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Einleitung

1 Einleitung

Fur die Entstehung eines lebensfahigen Wirbeltigiésrtebratg ist die storungsfreie

Entwicklung des kardiovaskuldren Systems wahrend elabryonalen Frihphase eine
unabdingbare Voraussetzung. Hinsichtlich beteiliginbryonaler Signalkaskaden bleiben
zum momentanen Zeitpunkt viele Fragen noch unbeatdtv Deshalb stehen diese Kaskaden

im Mittelpunkt des wissenschaftlichen Interesses.

Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) der Mauglug musculus bieten in diesem

Zusammenhang eine einzigartige Moglichkeit, diefdd@nzierungsvorgange eines zellularen
Systems unter kinstlichen Bedingungen zu untersuddie Maus eignet sich aus mehreren
Grinden als Versuchsmodell, um den komplexen méokeh Organismus zu verstehen und

analysieren:

« Das Genom der Maus weist auf eine nahe evolution&evandtschaft zum
Menschen hin (Waterston et al, 2002).

+« Die evolutive Distanz zwischen Maus und Mensch waf 90 Millionen Jahre
geschatzt (Hedges 2002).

* Menschliche Gene besitzen haufig Orthologe in daudjl die mittlere Identitat auf
der Aminosaureebene liegt hier bei ungefahr 80%tévgton et al, 2002).

« Mause sind ohne groRRen Kostenaufwand zu zlchten hesitzen eine hohe

Reproduktionsrate.

Durch Kultivierung von murinen ES-Zellen (Wobus e, 1991) in Form von
Embryonalkérperchen (embryoid bodies = EBs) kondie Entwicklung von frihen
Kardiomyoblasten zu differenzierten Kardiomyozyt@ialtsev et al, 1994), sowie eine
Einleitung der Vaskulogenese durch Endothelzeltehtsng (Wartenberg et al, 1998)virtro

nachgewiesen werden.

Die Differenzierung von ES-Zellen zu Endothelzellgind mitunter durch Interaktionen der

hypoplastischen Zellen des primitiven Endodermgeldst (Hescheler et al, 1999).
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Die meisten molekularen Steuermechanismen im Rahnden Entwicklung des
Herzkreislaufsystems sind gegenwartig noch niclistgmdig erforscht und lassen weiterhin

viele Fragen unbeantwortet.

Die vorliegende Dissertation untersucht die Auswigen mechanischer Zugbelastung auf
die kardiovaskulare Differenzierung von ES-Zelleer Maus sowie die Bedeutung der
intrazellular gebildeten reaktiven Sauerstoffintediate (ROI) im Rahmen der

kardiovaskuldren Signalkaskade. Die préasentiertemgelthisse geben neuartige und
interessante Einblicke in die basalen MechanisnmenStammzelldifferenzierung unter dem

Einfluss mechanischer Kréafte.

1.1 Auswirkungen mechanischer Zugbelastung auf Zellennd Gewebe

Das Einwirken externer physikalischer Krafte aufllete oder Zellverbande sowie das
Vorkommen physiologischer intrazellularer Zugspargen werden als essenziell in der
Signalibermittlung von Zellen angesehen. Sie nehmmathweislich Einfluss auf
Zellstrukturen, Zelliberleben, Proliferation undlldégferenzierung (Voronov et al, 2004).
Auch wahrend der Schwangerschaft kommt es hingibhtles embryonalen Wachstums im
Mutterleib zu auftretenden Zug- und Spannungsknédited es wird angenommen, dass diese

von grofRer Bedeutung fUr eine stérungsfreie Entlwia des Embryo sind.

In vivo ist vaskulares Endothelium unterschiedlichen Artem mechanischen Kraften
ausgesetzt. Mechanische Zugbelastung ist eine FgéRadius- und Ldngenzunahme von
groReren Arterien. Zusatzliche mechanische Reiztstedren durch Pulsationen, wie

beispielsweise in den GefalRen des Lungenkreisldifest al, 2002).

Es ist bekannt, dass bedeutsame embryonale Prozgsdee Entwicklung der fetalen Lunge
(Moore et al, 2005; Liu et al, 2000), die Morphogea des Herzens (Voronov et al 2002;
Reckova et al, 2003; Voronov et al 2004), die Arteriogenegdieil, 2004) und die
mikrovaskuldre Remodellierung (Murfee et al, 2084alac, 1996) teilweise auf Einflissen

mechanischer Faktoren beruhen.

Untersuchungen der Frihentwicklung von Vertebratearden an Hihnerembryonen
durchgefuhrt und lieferten wichtige Information&ie embryonale Entwicklung des Herzens

und die Herzrotation beim Huhnerembryo sind einégé-ales lokalen biomechanischen

2
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Umfeldes. Die mechanischen Krafte entstehen durcbn dBlutstrom in den
splanchnopleuralen und omphalomesenterischen VdesrEmbryos (Voronov et al, 2002;
Voronov et al, 2004; Murfee et al, 2004).

Untersuchungen Uber Anomalien in der Links-rechégrAmetrie im Embryo der Maus unter
mechanischer Zugbelastung lieferten weitere Erkessg Uber das Verhalten von Zellen
unter mechanischen Einwirkungen. Experimentell wuhier gezeigt, dass ein artifizieller
rechtsorientierter Flissigkeitsstrom, welcher dégsmlogisch linksgerichteten laminaren
Stromung am Primitivknoten entgegengesetzt ist,edidryonale Links-rechts-Asymmetrie
zerstort (Skalac, 1996).

Prinzipiell kbénnen unterschiedliche Zelltypen ein@sganismus auf das Einwirken von
mechanischen Kraften ansprechen; die MechanismerZelgeaktionen auf diese Stimuli

sind noch unbekannt.

Zugbelastungen kénnen aber auch pathologische Werdngen an Zellen und Geweben zur
Folge haben. Dies geschieht haufig bei mechanisEmamirkungen, die ein physiologisches
Mald Gberschreiten. Die haufigsten Auswirkungen ereigich in den Krankheitsformen der
kardialen Hypertrophie (Taber et al, 2001) undAiteriosklerose (Nonaka et al, 2002).

1.2 Klassifikation und Fahigkeiten von Stammzellen

Stammzellen besitzen die einzigartige Fahigkeith sselbst zu erneuern und in die
unterschiedlichen Gewebearten eines Organismus ifferetizieren. Sie sind in ihrer

Teilungsfahigkeit unbegrenzt; nur die Lebensdaues esamtorganismus begrenzt ihr
vorhandenes Potenzial. Tochterzellen einer Stantenbekitzen die Fahigkeit, weiterhin als
Stammzelle zu fungieren. Molekulare Signale koénaké Entwicklung in typspezifische

Zellen, wie Blut-, Haut- oder Nervenzellen, eindeit

Die unerschopfliche Selbsterneuerung von Stammeedievon grofiem wissenschaftlichen
Interesse. So wird seit langerer Zeit versucht, ali@ergewdhnlichen Eigenschaften der
Zellen zu nutzen, um beschadigte Zellen und Gewegies Organismus durch transplantierte
Stammzellen zu ersetzen. Mdoglicherweise konnen &2 eines Tages als ,Ersatzmaterial®

in der Medizin dienlich sein.
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Grundsatzlich unterteilt man Stammzellen in zweaiipen:
* embryonale Stammzellen
* adulte Stammzellen

1.2.1 Embryonale Stammzellen (ES-Zellen)

In vitro sind Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) unbegrduitivierbare, pluripotente
Zellen, die aus der inneren Zellmasse der Saugsdalgste isoliert werden. (Smith, 2001).
ES-Zellen sind irvivo undvitro in der Lage, sich in Zellen aller drei Keimblat(Endoderm,
Ektoderm und Mesoderm sowie in Zellen der Keimbauszudifferenzieren. Diese ES-
Zellen besitzen noch ihr vollstandiges Differenaregspotential und kdnnen sich zu allen

spezialisierten Zellarten eines Lebewesens entivicke

@ Blastocyste

!

Innere Zellmasse

Ektoderm Mesoderm
Haut, Haar, Gefalle, Muskeln, Lunge, Leber,
Nerven Knochen Darm

Abbildung 1-1 Differenzierung von ES-Zellen, nach rlage des National Institute of
Health, Department of Health and Human Services, Ju 2001

Aus der Inneren Zellmasse der Blastozyste konwoerd# drei Keimblatter Ektoderm, Endoderm und
Mesoderm entwickeln. Diese drei Keimschichten hildie Grundlage fiir eine Differenzierung in die

unterschiedlichen Zellarten, wie z.B. Gefal3-, Kmochund Muskelzellen.
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1.2.2 Die Embryonalentwicklung der Maus in den ersten Tagn nach der

Befruchtung der Eizelle

Post coitum(p.c.) kommt es bei der Maus wahrend der Migratien befruchteten Eizelle

durch den Eileiter (Dauer 3 bis 4 Tage) schon zuatsten Zellteilungen.

Die totipotenten Blastomeren kompaktieren sich aittedd Tag p.c., das Morulastadium ist

eingeleitet und es kommt zu den ersten induzieteddifferenzierungen.

Bei der Maus spielt der invivo exprimierte Transkriptionsfaktor Oct 4 bei der
Weiterentwicklung zur Blastozyste bis zum vierteagTp.c. eine entscheidende Rolle
(Scholer et al, 1990; Pesce et al, 1998; Nichold,e1998). Die Keimblase setzt sich aus dem
Trophektoderm, einer mit Flissigkeit geflllten Halgel mit einzellschichtiger Hulle, und
der an der Innenwand sitzenden Inneren Zellmassanzmen. Die Lage der Inneren
Zellmasse ist vom Spermieneintrittspunkt in die @ezaind der Lage des zweiten Polkorpers
festgelegt und beeinflusst zur Zeit der Praimplaoniadie Entstehung der Kérperplanachsen
(Tam et al, 2001).

