinexpression werden fiir VEGF
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(239+60%) und FGF-2 (275+54%) nach 1 h Reoxygenierung erreicht, wahrend die Expression
von PDGFbb (383+124%) nach 2 h Reoxygenierung am Starksten ist.

4.18 Stimulation der Kardiomyogenese nach Hypoxie/Reoxygenierung

Die bisherigen Ergebnisse zeigen eine Zunahme der intrazelluldren Botenstoffe ROS und NO,
eine Phosphorylierung der Signalmolekile JAK/STAT und PI3K/AKT, sowie eine Zunahme der
Expression von Wachstumsfaktoren, sowohl unter hypoxen-, als auch unter
reoxygenierungs-Bedingungen. Indes bleibt die Frage offen, inwiefern Hypoxie und
Reoxygenierung die Kardiomyogenese beeinflussen. Ob die Kardiomyogenese aufgrund der
gesteigerten Expression von CT-1, Wachstumsfaktoren und Phosphorylierung von

Signalmolekilen stimuliert wird, soll im Folgenden Gberprift werden.

4.18.1 Zunahme der Anzahl kontrahierender Areale unter Hypoxie/ Reoxygenierung

EBs wurden an Tag 4 der Entwicklung fiir einen Zeitraum von 2 bis 24 h in hypoxischer
Atmosphare (1% O,) inkubiert und die Anzahl der kontrahierenden Areale an Tag 10 der
Differenzierung bestimmt. Die Inkubation der EBs erfolgte im Anschluss an die Hypoxie unter

normoxen Bedingungen.

Abb.4.18.1: Stimulation der Kardiomyogenese durch Behandlung mit Hypoxie (1% O,)/
Reoxygenierung. EBs wurden an Tag 4 der Differenzierung fiir 2 bis 24 h unter hypoxischen
Bedingungen (1% O,) inkubiert. Das Balkendiagramm zeigt die relative Anzahl kontrahierender
Areale an Tag 10 der Differenzierung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (schwarzer Balken,
normiert auf 100%) aus n = 6 unabhangigen Experimenten. MW4+SD, *p<0,01 vs. unbehandelte

Kontrolle.
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Wie in Abb.4.18.1 zu erkennen, kommt es zu einer signifikanten Zunahme der Anzahl
kontrahierender Areale nach 8 bis 24 stindiger Inkubation der EBs in hypoxischer
Atmosphare. Eine maximale Zunahme der kontrahierenden Areale ist nach 24 h (305+141%)

Hypoxie im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (n = 6).

4.18.2 Einfluss von Hypoxie/Reoxygenierung auf die Expression kardialer Gene

Zur Untersuchung der Wirkung von Hypoxie/ Reoxygenierung auf Proteinebene, wurden EBs
an Tag 4 fir einen Zeitraum von 2 bis 24 h hypoxischer Atmosphare (1% O,) inkubiert und
die Proteine an Tag 10 der Differenzierung extrahiert. Im Anschluss wurde die Expression der
kardialen Gene HCN4 und MLC2v mittels Western Blot untersucht. Der Nachweis von GAPDH
diente als interne Kontrolle. In Abb.4.18.2 (A, B) ist eine gesteigerte Expression der kardialen
Gene HCN4 (185%21%) (n = 4) und MLC2v (185+19%) (n = 3) nach 12 h Hypoxie zu

erkennen.

Abb.4.18.2: Stimulation der Expression kardialer Gene nach Hypoxie/ Reoxygenierung. Der obere
Bildteil zeigt reprasentative Western Blots, der untere Bildteil Balkendiagramme der
Proteinexpression von HCN4 (A) und MLC2v (B) aus n = 4 unabhédngigen Experimenten. EBs wurden
an Tag 4 fir einen Zeitraum von 2 bis 24 h unter hypoxischen Bedingungen (1% O,) inkubiert und an
Tag 10 die Proteinexpression mittels Western Blot untersucht. Dabei diente der Expressionsnachweis

von GAPDH als interne Kontrolle. MW4+SD, n = 4, *p<0,05 vs. unbehandelte Kontrolle.

4.18.3 Inhibierung der Kardiomyogenese nach Hypoxie

Durch Prainkubation der EBs 1 h vor Versuchsbeginn, mit dem Kalzium Chelator BAPTA (20
uM), dem Radikalfanger NMPG (100 uM) und dem NO-Synthase Inhibitor L-NAME (50 uM),

kann die gesteigerte CT-1 Expression herunterreguliert werden (Abb.4.18.3A). Die Expression
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von TEAD3 wird sowohl durch NMPG und L-NAME als auch durch BAPTA gehemmt
(Abb.4.18.3B). Des Weiteren ist eine signifikante Abnahme der kardialen Genexpression (a-
Aktinin und MLC2v) nach Behandlung der EBs mit NMPG und L-NAME zu beobachten
(Abb.4.18.3 C+D).

Abb.4.18.3: Inhibierung der Expression kardialer Transkriptionsfaktoren und kardialer Gene nach
Behandlung mit dem intrazellularen Kalzium Chelator BAPTA, dem Radikalfainger NMPG und dem
NO-Synthase Inhibitor L-NAME sowie Hypoxie. Der obere Bildteil zeigt reprasentative Western
Blots, der untere Bildteil Balkendiagramme der Proteinexpression von CT-1 (A), TEAD3 (B), a-Aktinin
(C) und MLV2v (D) aus n = 4 unabhangigen Experimenten. EBs blieben unbehandelt (kont) oder
wurden in Anwesenheit von Hypoxie (1% O,) mit BAPTA (20 M), NMPG (100 uM) und L-NAME (50
UM) behandelt. Dabei diente der Expressionsnachweis von GAPDH als interne Kontrolle. MW4SD,

*p<0,01 vs. unbehandelte Kontrolle, #P<0,05 vs. mit Hypoxie behandelte Probe.
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4.19 Einfluss von chronischer Hypoxie auf die Kardiomyogenese

Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass die kurzzeitige Exposition der Zellen
gegenlber hypoxischen Bedingungen zu einer vermehrten Expression kardialer Gene und
kontrahierender Areale fiihrt. Im Folgenden soll untersucht werden, ob auch chronische
Hypoxie (1% O,) zu einer Stimulation der Kardiomyogenese flihrt. Dazu wurden EBs in einer
Spinnerflasche von Tag 4 bis 10 in einer Atmosphare von 1% O, inkubiert und im Anschluss

die Proteinexpression mittels Western Blot untersucht.