Die aullere Zellschicht der Blastozyste reift bisnztiinften Tag p.c. zum Hypoblasten
(primitives Endoderm). Die weiteren Zellen der Kblase formieren zum Epiblasten
(primitives Ektoderm). Ein passiver Wassereinstiésst die Blastozyste anschwellen und
fahrt schliel3lich zu einem Austritt des Embryos des Zona pellucida (Wiley et al, 1990)
und zur intrauterinen Einnistung. Trophektoderm uigpoblast bilden in der weiteren
Entwicklung das extraembryonale Gewebe. Das Trdplkekm entwickelt sich zum
Trophoblastenanteil der Plazenta und aus dem Hgptei entsteht der endodermale Teil des
Dottersacks (Kunath et al, 2002; Bielinska et @99). Aus dem Epiblasten hingegen
entwickeln sich neben extraembryonalem Mesoderm alem samtliche embryonalen
Gewebe (Kanatsu et al, 1996).
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Abbildung 1-2 Blastozyste, nach Vorlage der Interniseite www.embryology.ch

Querschnitt durch eine embryonale Blastozyste. Bdéamg: (1) Innere Zellmasse, (2) Zona

pellucida, (3) Trophektoderm, (4) Blastocoel.

1.2.3 Totipotenz und Pluripotenz

Nach der Verschmelzung von Ei- und Samenzelle edmtst nach den ersten Zellteilungen
totipotente Stammzellen. Aus der befruchteten Ezehtwickelt sich zun&chst Uber das
Vierzellstadium die Blastozyste mit der Inneren ukuReren Zellmasse. In der Blastozyste
bilden sich nachfolgend aus dem Trophoblasten l@dizeRta und aus dem Embryoblasten alle
anderen Korperzellen. Daher nennt man Zellen his Aghtzellstadium totipotent. Entnimmt
man Zellen der Blastozyste aus dem Embryoblasted, diese pluripotent, d.h. sie kdnnen
alle Zelle eines Korpers bilden, mit Ausnahme diezénta (Niemann et al, 2003; Scholer
2005).
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Tabelle 1-1 Schematische Zusammenfassung der Tind Pluripotenz von ES - Zellen

totipotente Zellen umfassen die Zellen des Embiyisszum

Achtzellstadium. Die Zellen besitzen die

Moglichkeit, in alle Korperzellen z

—

differenzieren. Ein Zellbeispiel stellt dje

befruchtete Eizelle dar.

pluripotente Zellen Umfassen die aus der Innerdimésse de

Blastozyste isolierten Zellen. Sie sipd

unbegrenzt kultivierbar. Alle Arten VjLn
Korperzellen der Hauptgewebetypen konpen
sich aus pluripotenten Zellen entwickeln.

Ausgenommen sind lediglich Bestandteile

der Plazenta. Die Fahigkeit, eingn
lebensfahigen Organismus zu bilden, liggt

hier nicht vor.

Innerhalb der Gruppe pluripotenter Zellen untergigtanan weiterhin:

» ES-Zellen aus der Inneren Zellmasse der BlastoZistdryonale Stammzellen)

* EG-Zellen (Embryonale Keimzellen)

* EC-Zellen (Embryonale Karzinomazellen)

1.2.4 Forschung mit embryonalen Stammzellen
ES-Zelllinien aus Blastozysten von Mausen konnert $881 erfolgreich isoliert und
kultiviert werden (Martin, 1981).

Bei humanen Embryonen gelang die Isolierung undiWeatung von ES-Zellen erstmals im
Jahre 1998 (Thomson et al, 1998). Die Forschunguamanen Zelllinien verfolgt das Ziel der
Transplantation von Stammzellen etwa zur Behandlumgn Herzmuskel- und

GefaRerkrankungen beim Menschen. Die Transplantatiodifferenzierter ES-Zellen zu
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Therapiezwecken ist zurzeit klinisch noch nicht andbar. Meist kommt es nach der
Zellibertragung im Organismus des Empfangers zuduBg von Teratokarzinomen
(Wakitani et al, 2003). Dagegen lauft die Zelltq@lastation aufgereinigter, terminal
differenzierter Kardiomyozyten ins Herz ohne Tunmiséehung ab, da Stammzellen nach

ihrer Ausdifferenzierung die Kapazitat zur Prol#gon verlieren (Klug, 1996).

Bei der ES-Zellforschung der Maus wird witro versucht, die Zelldifferenzierung eines
Mauseembryos zu imitieren. ES-Zellen kultiviert @mbryoid bodies (EBsS) in einem
Spinnerflaschen-System (Wartenberg et al, 1998peglinhen eine Analyse der Entwicklung
von Vorlauferzellen zu spezialisierten Zelltyperefidheler et al, 2002).

Die Grundlage dieser Zellkulturtechnik beruht auér dinnerhalb weniger Stunden
stattfindenden Aggregation von undifferenzierten -Ze8en zu grofRen, kugeligen
Zellverbanden. In den Zellverbanden und in Abweséntion leukemia inhibitory factor
(LIF) kénnen Stammzellen spontan in unterschiéelizelltypen differenzieren (Frey, 1992).
Bei LIF handelt es sich um ein pleiotrophes Glykgmn mit einem Molekulargewicht von
32 bis 62 kDA, das urspriinglich zur Unterdriickuieg Eroliferation der murinen myeloiden
leukamischen Zelllinie M1 eingesetzt wurde. LIF Baoren konnten auf vielen Zellarten
nachgewiesen werden, einschlief3lich Monozyten, tzsblen, Plazentazellen und ES-Zellen
(Smith, 1998; Gough et al, 1988). Nur durch geeieitontrolle der Kultivierung der
undifferenzierten ES-Zellen kann das Differenzigswerhalten der Zellen kunstlich
gesteuert werden. Uberlasst man die ES-Zellen sithst, entsteht spontan ein Gemisch
spezialisierter Zellarten. Um dieses Verhalten atexdriicken, wachsen ES-Zellen auf einem
Nahrboden von Fibroblasten heran. Hierbei dienem glundierenden Fibroblasten als
sogenannte ,Ammenzellen®. Ein Teil ihrer Funktioresteht in der Erndhrung der
aufsitzenden ES-Zellen. Zusatzlich produzieren eigen gewissen Anteil des LIF und
unterdricken somit auch die spontane Stammzeltdiftaerung. Fibroblasten alleine sind
nicht in der Lage, die Kulturmedien zu konditiomiey da sie nur eine gespleildte LIF-Variante
sezernieren, die an ein Protein der extrazellul8tetrix bindet (Rathjen et al, 1990; Mereau
et al, 1993). In der Routine-Forschung werden Ee#dolglich in einer Kombination von

inaktivierten Fibroblasten und rekombinanten Llia&ikiert.
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1.3 Adulte Stammzellen

Undifferenzierte, teilungsfahige Zellen, die in sjdisierten Geweben von Organismen zu
finden sind, werden als adulte Stammzellen bezeichWahrend ES-Zellen nur im frihen

Embryo vorkommen, sind adulte Stammzellen im Orgranis nach der Geburt vorhanden.

Adulte Stammzellen haben zum gegenwartigen Forgsgstand gegenuber den ES-Zellen
ein reduziertes Entwicklungspotential. Sie werdessh@lb oft als multipotente Zellen
bezeichnet (siehe Abbildung 1.3). Adulte Stammpelénnen sich zu hamatopoetischen und
nicht-hamatopoetischen Vorlauferzellen entwickéliicht-hAmatopoetische Vorlauferzellen
konnen in Muskel- und Knochenzellen, sowie in Vof#izellen anderer Gewebe
differenzieren. Hamatopoetische Vorlauferzellenddnl die Basis von myeloiden und

lymphoiden Kérperzellen.

Zellerneuerung
Multipotente Stammzelle

-~ N

Nicht-hamatopoetische Vorlauferzelle Héamatopoetische Vorlauferzelle

Vorlauferzelle  pmyskelvorlzufer- Knochenvorlaufer- Myeloide Lymphoide

anderer zelle zelle Vorlauferzelle Vorlauferzelle
Gewebe

Abbildung 1-3 Differenzierung adulter Stammzellen, nach Vorlage des National
Institute of Health, Department of Health and HumanServices, Juni 2001

Adulte Stammzellen sind multipotent. Die Zellennkdn sich zu h&matopoetischen und nicht-
hamatopoetischen Vorlauferzellen entwickeln. Nié@matopoetische Vorlauferzellen kénnen in
Muskel- und Knochenzellen, sowie in Vorlauferzellemderer Gewebe differenzieren.

Hamatopoetische Vorlauferzellen bilden die Basis myeloiden und lymphoiden Koérperzellen
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Unter Mithilfe bestimmter Wachstumsfaktoren konrtka Zellen invitro angeregt werden,
sich in bestimmte Zelltypen zu entwickeln.

Eine Aufgabe adulter Stammzellen ist das Ersetzeth Austauschen von Zellen eines

Organismus, die durch Krankheit und Verletzungestgadigt wurden (Leblond, 1964).