4.19.1 Herunterregulation der Proteinexpression von CT-1 und der Wachstumsfaktoren
VEGF und PDGFbb nach chronischer Hypoxie

Bei Kultivierung der Zellen unter chronisch hypoxischen Bedingungen (1% O,) fir 6 Tage
kommt es zu einer signifikanten Abnahme der Proteinexpression von CT-1, VEGF und

PDGFbb (Abb.4.19.1).
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Abb.4.19.1: Herunterregulation der Proteinexpression von CT-1, VEGF und PDGFbb in EBs nach
Behandlung mit chronischer Hypoxie. Der obere Bildteil zeigt reprasentative Western Blots, der
untere Bildteil Balkendiagramme der Proteinexpression von CT-1, VEGF und PDGFbb aus n = 6
unabhangigen Experimenten. EBs blieben unbehandelt (kont) oder wurden von Tag 4 bis 10 in
hypoxischer Atmosphdre (1% O,) inkubiert. Die Proteinexpression wurde mittels Western Blot
untersucht. Der Expressionsnachweis von GAPDH diente als interne Kontrolle. MW%SD, n = 6,

#P<0,001 vs. unbehandelte Kontrolle.
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4.19.2 Einfluss chronischer Hypoxie auf die Expression von Stammzellmarkern

Der Einfluss chronischer Hypoxie auf die Expression der Stammzellmarker SOX-2, Oct3/4 und
Nanog ist unterschiedlich. Wahrend die Expression von SOX-2 und Nanog durch Inkubation
von Tag 4 bis 10 in hypoxischer Atmosphare gehemmt wird, ist die Expression von Oct3/4

unbeeinflusst.

Abb.4.19.2: Einfluss chronischer Hypoxie auf die Expression der Stammzellmarker SOX-2, Oct3/4
und Nanog. Der obere Bildteil zeigt reprasentative Western Blots, der untere Bildteil
Balkendiagramme der Proteinexpression von SOX-2, Oct3/4 und Nanog aus n = 3 unabhéingigen
Experimenten. EBs blieben unbehandelt (kont) oder wurden von Tag 4 bis 10 in hypoxischer
Atmosphare (1% O,) inkubiert. Die Proteinexpression wurde mittels Western Blot untersucht. Der
Expressionsnachweis von GAPDH diente als interne Kontrolle. MW+SD, n = 3, #P<0,001 vs.

unbehandelte Kontrolle.
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4.19.3 Einfluss chronischer Hypoxie auf die Expression kardialer Gene

Der Einfluss chronischer Hypoxie auf die Expression kardialer Gene ist ebenso von recht
unterschiedlicher Natur. Im Gegensatz zur gesteigerten Expression von MYH7 wird das
kardiale Protein MLCla und das kardiovaskuldre Protein VEGFR2 signifikant herunter
reguliert, wahrend die Expression der kardialen Marker MLC2a und a-Aktinin weitgehend

unbeeinflusst bleibt.

Abb.4.19.3: Einfluss chronischer Hypoxie auf die Expression kardialer Proteine. Der obere Bildteil
zeigt reprasentative Western Blots, der untere Bildteil Balkendiagramme der Proteinexpression von
MYH7, MLC2a, a-Aktinin, MLC1la und VEGFR2 aus n = 6 unabhdngigen Experimenten. EBs blieben
unbehandelt (kont) oder wurden von Tag 4 bis 10 in hypoxischer Atmosphéare (1%0,) inkubiert. Die
Proteinexpression wurde mittels Western Blot untersucht. Der Expressionsnachweis von GAPDH

diente als interne Kontrolle. MWSD , n = 6,*p<0,001, #P<0,01 vs. unbehandelte Kontrolle.
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5 Diskussion

Viele Studien belegen die kardioprotektive Wirkung von CT-1, sowohl bei Verabreichung vor
als auch nach einem schadigenden Einfluss, wie beispielsweise Hypoxie oder
Reoxygenierung. Indes besteht wenig Kenntnis Gber die Bedeutung der CT-1 vermittelten
Stimulation der Kardiomyogenese wahrend der Entwicklung des Embryos. Die Identifikation
von Zytokinen, Wachstumsfaktoren, kardialen Transkriptionsfaktoren und Signalmolekiilen,
welche die Fahigkeit besitzen, die kardiale Differenzierung von ES-Zellen zu initiieren, ist ein
bedeutendes Thema im Hinblick auf das Verstandnis der Kardiomyogenese und der
Weiterentwicklung der Stammzelltherapie zur Behandlung von kardiovaskuldren

Erkrankungen.

Obwohl die Rolle von CT-1 beziglich seiner kardioprotektiven und hypertrophierenden
Wirkung sowie der Differenzierung von Stammzellen bereits herausgestellt wurde, ist die
Bedeutung des intrazellularen CT-1 fiir die biologische Funktion der Zelle ungeklart. Die
Daten dieser Studie zeigen, dass CT-1 ebenso wie sein pleiotropher Rezeptor gp130 im Zuge
der Differenzierung ES-Zellen exprimiert werden. Des Weiteren fiihrt die exogene Zugabe
von CT-1 zu einer konzentrationsabhangigen Stimulation der Kardiomyogenese, einer
vermehrten Expression von Transkriptionsfaktoren, die dafir bekannt sind die
Kardiomyogenese zu steuern sowie kardialen Strukturgenen und HCN4, der ein Marker des
ersten Herzfeldes ist und in Schrittmacherzellen des Herzens vorkommt. Interessanterweise
zeigen frihere Publikationen, dass CT-1 ebenso wie LIF, ES-Zellen in einem undifferenzierten
Stadium haélt (Pennica et al., 1995b). Wohingegen, wie in den Ergebnissen dieser Studie
gezeigt, die Zugabe von CT-1 zu einem spateren Zeitpunkt der Entwicklung, d.h. an Tag 4 der
Differenzierung, zur Stimulation der Kardiomyogenese fihrt. Vergleichende Resultate
wurden fur LIF beobachtet, welches mES-Zellen in einem undifferenzierten Stadium halt,
jedoch in spdteren Entwicklungsstadien essentiell fir die Differenzierung ES-Zellen zu
Kardiomyozyten ist (Bader et al., 2000). Schon seit langerem ist bekannt, dass eine Vielzahl
von Wachstumsfaktoren an der Regulation der Kardiomyogenese beteiligt sind (Kawai et al.,
2004; Bekhite et al., 2011). Infolgedessen wurde untersucht, ob exogenes CT-1 die
Expression von kardialen Wachstumsfaktoren, wie VEGF, FGF-2, PDGF-bb und ANP,