Gesehen an der Gesamtzahl der Korperzellen ist pderentuale Anteil an adulten
Stammzellen als sehr gering zu beschreiben. Deprectsend ist beispielsweise nur etwa
jede zehntausendste Zelle im Knochenmark eine lojpoatische Stammzelle (Weissmann,
2000).

Als Quellen adulter Stammzellen lassen sich z Bodkenmark, Blut, Kornea und Retina des
Augapfels, Leber, Gehirn, Skelettmuskeln und Zalpgpunennen. Adulte Stammzellen
kénnen im Rahmen einer medizinischen Therapie matieproblemlos enthommen werden.
Implantationsversuche adulter Stammzellen fuhrenimbeMenschen zu keiner

AbstoRungsreaktionen oder Entartung.

Die wichtigsten Informationen uber adulte Stamneell stammen aus Analysen

hamatopoetischer adulter Stammzellen aus dem Knowé und dem Blut.

1.4 Die Vaskulogenese

Das Blutgefal3system von Wirbeltieren ist ein wairweigtes Netzwerk, das in der
embryonalen Frihphase entsteht. Wahrend des Gef&Biuens konnen Fehlregulationen
neoplastische, inflammatorische, infektiose, isclséhe und immunologische Stérungen zur
Folge haben. Die Vaskulogenese bezieht sich auf atigryonale Neubildung von

BlutgefalRen aus endothelialen Vorlauferzellen. Begriffe Angiogenese und Arteriogenese
stehen fur Sprossungen aus bereits existierenddnvalistandig ausgebildeten Gefalien.
Physiologische Angiogenese findet im menschlichega@smus nur noch beim Aufbau der
Uterusschleimhaut und der Wundheilung (infolge Warletzungen) statt (LeCouter et al,
2001). Hierbei muss die Endothelzelle fahig se@i, Aktivierung aus ihrer gereiften Struktur

auszutreten und durch koordinierte Sprossung da$tam neuer Gefal3e zu erméglichen.
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1.5 Die Endothelzelle

Bei Endothelzellen handelt es sich um Korperzelldre das Lumen von Blut- und
LymphgefalRen, sowie die Herzkammern und -vorhoklaiden. Unabhéangig von ihren je
nach Gefal3art unterschiedlichen Aufbau sind all&Gedes Herz-Kreislaufsystems mit einer
einzelligen Lage Endothelzellen ausgekleidet. Hugisch gesehen, lassen sich
Endothelzellen als abgeflachte, auf einer BasalmamBitzende Zellen beschreiben. Eine
Ausnahme hiervon bilden nur die hochendothelialendfen der Milz und des Milzsinus. Die
Zellen sind (bis auf wenige Ausnahmen, wie z. B.ldtbersinusoide) tber Desmosomen und

tight junctions fest miteinander gekoppelt.

» Das Endothel ist zusatzlich noch in eine Vielzabtsehiedenster physiologischer

Prozesse eingebunden.

» Es reguliert als Barriere den nutritiven Stoffausteéh zwischen dem intravasalen und

extravasalen Raum.

» Die Flie3fahigkeit des Blutes kann durch die Hemgwwmd Aktivierung von

Gerinnungsprozessen beeinflusst werden.

e Herzkreislaufregulierende Botenstoffe, wie z.B. d&tickstoffmonoxid oder
Endothelin kénnen von Endothelzellen produziert umddie Blutbahn abgegeben

werden.

Verschiedene koérpereigene oder mikrobielle Substankdnnen das Endothel lokal
aktivieren. Diese Aktivierung hat eine Bindung loesater weil3er Blutkérperchen
(neutrophile Granulozyten, Monozyten, Makrophagen 0-Zellen) aus dem Blut an das
Endothel zur Folge. Diese Bindung aktiviert dieselleh ihrerseits und fuhrt zu einer
Transmigration der Zellen durch das Endothel in dasinterliegende Gewebe. Infektionen

und Entzindungen kénnen auf diese Weise bekampfterne

Betrachtet man die embryonale Endothelzellentwinffluler Maus invivo, so erscheinen
Endothelzellen erstmals in der dritten Woche pm. Extraembryonalraum auf dem
Dottersack Yesicula umbilicalis) Extraembryonale Mesenchymzellen bilden die Gruyella

der ersten Blutinseln.

11
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Der Aufbau von Endothelzellen kann, abhéangig vonkdmmen und Funktion der Zellen im
Organismus, sehr unterschiedlich sein. In MuskulaBindegewebe oder Lunge Kkleidet
geschlossenes Endothel das GefaRlumen aus. In D&emzind Niereninterstitium ist das
Endothel zum Austausch von groReren Substanzestfesre Im Glomerulum der Niere ist
das Endothel sogar mit Poren versehen. Ein diskaetliches Endothel mit
diskontinuierlicher Basalmembran findet man in d&musoiden von Leber, Milz und

Knochenmark.

Eine Ausnahme der Endothelbarrieren bildet die -Blwhschranke. Hier findet man ein
geschlossenes Endothel. Die tight junctions stediee Barriere fur Hormone, Proteine und
nicht lipidlésliche, wasserlosliche Substanzen dad sichern somit den Neuronen ein

konstantes Milieu.

1.6 Die Kardiomyogenese und der Aufbau von Herzzellen

Die humane Herzentwicklung findet zwischen dertenitund siebten Embryonalwoche statt
und schlief3t mit der Bildung des vierkammerigenzdas ab. Die Entwicklung des Herzens
aus seinen meist paarig angelegten Kardiomyobldmsrdatigt die Interaktion verschiedenster

Zelltypen.

Die Herzmuskulatur ist eine Sonderform der quergdstn Muskulatur. Sie besteht aus
grol3en, meist einkernigen Herzmuskelzellen. Dedk&el liegt in diesen Zellen meist

zentral.

Unter dem Mikroskop stellen sich die MyofilamenteKardiomyozyten nicht einheitlich in

schlanken Myofibrillen da, sondern bilden streifanfige Gebilde. Zwischen diesen
fibrillaren Strukturen kann man Mitochondrien, Gbgen und Granula ausmachen. Die von
Myofibrillen gebildeten Strukturen nennt man Sarkoen Sie &hneln im Prinzip der
quergestreiften Skelettmuskulatur. Pro Sarkomedetinman nur einen T-Tubulus. Das
sarkoplasmatische Retikulum ist einfacher ausgebills in der Skelettmuskulatur, die
Terminalzellen und Triaden fehlen. Durch vereiregitatte endoplasmatische Retikulum-

Zysternen am T-Tubuli entstehen Dyaden.

Kardiomyozyten kommunizieren mechanisch lUber Glaeidsn, die sogenannteDisci

intercalares.

12
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In vitro ermoglicht die typische, spontan rhythmische Kaktion der Kardiomyozyten eine
einfache lichtmikroskopische Identifikation und ©rgcheidung von anderen kultivierten

Zellen.

Das Phanomen kontrahierender Areale tritt in deltiKarung von ES-Zellen der Maus ab

dem achten Tag der Differenzierung auf.

Die Kontraktionsfrequenz embryonaler Herzzellen M&us stimmt invitro nicht mit der
Herzfrequenz eines Mauseembryos Uberein. Dieseinistler Zellkultivierung deutlich

herabgesetzt und liegt bei 80 bis 90 Schlagen prutdn (Sauer et al, 2001).

1.7 Hypoxieabhangige Regulation kardiovaskularer Signatansduktionswege

1.7.1 Hypoxie-induzierter Faktor ( hypoxia inducible factor ) ( HIF )

Die zellulare Sauerstoffkonzentration spielt in @spressionsregulation verschiedener Gene

eine wichtige Rolle.

Das unreife Gefal3bett expandiert durch Sprossudgeift zu einem System stabiler Gefale.
Hypoxie spielt bei der Stimulierung der Gefal3bettiihnung eine entscheidende Rolle.
Zellen werden uUber einfache Diffusion mit Sauefsteérsorgt. Wird die Grenze des

Sauerstoffdiffusionsvermdgens Uberschritten, istkblge der Hypoxie eine Induzierung des
hypoxie-induzierten Faktors (HIF) und anderer Gemelche die Angiogenese stimulieren
(Pugh et al, 2003).

Der Transkriptionsfaktor HIF-1 ist eirop-Heterodimer und liegt unter hypoxischen
Bedingungen im Zellkern vor. Dort besitzt der Tiemstionsfaktor die Mdoglichkeit,
bestimmte DNA-Abschnitte zu erkennen und an diaséinden. HIF-&r kann nur durch
Assoziation mit der Untereinheit HIF3Imit den spezifischen Genen interagieren. HifFst

durch Hypoxie induzierbar und somit der kontrotiede Faktor (Wang et al, 1995).

Durch HIF-1 induzierte Gene sichern das Uberlebar dellen unter hypoxischen
Bedingungen. Bei Aktivierung der Erythropoese wirder Erythropoetinausschittung die
Anzahl der roten Blutkérperchen erhoht und sonmeeierbesserte Sauerstoffversorgung der
Zellen garantiert. Als langfristige Antwort leiteéas Hypoxie-induzierte HIF eine Aktivierung

13
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anderer gefal3proliferativer Gene ein. Auf diese &enird dem Sauerstoffmangel mittels
Angiogenese entgegengewirkt. HIF-1 fuhrt somit Znee Aktivierung des EPO-Genes
(Semenza et al, 2001).

Experimentell kommt es unter Hypoxie zu einer etebmitochondrialen ROI-Generierung.
Dieses zeigt sich in einem Anstieg und einer Stbiung der HIF-& Untereinheit, und
somit von HIF (Emma et al, 2001). Bis heute wurdeei HIF-1a Isoformen identifiziert
(Wiesener et al, 1998).

Unter normalen intrazellularen Sauerstoffbedingungied die Expression von HIFxlund
HIF-103 gering bis gar nicht vorhanden. Die AktivierungwdIF-1a fuhrt weiterhin zu einer
Gentranskription des Glukosetransporters, glykstyter Gene und des vaskuléren

endothelialen Wachstumsfaktors (Hua Zhong et @420

1.7.2 Vaskularer Endothelialer Wachstumsfaktor (vascular endothelial growth
factor) (VEGF)

Die Angiogenese spielt in Frihstadien der Embryamslicklung und bei der Metastasierung

von Tumoren eine bedeutende Rolle.

Bei VEGF handelt es sich um den Schlisselregutdtgsiologischer Angiogenese (Ferrara et
al, 1998; Carmeliet et al, 1996). Es wurden bistééiunf Isoformen des Genes identifiziert.
Der Prototyp der VEGF-Familie, der VEGF-A gehort eimer Genfamilie, der auch der
PLGF, der VEGF-B, der VEGF-C, der VEGF-E und derGF=D angehdren. Der VEGF-A
ist der Regulator fir das Wachstum der BlutgefaB@hrend VEGF-C und -D fir die
LymphgefaRentwicklung mitverantwortlich sind (Kadken et al, 2002).

Bei pathologischem Gefal3wachstum, wie es bei Nemia Retinopathien oder anderen
Stérungen auftritt, wird dem VEGF eine bedeutendibeRzugeschrieben. VEGF mRNA wird
in einigen Primartumoren gebildet (Ferarra et 891). Die VEGF-Expression kann durch
Hypoxie, aktivierte Onkogene und bestimmte Zytokgesteigert werden. VEGF induziert
Zellproliferation und Zellmigration mitunter von HEathelzellen. Apoptose kann durch die
Anwesenheit von VEGF reduziert werden (Neufeld e1299; Pradeep et al, 2005).
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1.7.3 Kardiale Transkriptionsfaktoren GATA 4 und MEF-2c

Fur die Steuerung der Kkardialen Differenzierung @ds Vorhandensein spezieller
Transkriptionsfaktoren malRgeblich, die zu bestinnmt8eitpunkten der embryonalen

Entwicklung an einem gezielten Ort im Embryo expernwerden.

Der kardiale Transkriptionsfaktor GATA 4 induzieellulare Uberlebenssignale in
Kardiomyozyten. Uber diesen Signalweg kann entwedsrUberleben von Kardiomyozyten
gesichert oder deren Apoptose beeinflusst werderzul® et al, 2004). GATA 4 wurde

ursprunglich als Regulator der Kardiogenese undheéezspezifischen Gene ANP und BNP
angesehen. (Kovacic et al, 1998; Kuo et al, 199¢hdas et al, 1999).

Die Entwicklung kardialer Hypertrophie wird durchABGA 4 entscheidend beeinflusst
(Charron et al, 1999; Molkentin, 2000). Eine Ubgmssion von GATA 4 im Herzen

transgener Mause fuhrt zu einer Induzierung deetdaskelhypertrophie (Liang, 2001).

Der kardiale Transkriptionsfaktor MEF-2c nimmt &l embryonale Herzformation und die

physiologische Entwicklung des vaskularen Plexusateidenden Einfluss.

Die Organisation funktionsfahiger Gefal3strukturend udie Differenzierung zu glatter
Muskulatur bleibt in MEF-2¢c Knockoutméusen reduz{®¥ang et al, 2000).

Im Zusammenhang mit der Herzentwicklung werden NERnteraktionen mit dem Kofaktor
p300 und Smad-Proteinen nachgewiesen (llli etGO52

Das MEF-2 Protein gehort einer Familie von Trarnsiohsfaktoren an, die MEF-2a, MEF-
2b, MEF-2c und MEF-2d umfassen. Diese kooperien@erhalb der Muskeldifferenzierung
mit Mitgliedern der MyoD Familie (Kaushal et al, ¢ Molkentin et al, 1995). Zuséatzlich
werden MEF-2a und MEF-2c wahrend der Embryogenesd im adulten Gehirn

(einschlie3lich Cortex und Cerebellum) exprimidreiter et al, 1994; McDermott et al,
1993).

Die Expression des kardialen Transkriptionsfaktb&F-2c kann redoxsensitiv reguliert
werden (Suzaki et al, 2002).
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1.8 ROI (reaktive Sauerstoffintermediate)

Ein Radikal ist ein Atom, auf dessen auf3erster tEdaknhtlle sich ein unpaares Elektron
befindet.

Eine zu hohe Konzentration an Sauerstoffradikaderclf oxidativer Stress genannt) ist laut
Forschungsergebnissen an Alterungsprozessen desi€rys und an der Pathogenese und
Progression zahlreicher Erkrankungen (Krebs, Heiglauferkrankungen, Rheuma oder
neurodegenerative Erkrankungen) mitbeteiligt. Exegé&inflisse wie z. B. Tabakrauch,
Schwermetalle, Alkohol oder Ozon induzieren eindabhte Konzentration an freien
Radikalen (Maity et al; 2003; Davis et al, 1990)e OFolge der ROI kdonnen oxidative
Schaden an Zellen und Gewebe sein (Honda et al,, Bifkle 2001).

Zur Gruppe der reaktiven Sauerstoffintermediate I[jRf2horen Superoxid-Anionen £0,
Hydroxylradikale (OH, Wasserstoffperoxid (#D,) und Singulett-Sauerstoff@,). Fiir einen
stabileren Zustand der ROI mussen auf der dul3eEtkironenhltlle Elektronenpaare zu

finden sein. Somit ist eine Kurzlebigkeit diesediRale vorprogrammiert.

1.8.1 Entstehungsweise der ROI

Es gibt fir reaktive Sauerstoffspezies zwei mogickntstehungsweisen. Bei der
physikalischen Aktivierung von Sauerstoff kann auslekularem Sauerstoff {0 Singulett-
Sauerstoff {0,) entstehen. Ursachen einer Aktivierung kénnen tedekagnetische Felder,
UV-Licht odery- Strahlung sein, jedoch andert sich bei diesengafog lediglich der Spin,

nicht die Anzahl der Elektronen.

Die chemische Reduktion von Sauerstoff zu Wasderdart vier Teilschritte. Hierbei ist nur
die erste Stufe energieabhangig (endotherm). Akdternen Schritte laufen exotherm und
spontan oder mit geeignetem Reaktionspartner abh Mar Ein-Elektronen-Reduktion von
Sauerstoff erhalt man zuerst das Superoxid-Anion”)(ONach der Ubertragung eines
weiteren Elektrons wird das stabilere und membranpable Wasserstoffperoxid {6h)
gebildet. Dieses wird im nachsten Reduktionsschrithter Anwesenheit von
Ubergangsmetallionen oder Semichinonen in das ieefteudige Hydroxylradikal (OM
Uberfuhrt (Haber-Weiss-Reaktion).
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Bei der Xanthin-Oxidase und Superoxiddismutase werdcEin-Elektronen-Reaktionen
katalysiert (Fridivich, 1995). Im Gegensatz dazuarkaie Flavoenzym-gekoppelte Oxidase

direkt zwei Elektronen auf den molekularen Saudfrétmertragen (Massey, 1994).

1.8.2 Die NADPH-Oxidase als Quelle der intrazellularen RO

ROIs kdnnen an den verschiedensten Orten eineg gediduziert werden. Die Hauptquellen
konnen enzymatischer und nicht-enzymatischer Hétksgin und von Zelltyp zu Zelltyp
variieren. Mogliche Entstehungsorte sind beispielses die Cytochrom P-450 Oxidase im
Endoplasmatischen Retikulum (Capdevila et al, 198%i§ NADPH-Oxireduktase der
Mikrosomen (Mohazzab et Wolin, 1972) sowie innebhder Peroxysomen verschiedene
Oxidasen (Boveris et al, 1972).

Analysenschwerpunkte liegen heutzutage bei denmRliaembran-gebundenen Oxidasen,
insbesondere bei der NADPH-Oxidase phagozytierendelien (Segal et al, 1997).
Neutrophile Granulozyten und andere phagozytiereAdben konnen im Rahmen der
Bakterienbekdmpfung Superoxide einsetzen. Supezokdhnen zu kD, HOCI und OH
reagieren. Innerhalb kirzester Zeit konnen somof3grMengen an ROI produziert werden
und als biologische Abwehrreaktion (Babior et &73) eingesetzt werden; diese Reaktion

wird auch ,respiratory burst* genannt.

NADPH +20, = NADP* +H* +20,”

Abbildung 1-4 Reaktionsgleichung des ,respiratory lorst®

Auch in nicht phagozytierenden Zellen wie Endotblén, glatten Muskelzellen oder
Fibroblasten wurde das Vorkommen der NADPH-Oxidasehgewiesen (Bayrakutan et al,
1998; Fukui et al, 1995). Die ROI-Konzentrationanarhalb dieser Zellen sind geringer und

fungieren hier zur Vermittlung intrazellularer Saje.