stimuliert.
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5.1 Das EB-Modell zur Untersuchung der Kardiomyogenese

ES-Zellen werden aus der inneren Zellmasse der Blastozyste gewonnen und differenzieren in
Abwesenheit von MEFs spontan zu Embryo-dhnlichen Strukturen, die zahlreiche Aspekte
der Embryogenese rekapitulieren. Dies beinhaltet die Bildung von Entoderm, Ektoderm,
Mesoderm und voranschreitende Entwicklungsprozesse wie die Himatopoese, Angiogenese
und Kardiogenese. Die Vorteile des EB-Modells liegen zum einen in der Moglichkeit der
einfachen Herstellung einer hohen Stickzahl an EBs, welche die Fahigkeit zur kardialen
Differenzierung haben. Zum anderen kdonnen die Kulturbedingungen einfach verandert
werden, so dass EBs gut geeignet sind um bestimmte Einflisse auf die frihe
Embryonalentwicklung zu studieren (Doetschman et al., 1993). Kardiomyozyten, die aus ES-
Zellen generiert werden, exprimieren dhnliche herzspezifische Proteine, lonenkanale und
Signalmolekile wie adulte Kardiomyozyten (Sachinidis et al., 2003a). Die in dieser Arbeit
verwendete ES-Zelllinie CCE ist zur Untersuchung der kardialen Differenzierung sehr gut
geeignet. Mit Hilfe eines Lichtmikroskops ist es moglich, beginnend von Tag 6 bis 7 der
Entwicklung, kontrahierende Areale auszuzdhlen, wobei die maximale Anzahl der
kontrahierenden Areale zumeist an Tag 10 erreicht wird. Ferner kann mittels der
herzspezifischen a-Aktinin Immunfluoreszenzfarbung die kardiale Entwicklung der EBs, unter
Behandlung mit CT-1 allein und in Kombination mit Inhibitoren, visuell gut nachvollzogen
werden. Der in Abb.4.1 dargestellte zeitliche Expressionsverlauf von CT-1 und seinem
Rezeptor gpl130 in spontan differenzierenden EBs zeigt ein vergleichbares
Expressionsmuster, mit einer friihen Hochregulation der Expression zwischen Tag 2 und 6
der Differenzierung. Diese Ergebnisse sprechen fiir eine Beteiligung von CT-1 an der frihen
Embryogenese und an der Vermittlung der Kardiomyogenese, die in dieser Zeit der
Entwicklung stattfindet (Hescheler et al., 1999). Die Vermutung, dass die Expression von CT-
1 bereits in der friihen Phase der Entwicklung eine wesentliche Rolle spielt, wurde bereits
von Sheng postuliert mit der Annahme, dass CT-1 fiir das Uberleben und die Proliferation

unreifer Myozyten eine wichtige Rolle spielt (Sheng et al., 1996).
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5.2 Einfluss von CT-1 auf die Expression von Wachstumsfaktoren, kardialen

Transkriptionsfaktoren und kardialen Genen

Wachstumsfaktoren spielen bei der Entwicklung des Herzens eine groRBe Rolle. Es ist
bekannt, dass die Wachstumsfaktoren VEGF und FGF-2 zusammen mit BMP4 und Activin A
die Differenzierung kardialer Progenitorzellen in hES-Zellen induzieren (Yang et al., 2008),
FIk1 (VEGFR2) positive kardiale Progenitorzellen die Vorstufe der Zelllinien von
Kardiomyozyten, Endothelzellen und glatter Muskulatur bilden (Kattman et al., 2006) und
der Wachstumsfaktor FGF-2 in Kombination mit BMP-2 die Kardiomyogenese von ES-Zellen
stimuliert (Kawai et al., 2004). Ferner wurde gezeigt, dass PDGF-bb ein kardiogener
Wachstumsfaktor in mES-Zellen ist (Sachinidis et al., 2003a) und ANP die Differenzierung von
Kardiomyozyten, in einem zeitlichen und rdumlichen Rahmen regelt (Kuwahara und Nakao,

2010).

Tatsachlich fuhrt die Behandlung mit CT-1 zu einer verstarkten Proteinexpression von
PDGFbb, VEGF, FGF-2 und ANP. Dies weist auf eine Transaktivierung prokardialer Faktoren
nach CT-1 Behandlung hin. In der Folge fihrt die Inaktivierung des endogenen CT-1 zu einer
Hemmung der Kardiomyogenese, zur Herunterregulation kardialer Transkriptionsfaktoren,
kardialer Strukturproteine sowie kardialer Wachstumsfaktoren. Die Expression der
Wachstumsfaktoren FGF-2, PDGF-bb und ANP ist in den CT-1 siRNA geninaktivierten EBs
signifikant herunterreguliert, wahrend die Herunterregulation der VEGF Expression keine
Signifikanz aufweist. Diese Ergebnisse weisen auf eine primare Rolle von CT-1 in der
Regulation der Kardiomyogenese hin, die (iber eine Regulation der Expression kardialer
Wachstumsfaktoren erfolgen kdnnte. Interessanterweise haben schon niedrige CT-1
Konzentrationen von 1 bis 5 ng/ml einen, steigernden Effekt auf die Expression der oben
genannten  Wachstumsfaktoren.  Aufgrund der Ahnlichkeit der intrazelluliren
Signaltransduktionskaskaden von CT-1 und den Wachstumsfaktoren PDGFbb, VEGF und FGF-
2 konnten Wechselwirkungen zwischen den Kaskaden bestehen und eine Aktivierung von

gemeinsamen Signalmolekilen, wie der PI3K und MAPK, ware moglich.