Die NADPH-Oxidase beinhaltet ein membrangebund&itescytochrom, bestehend aus den
zwei Untereinheiten gp91-phox und p22-phox. Um ekkéivierung der NADPH-Oxidase
abhangigen Superoxid-Produktion zu erreichen, iste eBeteiligung der zytosolischen
Untereinheiten p47-phox und p67-phox notwendig. k&t der Aktivierung der NADPH-

Oxidase wandern die Zytosolproteine zur Plasmamambnd assoziieren dort mit dem oben
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genannten Flavocytochrom, um den aktiven Proteiqitexnzu formieren (Jones et al, 1994,
Sheppard et al, 2005). Nach Phosphorylierung dBiKE bindet die p47-phox Untereinheit
an die p67-phox Einheit. Die Folge ist eine Konfationsédnderung mit anschlie3ender
Bindung an das Cytochrom und die Aktivierung degyams.

Membranstandige

Untereinheiten der \

NADPH-Oxidase \

o

ZELLMEMBRAN (

ZELLMEMBRAN

Zytosolische
Untereinheiten
der NADPH-
Oxidase

Abbildung 1-5 Schematische Darstellung der Aktivieung der NADPH-Oxidase
Nach Verbindung der zytosolischen Untereinheiter7-pHdox, p67-phox und Rac mit dem

membranstandigen Cytochrom, bestehend aus p22-pimoix gp91-phox (Nox), kommt es zur
Aktivierung der NADPH-Oxidase.

Darlber hinaus wurde mit der p40-phox noch eineterei zytosolische Untereinheit
identifiziert. Diese ist fur die Enzymaktivitat fageislich nicht essenziell. Die Hauptfunktion
konnte noch nicht vollstandig geklart werden. IRuenktionalitat liegt in der Assemblierung
der NADPH-Oxidase durch eine erhthte Affinitdt v@#7-phox zu den weiteren
Untereinheiten (Cross, 2000).

Gp9l-phox stellt die katalytische Halfte des membt@ndigen Flavozytochroms der
NADPH-Oxidase in Phagozyten dar. In den letzterrelatkonnten gp91-Homologe in den
verschiedenen Korperzellen nachgewiesen werdenh NEnfiihrung einer einheitlichen

Nomenklatur wird gp91 auch asox 2(NADPH-Oxidase 2) und seine Homologe wiederum
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als Nox 1, Nox 3, Nox 4nd Nox 5bezeichnet (Lassegue et al, 2001; Kikuchi et @02
Banfi et al, 2004).

AulRerdem konnten NADPH-Oxidasen mit einer zusdtelic Peroxidase-Doméane
identifiziert werden. Diese wurden dlsiox 1undDuox 2(duale Oxidase) bezeichnéEdens
et al, 2001).

1.8.3 Abbau der intrazellularen ROI

Zellen verfugen Uber eine Reihe von Hilfsmechanismem sich vor zu hohen
Konzentrationen an intrazellularen ROIs zu schitz&uerst missen die Enzyme
Superoxiddismutase, die Katalase und die Glutafi@mxidase genannt werden. Diese
katalysieren den ROI-Abbau. In dieser chemischenaki&en konvertiert die
Superoxiddismutase 0 zu H0O, wahrenddessen die Katalase und die Glutathionpdae®i

fur den vollstandigen Abbau von@, zu HO zustandig sind.

Weiterhin verflgt die Zelle auch uber intrazelleldAntioxidantien, wie beispielsweise
Vitamin E und Thioredoxin (Takenaka et al, 1991jede Stoffe haben die Moglichkeit, mit
den freien Radikalen Komplexe einzugehen und snaitsfiir die Zelle unschadlich zu
machen. Vitamin E steht Uber das SchlisselenzynedS&:6-Phosphat-Dehydrogenase mit
dem NADPH- und NADH-Pool in Kontakt und hat damiinfiuss auf die zellulare
Sauerstoffspannung.

ROIs wurden lange Zeit als negative und toxischéekide betrachtet und als Ursache vieler
Krankheitsbilder gesehen. In aktuelleren Studiemrkd jedoch immer mehr die Tendenz auf,
dass sie nicht nur unerwiinschte Abfallprodukte demetabolismus sind, sondern als
Botenstoffe wichtige Aufgaben in der Signaltrangduk von Zellen Gbernehmen (Foncea,
2000). Intrazellulare ROI-Konzentrationen nehmemfliss auf MAPK-Kaskaden und

Ubermitteln somit mitogene und Stress-aktiviertgn8ie. In mehreren Studien konnte eine
Aktivierung der p38 mitogen-aktivierten MAPK (p3&)er c-Jun-NH2 terminalen Kinase

(JNK) und der extrazellular Signal-regulierten Kinase KER) durch exogen zugefihrte

Sauerstoffradikale nachgewiesen werden (Aikawad @081; Dong et al, 2004).

In neuesten Untersuchungen wurde gezeigt, dassiveaRauerstoffradikale durch eine

Induzierung des Hypoxie-induzierten Faktowsd eine parallel gesteigerte Expression des
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VEGF nachweisbar Einfluss auf die kardiovaskulaiéebBenzierung haben (Goyal et al,
2004; Ushio-Fukai et al, 2004). Auch in der Kardimgenese von ES-Zellen konnte ein
Zusammenhang zwischen ROI, der Phosphatidylinogtlinase (PI3-Kinase) und der
Herzzellentwicklung festgestellt werden (Ushio-Fuiaal, 2004; Sauer et al, 2000).

ROI sind auf unterschiedliche Arten und Weisen @n Hage, in zellulare Signalkaskaden
einzugreifen und die Zellentwicklung mitzusteueFreie Sauerstoffradikale erftllen ihre
Aufgaben als zellulare Informationsvermittler hgujedoch nur, wenn diese in geringen

intrazellularen Konzentrationen vorliegen.

1.9 Die Funktion der ROI in der zellularen Mechanotransduktion

Mogliche Entstehungsorte der ROI sind die membisomerte NADPH-Oxidase oder die
mitochondriale Atmungskette. Der NADPH-Oxidase waide Beteiligung an der Regulation
des vaskularen Tonus, dem Wachstum der glatten3@efskulatur, Entzindungsreaktionen
und der Aktivitat der Matrix-Metalloproteinkinas¢mMMP) zugeschrieben (Gosh et al, 2004;
Escobales et al, 2005).

Mitochondrien stehen mit dem Zytoskelett Uber Ak#irbindungen in Kontakt und kénnen
auf diese Art und Weise mechanisch aktiviert werdenkonnte nachgewiesen werden, dass
unter Zugbelastung in HUVEC-Zellen eine verstaiR@Il-Generierung auftritt. Ursache der
intrazellularen Erhdhung der ROI-Konzentrationimseiner Aktivierung der mitochondrialen
Atmungskette zu sehen. Dieser Effekt konnte in HGVEellen ohne Mitochondrien nicht
beobachtet werden. Dementsprechend konnten auclidein Mutterzelllinie die ROI-
Generierung nach Zerstérung des Zytoskeletts mib&@yalasin D inhibiert werden (Epstein,
2003). Positive Effekte physikalischer Stimuli @ié¢ Differenzierung von ES-Zellen werden
schon langer diskutiert (Shyy, 2003).

In einer erst kirzlich veroffentlichten Studie werdon der Arbeitsgruppe Chen der Einfluss
laminarer Scherkrafte auf die Differenzierung voB-Zellen untersucht. Die ES-Zellen
wurden dabei zeitweise einem Flissigkeitsstrom esetgt und anschlie3end auf spezifische
Marker fur Endothelzellen analysiert. Hierbei kanein signifikanter Anstieg der Expression
von CD31, von Willebrandtfaktor und VE-Cadherinisdgert werden (Wang et al, 2005).
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1.10 Zellulare Signaltransduktion mitogen-aktivierter Proteinkinasen

Innerhalb der Zellen eines Organismus stellt dieformationsibermittlung eine

lebenswichtige Funktion dar.

Einige Mediatoren der Signaltransduktion von delaberflache zum Zellkern bilden die
Mapkinasen (MAPKSs). In den Aufgabenbereich der MAPkillen die Ubermittlung der
Signale fur Differenzierung, Apoptose oder Probteyn von Zellen. Kinasen modulieren die
Aktivitat von Transkriptionsfaktoren durch Phospyi@rung; somit kénnen externe Stimuli

genregulatorisch beantwortet werden.

Mittlerweile lassen sich drei verschiedene Subtypemn MAPKs benennen. Diese
unterscheiden sich in ihrer Substratspezifitat Redulation. Hierzu z&ahlen die:

» extrazellular Signal-regulierte Kinase (ERK)
e c-Jun-NH2 terminale Kinase (JNK)
* sowie die p38 mitogen-aktivierte Mapkinase

Die Aktivierung aller drei MAPKs wurden bei Herznkeshypertrophie beobachtet (Markou
et al, 2002).

Als vierte MAPK wurde zusatzlich die groRe mitogektivierte Kinase 1 (BMK 1)
identifiziert. lhre physiologische Funktion ist rfoaoveitgehend unbekannt. Bei einigen
Zellarten wird diesem Signalweg die Regulation sagater ,early response genes* wie c-

jun zugeschrieben (Kato et al, 1997).

1.10.1 Stress-aktivierte Proteinkinase (SAPK)/JNK

Die Stress-aktivierte Proteinkinase Jun-N-terminkilgase SAPK/JNK wird vorzugsweise
durch UV- und Gammastrahlung, inflammatorische Kyte und in manchen Fallen auch
Wachstumsfaktoren phosphoryliert. Neben der zelun& Antwort auf Stress und
Entzindungen reguliert die JNK Prozesse wie Pralilen, Gewebsmorphologie und
Apoptose(Paul et al, 1997).
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Die ausschlaggebende Signaleinheit der JNK bestefitMitogen aktivierte Proteinkinase
Kinase Kinase (MAPKKK), meist extrazellular Sigmalulierte Kinase Kinase 1-4
(MEKK1-4) oder einer der gemischt abstammende Kn@4LK), welche die Eigenschaft
besitzen, MAPK Kinase 4-7 (MKK4-7) zu phosphoryierund zu aktivieren. Letztere ist
eine der SAPK/INK vorgeschaltete Kinase. Die Siges¢e werden Uber die GTPasen der
Rho-Familie weitergeleitet (siehe Abbildung 1-6).

1.10.2 Extrazellular Signal-regulierte Kinase (ERK 1/2)

MAPKs dieser Familie wurden am intensivsten untelmswnd beeinflussen den Phanotyp
von Zellen. ERK 1/2 hat Einfluss auf den Differammingsgrad von Thymozyten,

Skelettmuskelzellen, Herzmuskelzellen und Nierethefzellen.

ERK wird durch extrazellular Signal-regulierte Kasa Kinase 1/2 (MEK 1/2) via
Phosphorylierung von Threonin 202 und Tyrosin 204iveert. Nach Bindung von
Wachstumsfaktoren oder anderen Agonisten an diehBéamsrezeptoren einer Zelle wird in
der Regel das Protein Raf durch RasGTP an die enfdyerflache der Plasmamembran
gebunden und durch Konformationsanderungen akti{bemhardt, 1996; Morrison, Cutler,
1994). Diese Induzierung fuhrt zum Ablauf einerraieschen intrazellularen Signalkaskade
von Raf Uber MEK1/2 bis hin zu ERK 1/2. Die aktneeMAPK reguliert die Aktivitat weiter
zentral gelegener Proteinkinasen und schliel3lioch der Transkriptionsfaktoren (siehe
Abbildung 1-6).

1.10.3 p38 mitogen-aktivierte Mapkinase (p38)

Die p38 MAPK wird durch externe Einflisse wie Hgzhock, oxidativer Stress und
osmotischer Schock aktiviert. Auch inflammatoriscAgtokine und vasoaktiver Stress
kombiniert mit Ischdmie beeinflussen die Aktivitder MAPK. Durch p38 kann die
Regulation von Entzindungsreaktionen, Zellprolifiera Zelldifferenzierung und Zelltod
kontrolliert werden (Ono et al, 2000).

Wie auch bei den anderen MAPKSs besteht die Sigmadgi der p38 aus MAPKKK, meist
MEKK oder eine der MLK. Diese besitzen die Moglielitk MKK3/6 zu phosphorylieren und

zu aktivieren. Letztere ist eine der p38 MAP Kinasegeschaltete Kinase. Die Aktivierung

22



Einleitung

der MKK3 und MKKG6 erfolgt durch die Phosphorylieguirvon Serin und Threonin. Die
Stressignale werden in dieser Kaskade durch diéndde GTPasen der Rho-Familie

Ubertragen.
Wachstumfaktoren, Mitogene Stress, inflammatorische Z ytokine,
Wachstumsfaktoren
Stimulus
A-Raf, B-Raf,
MAPKKK c-Raf, Mos,
Tp12
MAPK l l l
l
Biologische
Antwort l \

Proliferation, Entziindung, Apoptose, Proliferation,
Differenzierung, Entwicklung Differenzierung

Abbildung 1-6 MAPK-Signalkaskaden, nach Vorlage der Internetseite von Cell
Signaling, www.cellsignaling.de

Verschiedene Wachstumsfaktoren, Mitogene, Stress Aytokine wirken stimulierend auf die
Phosphorylierung der MAPKs ERK 1/2, p38 und SAPKI/JNDie Stimulierung lauft Uber
verschiedene, den MAPKSs vorgeschaltete, Enzymehevelbenfalls Kinasen darstellen. Folge der

MAPKs-Phosphorylation sind Proliferation, Differeezing, Entzindung und Apoptose.
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1.11 Aufgabenstellung

Mechanische Zugbelastung ist ein physiologischem@ts fir die kardiovaskulére

Embryoentwicklung beim Vertebraten.

Embryonale Stammzellen der Maus stellen ein vitro Modell fir den frihen
Postimplantations-Embryo dar. Differenzierungsvagg durch mechanische Zugbelastung
kénnten in diesem Modell induziert und analysiegtrden.

In der vorliegenden Arbeit soll geprift werden, abechanische Zugbelastung die

kardiovaskulére Differenzierung ES-Zellen der Mandkziert.

ROIs sind als Signalmolekile an der Transduktiorchmaischer Zugbelastung beteiligt.
Weitere Fragestellung der Dissertation ist, obEimwvirkung von mechanischen Kraften zu

einer intrazellularen ROI-Generierung fihrt.

ROIs fordern die Aktivierung der MAPKs p38, JNK uBRK 1/2, sowie von HIFd und
VEGF. Es soll untersucht werden, ob ROI in die Humechanische Zugbelastung initiierte

Signalkaskade eingreift.

Die Quelle der mechanisch induzierten ROI-Freisggzeoll identifiziert werden. Hierzu wird
die Expression der NADPH-Oxidase Untereinheiteneuntechanischer Zugbelastung

untersucht.

Mittels verschiedener Radikalfanger soll die durghgbelastung hervorgerufene ROI-
Generierung inhibiert und ein Effekt auf die Di#ezierung von ES-Zellen beobachtet

werden.

Kardiale Transkriptionsfaktoren unterstiitzen diebgranale Entwicklung des Herzens. Es
soll untersucht werden, ob diese Faktoren nach amsther Zugbelastung verstarkt

exprimiert werden und ob diese Vorgange redoxsensiguliert sind.
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2 Material & Methoden

2.1 Firmen

Abcam Limited, Cambridgeshire, UK

ABR, Golden, USA

Abgene, Hamburg, Deutschland

Ambion, Woodward Austin, USA

Alexis, Griinberg, Deutschland

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

Biorad GmbH, Miinchen, Deutschland

Buhler, Hechingen, Deutschland
Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden, Deutschland
Cell Signaling, Cummin Center Beverly, USA
Chemicon International, Hampshire, UK

Dianova, Hamburg, Deutschland

Dunn Labortechnik, Asbach, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Gilson International B.V., Bad Camberg, Deutschland

GFL, Burgwald, Deutschland
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Hanna, Kehl am Rhein, Deutschland
Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
Integra Bioscences, Fernwald, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Langenbrick, Emmendingen, Deutschland
Leica, Bensheim, Deutschland
Menzelglaser, Braunschweig, Deutschland
Molecular Probes, Eugene, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

PAA, Colbe, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland

Santa Cruz Biotechnologie, Santa Cruz, USA
Sartorius, Goettingen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland
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Tabelle 2-1 Gerate

Gerate Firmen gemalf Liste 2.1
Bioflexplatten 14
Brutschréanke 19
Cellspin Rihrsystem 20
Deckglaschen 22
Digitales pH-Meter 18
Icycler 8
Konfokale Lasermikroskope 21,23
Lichtmikroskop 33
Objekttrager 24
Pipetten 15,16
Schttler 9
Spinnerflaschen 20
Sterilbank 19
Flexercell Systeff 14
Wasserbad 18
Zellkulturplatten 7
Zentrifugen 15,19
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Tabelle 2-2 Chemikalien

Chemikalien Firmen gemal Liste 2.1

4-  (2-Aminooethyl)  -Benzensulfonyl10
Fluorid (AEBSF)

[B-Mercaptoethanol 32
Chloroform 28
DNase | 21
Dimethylsulfoxid (DMSO) 10
DPI 32
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) 21
ESGRO 12
Iscoves modifiziertes 7

Dulbecco Nahrmedium (IMDM)

Fotales Kalberserum (FCS) 32
Glutamin 28
2°-7’-Dichlorofluorescin (hbDCF) 25
Essenzielle Aminosaurelésung (MEM) 28
Mitomycin 32

aus dem murinen Leukamievirus isoliert@
Reverse Transkriptase (MMLV RT)

N- (2-Mercaptopropionyl)-glycin 32
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nicht essenzielles Medium (NEA) 7
Natriumpyruvat 7
Paraformaldehyd 32
phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) 28
Penicillin/Streptomycin 28
Priméare Antikorper 1,2,11, 32
Primer 21
RNAlce 32
Imidazolderivat, spezifischer Blocker deb

p38 MAPK (SB203580)

Sekundare Antikorper 12,13
Sigmacote 32
spezifischer Blocker der c¢-Jun-NH2A2
terminale Kinase (SP600125)

SYBR Green Supermix 8
Trizol 21
Triton X-100 32
Trypsin 21
Trolox 32
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spezifischer Blocker der extrazellulléﬁg
Signal-regulierten Kinase (1,4-Diaminp-
2,3-dicyano-1,4- (2-aminophenythiq)-
butadien)) (UO126)

Tabelle 2-3 Puffer, Losungen und Medien

PBST (1%, 0,1%, 0,01%) PBS + 1% (v/v) Triton X-100
PBS + 0,1% (v/v) Triton X-100

PBS + 0,01% (v/v) Triton X-100

Iscoves Medium mit 18% FCS 500 ml IMDM Medium olBkitamin
40,0 ml hitze-inaktiviertes FCS

50,0 ml FCS

6,25 ml NEA

6,25 ml Glutamin

6,25 mlI3-Mercaptoethanol

5,0 ml MEM

1,5 ml Penicillin/Streptomycin
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10fach PBS (phosphatgepufferté g KCI

Salzlésung)
4 g KH,PO,
160 g NacCl
23 g NaHPQOyxH,0
in HO gelost, pH mit HCl auf 7,4
eingestellt

LIF-Medium 50 ml Iscoves Medium mit 18% FCS
1 ml ESGRO-L6sung (LIF)

2.2 Zellkultur

2.2.1 Die Stammzelllinie CCE S103

Die Stammzelllinie CCE S103 wurde bereits 1986 wdem Arbeitsgruppe Robertson aus
Mauseembryonen isoligfiRobertson et al, 1986).