Weiter ist eine konzentrationsabhangige Expressionssteigerung kardialer
Transkriptionsfaktoren und die Hochregulation kardialer Gene unter CT-1 Behandlung zu

beobachten. Diese auf Proteinebene gezeigte Stimulation der Kardiomyogenese wird ebenso
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auf funktioneller Ebene, anhand einer gesteigerten Anzahl kontrahierender Areale und
visuell durch die GroRenzunahme der a-Aktinin positiven Zellareale deutlich. Dabei scheint
eine Dosierung von 5 bis 25 ng/ml CT-1 maximale Effekte zu induzieren. Friihere Arbeiten
unserer Gruppe konnten zeigen, dass die Behandlung mit CT-1 (10 ng/ml) zu einer
gesteigerten Proliferation der Kardiomyozyten in ES-Zellen der Maus fuhrt (Sauer et al.,
2004). Diese Daten legen nahe, dass CT-1 lber die Stimulation von Wachstumsfaktoren,
kardialen Transkriptionsfaktoren und kardialen Genen die Proliferation und Differenzierung

funktioneller Kardiomyozyten fordert.

5.3 Intrazelluldre Kalzium-, NO- und ROS Signale nach CT-1 Behandlung

CT-1 vermittelt seine Effekte Uber LIFRB/gp130 gekoppelte Signalwege, durch die
Aktivierung von mindestens 4 verschiedenen Signalwegen: 1.) JAK2/STAT3; 2.) ERK1/2; 3.)
PI3K/AKT und 4.) p38MAPK (Craig et al., 2001; Kuwahara et al., 2000; Sauer et al., 2004;
Sheng et al., 1997). Dariber hinaus kommt es nach CT-1 Behandlung zur Generierung

intrazelluldrer Signalmolekiile wie Kalzium, ROS und NO.

Kalzium lonen spielen als Signalmolekile bei Proliferations- und Differenzierungsvorgangen
eine wichtige Rolle und intrazelluldre, ausbalancierte Kalziumspiegel sind fir eine normale
Herzaktion unabdingbar. Durch Vorbehandlung der Zellen mit dem intrazellularen Kalzium
Chelator BAPTA, sowie durch Entleerung der intrazelluldren Kalziumspeicher unter
Behandlung mit dem SERCA Inhibitor Thapsigargin, wird die Entstehung eines
Kalziumtransienten verhindert. Die Kalzium Freisetzung nach Behandlung mit CT-1 hangt
offensichtlich von der freien Verfiigbarkeit intrazelluldren Kalziums ab. Indes scheinen
extrazelluldre Kalzium Konzentrationen ebenso an der Entstehung eines Kalziumtransienten
beteiligt zu sein, da in einem Kalzium freien Puffer kein CT-1 induziertes Kalziumsignal

ausgelost wird.

Sowohl ROS als auch NO spielen wahrend der friihen Embryogenese eine entscheidende
Rolle. Untersuchungen der letzten Jahre zeigen einen Zusammenhang zwischen dem
Auftreten intrazelluldrer ROS, der Aktivierung der PI3K und der Stimulation der
Kardiomyogenese. Dies kann durch Behandlung mit Radikalfangern oder Inhibitoren der PI3K

verhindert werden (Sauer et al., 2001b). Friihere Arbeiten unserer Gruppe kénnen eine
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klare Beteiligung von ROS an CT-1 induzierten Signalkaskaden, welche die kardiale
Zellproliferation regeln, zeigen (Sauer et al., 2004). Dies wird durch Versuche dieser
Doktorarbeit bestatigt. Unter Behandlung von EBs mit CT-1 kommt es zu einer
zeitabhangigen Entstehung intrazelluldrer ROS mit einem Maximum nach 15 min. Dabei
verbleiben die intrazellularen ROS Spiegel auf einem erhdhten Niveau. Die Beteiligung von
ROS in Signalkaskaden von Wachstumsfaktoren und Zytokinen lasst einen generellen
Mechanismus vermuten, der sowohl an der fetalen Herzentwicklung, als auch bei der

Hypertrophie des adulten Herzens beteiligt ist (Sauer et al., 2004).

Des Weiteren fihrt die Behandlung von ES-Zellen mit exogenem NO zu einer deutlichen
Stimulation der Anzahl und GroRe schlagender Areale sowie einer vermehrten Expression
kardialer Gene (Kanno et al., 2004). Durch Behandlung mit CT-1 konnte eine Steigerung der
intrazellularen NO-Konzentration erreicht werden, mit maximalen Werten 60 bis 120 min

nach CT-1 Behandlung.

Vergleicht man die zeitliche Reihenfolge der Kalzium-, ROS- und NO-Freisetzung, so wird
deutlich, dass die Behandlung mit CT-1 zuerst die Entstehung eines intrazelluldren
Kalziumtransienten bewirkt, gefolgt von der Generierung intrazellularer ROS und NO, deren
Konzentration Uber die 8-stiindige Behandlungsdauer erhoht bleibt. Das zeitlich versetzte
Auftreten der Signalmolekiile Kalzium, ROS und NO nach CT-1 Behandlung lasst eine
mogliche Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Signalmolekiilen in der CT-1

vermittelten Signaltransduktionskaskade vermuten.

5.4 Translokation von CT-1 in den Zellkern

Es wird allgemein angenommen, dass hydrophile Hormone, Zytokine und
Wachstumsfaktoren auBerhalb der Zelle verbleiben, an Rezeptoren auf der Zelloberflache
binden und so nachgeschaltete Signaltransduktionskaskaden aktivieren. Die Translokation
von CT-1 in den Zellkern und die Bedeutung des nukledaren CT-1 wurde bisher noch nicht in
der Literatur beschrieben. Allerdings besteht aufgrund zahlreicher Studien die zunehmende
Evidenz, dass einige der Zytokine, Wachstumsfaktoren und Hormone nach externer Zugabe
in den Zellkern transloziert werden und in einer intrakrinen Art und Weise auf die

Gentranskription wirken (Olsnes et al., 2003). Immer mehr Hinweise deuten auf eine direkte
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Einwirkung der Zytokine im Zellkern hin. Hierbei konnten die Polypeptidliganden und ihre
Rezeptoren eine wichtige zusatzliche Signalfunktion besitzen. Die Translokation in den
Zellkern wurde bisher fir die Wachstumsfaktoren VEGF (Li und Keller, 2000) und FGF
(Imamura et al.,, 1992; Sano et al., 1990) gezeigt sowie fiir verschiedene Zytokine, die zur
Interleukin- 1 Familie gehoren, wie IL-1a (Grenfell et al., 1989; Hu et al., 2003), IL-33 und IL-
37 (Ross et al., 2013), sowie IL-5 (Jans et al., 1997) und Interferon y (MacDonald et al., 1986).
Dabei ist der Transport von Zytokinen, die keine NLS besitzen, noch unklar. Offensichtlich ist
dennoch, dass Proteine, die kleiner als 50 kDa sind, keinen aktiven Transport benétigen,
sondern passiv durch die Kernporen gelangen kénnen (Macara, 2001). Zur Uberpriifung der
Fragestellung, ob es unter Behandlung mit CT-1 zu einer Translokation aus dem Zytoplasma
in den Zellkern kommt, wurden zuvor isolierte Kardiomyozyten fiir einen Zeitraum von 1 bis
6 h mit CT-1 behandelt. Tatsachlich flihrt die experimentelle Inkubation mit exogenem CT-1
zu einer Translokation des zytoplamatischen CT-1 in den Zellkern, obwohl CT-1 keine NLS
enthdlt. In der immunhistochemischen Farbung ist eine klare Verschiebung des
zytoplasmatischen CT-1 in den Zellkern zu erkennen, mit maximalen Effekten 2 bis 4 h nach
CT-1 Behandlung (Abb. 4.7.1) Ein vergleichbarer Effekt der Kerntranslokation lasst sich durch
Inkubation der Zellen unter Hypoxie erreichen (Abb. 4.7.2). Nach Inkubation in hypoxischer
Atmosphdre konnte eine Expressionssteigerung von CT-1 gezeigt werden (Abb.4.13).
Auffallig ist, dass dieser Effekt sowohl in Kardiomyozyten als auch in Nicht-Kardiomyozyten
auftritt. Durch die nachweislich pradominierende Expression von CT-1 in myokardialen
Zellen wahrend der friihen Embryogenese (Sheng et al., 1996), konnte es sich bei den Nicht-

Kardiomyozyten vorrangig um myokardiale Fibroblasten handeln.

Zur Korrelation des Effektes der Kerntranslokation von CT-1 mit dem Auftreten der
intrazelluldaren Signalmolekiile Kalzium, ROS und NO nach CT-1 Behandlung, wurden die
Zellen vor der jeweiligen Behandlung mit den zugehdorigen Inhibitoren BAPTA, NMPG und L-
NAME prainkubiert. Nach Verwendung der Inhibitoren kommt es zu einer Verhinderung der
CT-1 Kerntranslokation in An und Abwesenheit von CT-1 und Hypoxie (Abb.4.9.1; Abb.4.9.2).
Dies zeigt die wesentliche Wirkung der Signalmolekiile auf die Kerntranslokation von CT-1,
wobei das Fehlen einer Signalmolekiilgruppe ausreicht, um den Vorgang der
Kerntranslokation zu unterbinden. Vor diesem Hintergrund scheint ein notwendiges

Zusammenspiel der einzelnen Signalmolekiile beim Vorgang der CT-1-Kerntranslokation zu
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bestehen. Die Ergebnisse zeigen, dass die endogene, zytoplasmatische Expression von CT-1
unter physiologischen Bedingungen stattfindet. Daher vermuten wir, dass die exogene
Zugabe von CT-1 zu einer Aktivierung intrazelluldrer Signalkaskaden fihrt um den Transport
und die Verteilung von CT-1 zu regulieren. Einige Studien unterstiitzen die Beobachtung,
dass eine Vielzahl von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und verschiedene Interleukine eine
Rolle in intrazelluldren und nukledren Signalkaskaden besitzen, die von ihrer klassischen

Wirkweise (iber Membran gebundene Rezeptoren abweicht (Jans und Hassan, 1998).

Die unter 4.9.1 und 4.9.2 gezeigten Ergebnisse lassen vermuten, dass die Translokation von
CT-1in den Zellkern eine erhebliche Rolle bei der CT-1 vermittelten Kardiomyogenese spielt.
Durch die Behandlung der EBs mit dem Kalzium Chelator BAPTA, dem Radikalfanger NMPG
und dem NO-Synthase Inhibitor L-NAME allein oder in Kombination mit CT-1, werden sowohl
die Anzahl der kontrahierenden Areale als auch ihre GroRe im Vergleich zur CT-1
behandelten Gruppe signifikant herunterreguliert (Abb.4.10.1). Diese auf funktioneller
Ebene untersuchten Ergebnisse lassen eine Beteiligung der oben genannten Signalmolekiile
an der CT-1 vermittelten Kardiomyogenese vermuten. Des Weiteren kommt es ebenso auf
Proteinebene nach Behandlung mit den oben genannten Hemmstoffen zu einer signifikanten
Inhibierung der Expression kardialer Gene, wie a-Aktinin, MLC2a, MLC2v, MYH7 und HCN4
(Abb.4.10.2). Dabei ist beachtenswert, dass die einzelnen Hemmstoffe nicht gleichermalien
auf alle kardialen Marker wirken, sondern die Expression von HCN4 beispielsweise nicht

durch NMPG und L-NAME beeinflusst wird.