In Zellkultur, auf einem Monolayer von Fibroblastéar Maus wachsend, kdnnen die Zellen

undifferenziert Gber lange Zeitrdume kultiviert den.

Alle Experimente der vorliegenden Dissertation veerdnit der ES-Zelllinie CCE S103
durchgeflnhrt.

Im undifferenzierten Entwicklungsstadium werdennStezellen auf Fibroblasten gezichtet
und ein taglicher Mediumwechsel durchgefiihrt. Umdmsem Zeitpunkt der Kultivierung
eine spontane Differenzierung zu inhibieren, wiesndiscoves Nahrmedium das Zytokin LIF

zugesetzt.

31



Material & Methoden

2.2.2 Fibroblasten der Maus

Fibroblasten fungieren bei der Zellkultur von ESl&e als sogenannte ,Ammenzellen®. Sie
haben einerseits erndahrende Funktion, anderemeidkizieren sie auch eine gewisse Menge
des LIF-Faktors zur Unterdriickung der Stammzebdéhzierung. In der ES-Zellkultivierung
wird in der Regel eine Kombination aus Fibroblaktétur und extern zugefiihrtem LIF
eingesetzt.

Die Kultivierung erfolgt im Brutschrank bei eineemperatur von +37°C, einem @Gehalt

von 5% und einer relativen Luftfeuchte von 95%.

Die Fibroblasten werden aus Mauseembryonen an Waidf zler Trachtigkeit isoliert und
anschlieBend kultiviert. Sie kénnen bei -196°C limlsgigem Stickstoff gelagert und nach

Bedarf aufgetaut und kultiviert werden.

In der Zellkultur werden Fibroblasten in Iscovesdiulen mit 18% FCS ausgesat und bis zur

Konfluenz herangezogen.

Nach dem Erreichen einer festgelegten Zelldichtelere die Zellen flr zwei Stunden in einer
mitomycinhaltigen Nahrlésung inkubiert. Mitomycin i€t ein zur Gruppe der Antibiotika
gehdriges zytostatisches Medikament, gewonnen mept8myces caespitosus. Es wirkt tber
Alkylierung und Cross-linking von DNA und unterbetdauf diesem Weg die weitere
Replikation der Zellen. Diesen Vorgang nennt manldaktivierung der Fibroblasten.

Auf der Oberflache dieser Zellschicht werden didiffarenzierten Stammzellen angeziichtet.

2.2.3 Kultivierung der Zelllinie CCE S103 im zweidimensiamalen Zellverband

Nach dem Auftauen kénnen die Stammzellen auf imegkten Fibroblasten ausgesat und
kultiviert werden. Einmal taglich wird das Nahrmah vollstandig abgenommen und durch
frisches Medium ausgetauscht. Innerhalb von zweidbei Tagen erreichen die Zellen einen
konfluenten Zustand. Unter dem Lichtmikroskop kamer Zusammenschluss von
Einzelzellen zu grolReren Zellverbanden (auf einemtetgrund von Fibroblasten
heranwachsend) verfolgt werden. Die Kultivierungfolgt im Brutschrank bei einer
Temperatur von + 37°C, einem @QGehalt von 5% und einer relativen Luftfeuchte @&9%.
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Muriner
Fibroblast

/

ES-
Rl Zelle

Abbildung 2-1 Undifferenzierte Stammzellen im zweidnensionalen Verband
Das Bild zeigt das Wachstum undifferenzierter Efe#Zéan Zellkultur. Die Stammzellen sitzen auf

einer grundierenden Schicht von Fibroblasten deubla

Das proteolytische Agens Trypsin-EDTA wird verwendsnm die entstandenen Zellverbande
wieder in Einzelzellen zu dissoziieren. Dazu werdka Zellen mit 37°C-warmem PBS
gewaschen, und eine dinne Schicht Trypsin-EDTA dief Zellen in der Kulturschale
aufgetragen. Nach einer Inkubation der Zellen @een Zeitraum von drei bis fiunf Minuten
lassen sich die aufgelockerten Zellverbande miw@ter Pipette vorsichtig in Einzelzellen
auftrennen. Die Reaktion wird durch die Zugabe KHaurmediums in vierfacher Menge

abgestoppt.

Dieses Verfahren dient einerseits dazu, prakonfeuéfulturen von Stammzellen neu zu
passagieren, auf neue inaktivierte Fibroblastenzum#®en und weiter zu kultivieren.
Andererseits konnen die hier gewonnenen EinzelzétieSpinnerflaschen-Systeme Uberfiihrt
werden. Die dissoziierten Stammzellen erhalten em &pinnerflaschen die Mdglichkeit,

spontan zu differenzieren.
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2.3 Kultivierung der Zelllinie CCE S103 im dreidimensionalen Zellverband:

multizellulare Embryonalkérperchen

Nach der enzymatischen Dissoziierung werden diedEzellen in Spinnerflaschen mit einem
Fassungsvermdgen von 250 ml tGberfuhrt. Das Anfasigewen von 100 ml Iscoves Medium
mit 18% FCS wird am darauf folgenden Tag auf 250anffyeftillt. Taglich werden 100 ml

des Nahrmediums mit frischem Kulturmedium ausgetatus

Innerhalb der Spinnerflaschen konnen die vereiemeltZellen aggregieren, sodass
Embryonalkorperchen entstehen. In diesen Zellzusamsohlissen beginnt die spontane

Differenzierung der ES-Zellen.

In einer Spinnerflasche kdonnen bis zu 1000 EBseamém Durchmesser von bis zu drei

Millimetern herangeziichtet werden.

Abbildung 2-2 Embryonalkérperchen (EB)
Bis zu 1000 Embryonalkérperchen kdnnen in einemngpilaschen-System herangezogen werden.
Der Durchmesser der EBs liegt bei zwei bis maxirdedi Millimetern. In diesen kugeligen

Zellverbande haben die undifferenzierten Stammedike Mdglichkeit, spontan zu differenzieren.

Um der Zelladhasion vorzubeugen, sind die Spinascfien mit einer silikonhaltigen
Substanz (Sigmacote) an ihren inneren Glaswanddrdan zwei Ruhrkloppeln tberzogen.
Die Kloppel werden von einem magnetischen Ruhramt(Cellspin Ruhrsystem) mit 20

Umdrehungen pro Minuten und Richtungswechsel naetveils vier Umdrehungen
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gleichmalig bewegt. Hierdurch wird eine homogenef@eratur- und Nahrstoffverteilung,
sowie eine gleichmalige G&attigung innerhalb des Mediums sichergestelit.

Durch ein nicht vollstandiges VerschlieRen der 8piflaschenhalse ist ein Gasaustausch mit

der Umgebungsluft garantiert.

Die Kaultivierungsbedingungen in den Spinnerflaschen Brutschrank liegen bei einer
Temperatur von + 37°C, einem @QGehalt von 5% und einer relativen Luftfeuchte @&i%6.
Entsprechend der vorgesehenen Versuche konnen de BEu unterschiedlichen

Wachstumsstadien aus dem System entnommen unapérifiente verwendet werden.

2.4 Applikation mechanischer Zugbelastung auf die Zelihie CCE S103 im Flexercell
Systen?

Abhangig von Funktion und Lage sind die Korperzekenes Organismus einer Deformation
durch Zug- und Druckspannungen ausgesetzi/iitho verandern Zellen, die wahrend des
Wachstums mechanischer Zugbelastung ausgesetztnyespkzifisch ihren Stoffwechsel und

ihr Erscheinungsbild.

Nach drei Tagen Wachstum der EBs im Spinnerflas@ystem werden sie aus der Flasche
entnommen und auf spezielle, kollagenbeschichtetaltiddhalen (Bioflexplatten) mit
elastischem Silikonboden gesetzt. Ein taglicher Mget des Nahrmediums wird

durchgefuhrt. Die Kulturbedingungen werden unveeéiihdeibehalten.

Nach 24 Stunden haben die ausgesaten EBs festemakkonur flexiblen Membran

aufgenommen, und somit kann durch Dehnung derisgthsn Membran eine Zug- und
Druckspannung auf die anhaftenden Zellen ausgeébiem. Zu diesem Zeitpunkt befindet
sich die Differenzierung der ES-Zellen im Anfangstim (Sachinidis et al, 2003). Diese
mechanische Belastung im Flexercell Systenkann mit den invivo auftretenden

mechanischen Kréaften, denen Zellen wéhrend desiglbgschen Wachstums ausgesetzt
sind, gleichgesetzt werden. Adharente Zellen korirer unterschiedliche Zeitraume und mit
verschiedenen Zugbelastungen behandelt werden. dasputerprogramm FX-3000 des
Flexercell Systents bietet die Méglichkeit, eine prozentuale Dehnungr @lastischen

Membran einzustellen. Mit der vorhandenen Vakuumgeirkann aus technischen Griinden

eine Dehnung der Membran tber 20% nicht durchgefikarden.
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Die Hauptuntersuchungen dieser Studie werden heerezweistiindigen mechanischen
Zugbelastung der EBs durchgefihrt. Im Rahmen jadEsuches wird eine unbehandelte
Probe (Kontrolle) mit einer Probe nach mechaniséugbelastung verglichen. In speziellen
Experimenten werden einige Zellproben mit unteesdiichen Radikalfangern und

spezifischen Blockern vor der mechanischen Zughedgsnkubiert.