5.5 Auswirkung der spezifischen Hemmung des gp130 gekoppelten Signalweges auf die

Kardiomyogenese

Nach Bindung von CT-1 durch den LIF Rezeptor assoziiert gp130 mit dem Ligand-Rezeptor-
Komplex und leitet das Signal ins Zellinnere weiter. Die zellulare Signaltransduktion von CT-1
kann Uber Aktivierung von mindestens 4 verschiedenen Signalwegen (JAK/STAT, PI3K/AKT,
ERK1/2 und p38) stattfinden (Craig et al., 2001; Kuwahara et al., 2000; Sauer et al., 2004;
Sheng et al.,, 1997). Durch Behandlung der Zellen mit den Inhibitoren der einzelnen
Signalwege kann ihr Einfluss auf die CT-1 vermittelte Kardiomyogenese abgeleitet werden.
Die Hemmstoffe der JAK2 und PI3K zeigen eine signifikante Hemmwirkung auf die Expression

der kardialen Transkriptionsfaktoren Nkx2.5, TEAD3 und der kardialen Gene a-Aktinin,
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MLC1a, MLC2v, MYH7, HCN4 sowie auf die Expression des kardiovaskularen Markers VEGFR2
(Abb.4.12.1). Demgegeniber zeigen die Inhibitoren von ERK1/2 (PD98059) und der p38
MAPK (SKF86002) eine leichte Herunterregulation, aber keine signifikante Hemmwirkung auf

die Expression der kardialen Gene.

5.6 Bedeutung von CT-1 fiir die Kardiomyogenese

Unter Behandlung mit CT-1 kommt es zu einer signifikanten Stimulation der
Kardiomyogenese. Die mit CT-1 behandelten Zellen zeigen im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle nicht nur auf Proteinebene eine Expressionssteigerung kardialer
Transkriptionsfaktoren und kardialer Gene, sondern ebenso auf funktioneller Ebene eine
Zunahme der Anzahl kontrahierender Areale, sowie eine Steigerung der ArealgroRRe. Diese
Ergebnisse zeigen die Funktion von CT-1 als Schllsselfaktor der Herzentwicklung. Der
Vergleich zur Literatur unterstiitzt die These, dass CT-1 eine zentrale Rolle bei der
Differenzierung kardialer Zellen einnimmt. Es wurde bereits gezeigt, dass homozygot
negative Maduse fiir gp130 eine embryonale Letalitdt entwickeln, die mit einer auffalligen
Hypoplasie der Ventrikel einhergeht (Yoshida et al., 1996). Dies weist auf eine bedeutende
Rolle des gp130 vermittelten Signalweges fiir das kardiale Wachstum hin. Dennoch ist offen,
welcher der Liganden des gp130 Signalweges bedeutend fiir die kardiale Entwicklung ist. Im
Gegensatz zu anderen Mitgliedern der IL-6 Familie wird CT-1 vorwiegend im friihen
embryonalen Herzen der Maus exprimiert; dort ist die Expression auf myokardiale Zellen
beschrankt (Sheng et al., 1996). Ferner ist bekannt, dass die Behandlung mit CT-1 zu einer
gesteigerten Expression kardialer Marker wie ANP und einer Aktivierung von ,immediate
early genes” fuhrt (Wollert und Chien, 1997). Das Erscheinungsbild der gp130-/- Mause,
gekoppelt mit der friihen Expression von CT-1 im sich entwickelnden Herzen deutet darauf
hin, dass es sich bei dem gesuchten Liganden um CT-1 handeln kénnte, der fir die kardiale
Differenzierung und das Wachstum des Herzens relevant ist. CT-1 -/- Mause entwickeln im
Gegensatz zu den gp130-/- Mausen keine offensichtlichen Herzmissbildungen, jedoch wurde
die kardiale Funktion und HerzgréRe nicht untersucht (Gritman et al., 2006). Daher liegt die
Vermutung nahe, dass in diesem Fall verwandte, Gber den Rezeptor gpl130 wirkende,

Zytokine den Verlust von CT-1 wahrend der kardialen Entwicklung ausgleichen. Aufgrund der
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5 fachen Erhéhung der IL6-mRNA Genexpression in CT-1-/- M&usen (Gritman et al., 2006)

spricht einiges dafiir, dass IL-6 diese kompensatorische Funktion Gbernimmt.

Die Bedeutung der CT-1 vermittelten Kardiomyogenese wird in CT-1-defizienten EBs
deutlich. siRNA Inhibition der CT-1 Expression fihrt zu einer signifikant verminderten
Kardiomyogenese. In den siRNA behandelten Zellen ist die Anzahl der kontrahierenden
Areale deutlich verringert (Abb.4.11.1) und die Expression kardialer Transkriptionsfaktoren
und kardialer Gene signifikant gehemmt. Interessanterweise ist die Expression der
Wachstumsfaktoren VEGF, FGF-2 und PDGFbb in den CT-1-defizienten EBs ebenfalls
erheblich reduziert. Die Bedeutung von CT-1 auf die Expression von Wachstumsfaktoren,
kardialen Transkriptionsfaktoren und kardialen Genen ist bemerkenswert und lasst die
Schlussfolgerung zu, dass CT-1 ein Schlisselfaktor der Kardiomyogenese ist.
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass unter Behandlung mit CT-1 die Freisetzung
intrazelluldrer Signalmolekile (Kalzium, ROS und NO) induziert wird, CT-1 abhadngig vom
Vorhandensein dieser Signalmolekile in den Zellkern transloziert und in der Folge die
Expression von Wachstumsfaktoren, kardialen Transkriptionsfaktoren und kardialen Genen

und letztendlich die Kardiomyogenese stimuliert wird (Abb.5.9).
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Abb.5.6: CT-1 stimuliert die Kardiomyogenese. Unter Behandlung mit CT-1 kommt es zur
intrazelluldren Freisetzung von Kalzium, ROS und NO und der Translokation von CT-1 in den Zellkern.
Dies ist abhangig von der Generierung der intrazellularen Signalmolekile und kann durch den
Kalzium Chelator BAPTA, den Radikalfainger NMPG und dem NOS-Inhibitor L-NAME verhindert
werden. CT-1 bewirkt eine Stimulation der Expression von Wachstumsfaktoren, kardialen
Transkriptionsfaktoren und kardialen Genen und fihrt zusammenfassend zur Induktion der

Kardiomyogenese.
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5.7 Expression von CT-1 nach Hypoxie/Reoxygenierung

Hypoxie ist eine (patho-)physiologische Situation vorkommend a.) wahrend des Wachstums
von ES-Zellen in EBs (Wartenberg et al., 2001) b.) im embryonalen Herzen, durch Steigerung
der Zellmasse aufgrund von Zellhyperplasie (Wikenheiser et al., 2006) und c.) bei
kardiovaskularen Erkrankungen, wie beispielsweise Aortenstenose (Talwar et al., 2001) oder
Myokardinfarkt (Talwar et al.,, 2002). Die Untersuchung der CT-1 Expression in seiner
physiologischen Umgebung soll nicht nur Aufschluss ber die Rolle von CT-1 bei der
kardialen Reparatur des Infarktherzens geben, sondern ebenso Einblicke in die kardiale

Zellhyperplasie im embryonalen Herzen gewahren.

Unter Behandlung der Zellen mit Hypoxie (1% O,) und Reoxygenierung kommt es zu einer
vermehrten Proteinexpression von CT-1. Zahlreiche Studien zeigen die kardioprotektive
Wirkung CT-1 unter verschiedenen Stressstimuli. Bemerkenswert ist, dass CT-1 dabei sowohl
bei Verabreichung vor der schadigenden Ischamie, als auch bei Gabe wahrend der
Reoxygenierungsphase kardioprotektiv wirkt (Brar et al., 2001b; Jougasaki, 2010). Der
protektive Effekt von CT-1 wird Uber die Aktivierung von ERK1/2, PI3K und AKT vermittelt
(Brar et al.,, 2001b). Die Inkubation der EBs in hypoxischer Atmosphdre und unter
Reoxygenierung bewirkt eine zeitabhangige Phosphorylierung und somit Aktivierung von
JAK2/STAT3 und PI3K/AKT. Diese zum RISK-Signalweg zugehorigen Signalmolekile regulieren
antiapoptotische Mechanismen (Hausenloy und Yellon, 2004). Unsere Ergebnisse zeigen,
dass es sowohl unter Hypoxie, als auch unter Reoxygenierungs-Bedingungen zu einer
Stimulation des RISK-Signalweges und zu einer vermehrten Expression von CT-1 kommt.
Ebenso werden die Wachstumsfaktoren VEGF, PDGFbb und FGF-2 nach Inkubation in
hypoxischer Atmosphare vermehrt exprimiert und wahrend der Phase der Reoxygenierung

ein zweites Mal hoch reguliert.

5.8 Einfluss von Hypoxie/Reoxygenierung auf die Kardiomyogenese

Es ist bekannt, dass Hypoxie Uber Hypoxie-regulierte Transkriptionsfaktoren die
Genexpression steuern kann (Simon und Keith, 2008) und dass die Expression von CT-1 nach
Behandlung mit chemischer Hypoxie (CoCl,) tiber ROS und HIF-1a reguliert wird (Ateghang

et al., 2006). Ferner sind CT-1 Gewebespiegel bei Patienten nach Myokardinfarkt erhéht, was
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auf eine Beteiligung von CT-1 an Reparaturvorgdangen des Herzens hinweist (Aoyama et al.,
2000). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine Aktivierung der Signalmolekile JAK2/STAT3
und PI3K/AKT sowie eine gesteigerte Expression von Wachstumsfaktoren. Dies zeigt sich
sowohl unter Hypoxie, als auch unter Reoxygenierungs-Bedingungen. Dariber hinaus kommt
es unter Hypoxie/Reoxygenierung zur Generierung intrazellularer Signalmolekile wie ROS
und NO. Diese auch fiir CT-1 beobachteten Effekte fihren bekanntlich zu einer Stimulation
der Kardiomyogenese (Kanno et al., 2004; Sauer et al.,, 2001b). Weitere Ergebnisse zeigen
nach Exposition der EBs unter Hypoxie/Reoxygenierung eine gesteigerte Anzahl
kontrahierender Areale, sowie eine vermehrte Expression kardialer Gene. Eine Trennung der
Effekte der Hypoxie und Reoxygenierung kann in diesem Fall aufgrund des Umstandes, dass
die kontrahierenden Areale erst ab Tag 7 der Differenzierung der EBs bestimmt werden
konnen, nicht erfolgen, so dass hier nicht ndher bestimmt werden kann, ob die beobachtete
Stimulation der Kardiomyogenese auf die Aktivierung von Signalmolekilen und

Wachstumsfaktoren unter Hypoxie oder unter Reoxygenierung zurtickzufihren ist.

Vorbehandlung der EBs mit dem Kalzium Chelator BAPTA, dem Radikalfanger NMPG und
dem NO-Synthase-Inhibitor L-NAME hemmen die Expression des kardialen
Transkriptionsfaktors TEAD3 und vermindern die Expression der kardialen Gene a-Aktinin
und MLC2v nach Inkubation in hypoxischer Atmosphare. Dies legt die Vermutung nahe, dass
die Translokation von CT-1 in den Zellkern notwendig ist, um die Kardiomyogenese zu

stimulieren.

5.9 Einfluss von chronischer Hypoxie auf die Kardiomyogenese

Wahrend der friihen Embryogenese wachst der Embryo in einem Gewebemilieu heran, das
durch eine reduzierte O, Verflugbarkeit von 1,5-8% (Fischer und Bavister, 1993)
gekennzeichnet ist. Die molekularen Mechanismen, die den Erhalt der Stammzelleigenschaft
und die Proliferation der ES-Zellen unter hypoxen Bedingungen regulieren, sind noch
weitgehend unbekannt. Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass kurzzeitige Inkubation von
EBs in hypoxischer Atmosphare CT-1 vermittelte Signalkaskaden aktiviert, die Expression von
Wachstumsfaktoren steigert und die Kardiomyogenese stimuliert. Im Gegensatz zu diesen
Ergebnissen fiihrt chronische Hypoxie zu einer Inhibierung der Differenzierung. EBs die

chronischer Hypoxie ausgesetzt waren zeigen eine wesentlich verzégerte Entwicklung. Dies
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wird deutlich anhand der gehemmten Expression von Wachstumsfaktoren und kardialen
Genen und wird durch die Beobachtung bestatigt, dass die Stammzellmarker, mit Ausnahme
von SOX-2, weiterhin auf einem hohen Niveau exprimiert werden. Interessanterweise wird
die Expression von B-MYH7 in hypoxischer Atmosphdre signifikant gesteigert. Diese
Abweichung von der Expression der anderen kardialen Gene kdnnte durch den im Laufe der
Differenzierung physiologischen Wechsel zur Isoform a-MHC begriindet sein, der durch die

0, Konzentration im Gewebe gesteuert werden kénnte.

Abb.5.12: Stimulation der Kardiomyogenese unter Hypoxie/Reoxygenierung. Unter
Hypoxie/Reoxygenierung kommt es zu einer vermehrten Expression von CT-1, zur Freisetzung der
intrazelluldren Signalmolekiile ROS und NO und zur Aktivierung des RISK-Signalweges, sowie zu einer
Stimulation der Expression von Wachstumsfaktoren. CT-1 wird unter Hypoxie in den Kern transloziert
und stimuliert in der Folge die Kardiomyogenese. Chronische Hypoxie fiihrt zur Inhibierung der

Kardiomyogenese.
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5.10 Klinische Bedeutung

Die American Heart Association zeigt in ihrer jahrlichen statistischen Auswertung, dass im
Durchschnitt alle 4 min ein Mensch an den Folgen eines Herzinfarktes stirbt (Go et al.,
2013). Kardiale Erkrankungen stellen nach wie vor die fiuhrende Todesursache in
industrialisierten Landern dar, so liegt die Sterberate in Folge von kardiovaskuldren
Erkrankungen bei 32 %. Einen Eindruck von der wirtschaftlichen Relevanz vermitteln die
entstehenden Kosten, die sich allein in Amerika auf Gber 11 Milliarden Dollar pro Jahr

belaufen (Go et al., 2013).

CT-1-Plasmaspiegel sind bei Patienten, die unter kardiovaskuldren Erkrankungen wie
Herzversagen, Bluthochdruck, Herzklappenfehlern und Myokardinfarkt leiden, erhéht und
korrelieren mit der Schwere der Erkrankung (Pemberton, 2007; Talwar et al., 2002;
Tsutamoto et al.,, 2007; Zolk et al.,, 2002). Folglich kdénnen CT-1-Plasmaspiegel zu
prognostischen Zwecken bei Patienten mit chronischem Herzversagen herangezogen
werden (Tsutamoto et al., 2007). Das Ziel der kardiovaskuldaren regenerativen Medizin ist die
Entwicklung von neuen therapeutischen Strategien, die das Uberleben und die Funktion
kardialer Zellen fordern. Die Bildung von neuem Herzgewebe, das eine elektromechanische
Ankopplung an das Empfangergewebe hat sowie liber eine angemessene Gefallversorgung
verfugt, ist fir eine normale Herzfunktion unabdingbar. Die hier vorgelegte Untersuchung
der zugrundeliegenden Mechanismen der CT-1 vermittelten Stimulation der
Kardiomyogenese ist fir die regenerative Medizin ein weiterer Baustein auf dem Weg zur

therapeutischen Anwendung.
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6. Zusammenfassung

Die Haupterkenntnis dieser Arbeit liegt in der Herausarbeitung des Einflusses von CT-1 auf
die Kardiomyogenese von ES Zellen. Das untersuchte in vitro Differenzierungspotential ES-
Zellen unter CT-1-Behandlung zeigt eine Forderung der Entwicklung in Richtung kardialer
Zellen. CT-1 induziert die Expression kardialer Wachstumsfaktoren, Transkriptionsfaktoren
und Genen und fordert die Differenzierung funktioneller Kardiomyozyten in ES-Zellen der
Maus. Die zentrale Bedeutung von CT-1 als Schliisselfaktor der Kardiomyogenese wird in den
CT-1 siRNA behandelten Zellen deutlich. In den CT-1-defizienten EBs wird die kardiale
Differenzierung gehemmt. Dies wird anhand der herunterregulierten Expression kardialer

Wachstumsfaktoren, kardialer Transkriptionsfaktoren und kardialer Marker deutlich.

Ferner konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung der CT-1 vermittelten
Signaltransduktionskaskaden JAK2 und PI3K zur Stimulation der Kardiomyogenese
notwendig sind, wahrend die Aktivierung von ERK1/2 und p38 eine untergeordnete Rolle zu
spielen scheint. In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass CT-1
abhdngig von der Freisetzung der intrazellularen Signalmolekile Kalzium, ROS und NO, in
den Zellkern transloziert wird. Das Vorhandensein von CT-1 im Zellkern ist scheinbar von

entscheidender Bedeutung fiir die Expression kardialer Gene.

Des Weiteren kommt es nach Hypoxie/Reoxygenierung zu einer vermehrten Expression von
CT-1, zur Aktivierung des RISK Signalweges, einer deutlichen Expressionssteigerung von
Wachstumsfaktoren und zur Stimulation der Kardiomyogenese. Im Gegensatz hierzu fihrt
chronische Hypoxie zu einer Inhibierung der Differenzierung und zur Hemmung der
Herzzelldifferenzierung. Diese Beobachtungen zeigen eine antagonistische Wirkung von

akuter und chronischer Hypoxie auf die Kardiomyogenese.
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