Die Multiwellschale verfigt Uber unabhangige Vdueen. Jede der elastischen
Silikonmembranen ist mit Kollagen beschichtet. Nakcimchschnittlich 24 Stunden sind die

anfangs schwimmenden EBs adharent.

Nach dem Einsetzen der Bioflexplatten in das FleoaleSysten® wird der elastische Boden
der Schalen tber computergesteuerte Ventile miuMiakund Druckluft bewegt. Neben der
mechanischen Bewegung der Zellen kann auch durch Hligssigkeitsstrom Stress, der

sogenannte ,shear Stress*, entstehen und zusaszifatie Zellen wirken.

Embryonalkdrperchen Embryonalkérperchen

1 1
® @ - |
oo

Vakuum

Abbildung 2-3 Behandlung der Embryonalkérperchen mt mechanischer Zugbelastung
Auf der linken Seite der Grafik sieht man EBs aufalastischen Membran sitzend. Kommt es, wie auf
der rechten Seite der Grafik zu einem ansaugena@émim, werden durch eine LAngendehnung der

Membran die aufsitzenden EBs einer mechanischenubghunterzogen.

36



Material & Methoden

2.5 Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie

2.5.1 Technik

Die Absorption von Licht definierter Wellenlangerd fluoreszierende Substanzen kann
dazu fihren, dass bestimmte Elektronen aus dem d3ustand in einen angeregten,
energiereicheren Zustand tbergehen. Ein Teil digeaommenen Energie kann in andere
Energieformen wie z. B. Warme umgewandelt werden,rdstliche Teil hingegen wird als

Fluoreszenzlicht emittiert (Schild, 1996).

Das emittierte Licht ist energiedrmer und langweltials das Anregungslicht. Es gibt in der
Fluoreszenzmikroskopie die Mdglichkeit, Anregungsxd Emissionslicht durch geeignete
Filter und dichroische Spiegel voneinander zu teennSo gelangt nur das kurzwellige
Anregungslicht auf das zu untersuchende Préapaxhinun das langwellige Emmissionslicht

zum Okular, Photomultiplier oder zur Kamera und gs@um Betrachter.

Die konfokale Laser-Raster-Mikroskopie (cLSM) bteteer Wissenschaft die Mdglichkeit,
klare Tiefenschnitte von dreidimensionalen Geweaenufertigen, ohne diese zu zerstéren

und unbrauchbar zu machen.

Durch die Abbildung einer nahezu punktférmigen ligtelle (in Abb.2.4 als Laser, Linse

und Lochblende dargestellt) auf die Probe (Anregualpmen) wird das Streulicht von

aul3erhalb der Fokalebene liegenden Gebieten fdigtaralig unterdrickt. Das gleiche

Volumen (Detektionsvolumen) wird dann auf eine Udehde (Detektorlochblende) mit

einem Durchmesser kleiner als 1mm vor dem Detektmyebildet. Mit der Lochblende

selektiert man einen Bildpunkt fir den Detektor.jéBlpunkte, die axial verschoben sind,
werden in der Ebene der Lochblende als unschaéiehEh abgebildet. Hierbei bestimmt das
Verhéltnis dieser Flache zur Flache der LochbletigeUnterdriickung des Objektpunktes.
Die Abbildung 2.4 zeigt schematisch den Strahlegggnes cLSMs.

Die Bestrahlungszeit eines Gegenstandpunktes dauewenige Millisekunden. Daher ist in
der Regel ein Laser erforderlich, um ausreichengbriélszenz anzuregen. Alle weiteren
Punkte werden wéhrend dieses Zeitintervalls niahgeatrahlt und kénnen daher nicht

ausbleichen oder verandert werden.

37



Material & Methoden

Das Prinzip der cLSM resultiert in einer deutlichErméhung des Kontrastes und einem

wesentlich geringeren Anteil an stérender Fluonezz®n aul3erhalb der Fokusebene.

Die Lochblende erméglicht die Darstellung einesi&d von sehr geringer Grol3e, weniger als
1 mal 1 um des Gegenstandes. Das aus der Lochbéerstieetende Licht wird von einem
Photomultiplier detektiert und die Information amen Computer weitergegeben. Dieser
speichert die Information als ein Bildelement (Pixeit einer Helligkeitsinformation als
erstes Pixel einer Grafik ab. Die automatische é&astrichtung des cLSMs richtet dann den
Strahlengang des Anregungs- und Emissionslichtesf a@&inem benachbarten

Gegenstandspunkt der Fokusebene (Ablenkung in-Aehse).

In der Grafik wird ein zweites Bildelement gespeith Ist die erste Zeile des Bildes,
Ublicherweise mit 512 Pixel, geflllt springt dasstyn in die zweite Spalte (Ablenkung in
der y-Achse). Auf diese Art und Weise werden all@ Zeilen gespeichert. Das dargestellte
Bild zeigt die Intensitdt der Fluoreszenz innerhadr Fokusebene und wird auch als

»optischer Schnitt* bezeichnet.

Sollen optische Schnitte aus mehreren, aufeinaiottgernden Ebenen aufgenommen werden,
kann dies durch Heben bzw. Senken des Objekttisetregcht werden. Dadurch wird die
raumliche Ausdehnung des Praparats optisch autgaeldsl kann mittels geeigneter

Computerprogramme ausgewertet werden.
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Abbildung 2-4 Vereinfachter Strahlengang eines cLSM, modifiziert nach der
Internetseite www.uk.plbio.kvl.dk
Das Licht einer punktformigen Lichtquelle (Lasemde und Lochblende) wird, wie in der oberen

Skizze erkennbar, tGber einen dichroischen Spiegden Strahlengang des Mikroskops eingebracht
und durch das Objektiv in das Praparat fokussiert.

Reflektiertes oder Fluoreszenzlicht aus der Fokesebwird durch das Objektiv und die
Detektorlochblende (pinhole) von einem Detektds.(ein Photomultiplier) aufgenommen. Licht aus

Ebenen Uber oder unter der Fokusebene wird duretbditektorlochblende abgeschirmt.

2.5.2 Préaparation der EBs fur die konfokale Laser-RasterMikroskopie (CLSM)

Nach dem Einwirken mechanischer Zugbelastung wedienZellen zu unterschiedlichen
Entwicklungsstadien fixiert und immunzytochemischfggbt. Die EBs werden auf der
Kollagenmembran sitzend ausgeschnitten und aufrei@bjekttrager gelegt. Anschliel3end
benetzt man die Zelloberflache mit einer GlyzerBIEPLosung (Verhaltnis 1:1) und deckt sie

mit einem dinnen Deckglaschen ab. Die Analyse dée& unter dem cLSM erfolgt sofort.

2.6 Immunzytochemie

In dem folgenden Abschnitt sind alle in der Dissoh eingesetzten primaren Antikorper mit
ihrer Spezifitat beschrieben:
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Der monoklonale PECAM-1 (CD31) spezifische Antikérgtammt aus der Ratte und wurde
fur die Erkennung des 130-140 kDA grofRen Oberflaphateins, CD31entwickelt, welches

bedeutsam fur Zell-zu-Zell-Interaktionen, Zell-Matiteraktionen und im Rahmen der

zellularen Signaltransduktion ist. CD31 kann zugétzn kleinen Mengen auf Blutplattchen

und Leukozyten nachgewiesen werden. Der Antikonpeat in einer Konzentration von 1:200

eingesetzt.

Der monoklonale Anta-Aktinin spezifische Antikorper stammt aus der Mabasa-Aktinin

ist ein Aktin-Bindungsprotein, das sowohl in Musedlen als auch in anderen Zellen
exprimiert wird. In glatter Muskulatur befindet Bia-Aktinin vermehrt in Dense-Korperchen
und Plaques, die fir dieses Gewebe charakterissisch Der Antikérper reagiert spezifisch
mit dema-Aktinin der Skelett- und Herzmuskeln. Der Antikérpdetektiert die Z-Scheibe in
Stressfasern von Myotubuli in Skelett- und Herznelwddlen, allerdings nicht die nicht-
sarkomerischen Muskelelemente (Bindegewebe, Epitdetven, glatte Muskulatur). Der

Antikodrper wird in einer Konzentration 1:200 eingtd.

Der monoklonale HIF-d spezifische Antikorper wird in der Maus hergestetid ermdglicht
die Darstellung der HIFd-Expression in biologischen Geweben. Hiée+kichert sich unter
hypoxischen Bedingungen sehr schnell im Zellkerruiath heterodimerisiert dort mit ARNT
(aryl hydrocarbon nuclear receptor translocatoay duch als HIFf bezeichnet wird. HIF-

la wird eine aktivierende Rolle in der Angio- und Wakgenese zugeschrieben, besonders
in der Regulierung der VEGF-Genexpression. Der &mper wird in einer Konzentration

von 1:100 eingesetzt.

Der monoklonale VEGF (C-1) spezifische Antikdrpsrein IgG, aus der Maus und wird flr
immunzytochemische Farbungen der VEGF-Expressidbeweben eingesetzt. VEGF ist ein
dimerisches Glykoprotein, das strukturell homologPDGF ist. Einige Varianten von VEGF
wurden durch mRNA Splicing nachgewiesen. Die Expromg von VEGF wird unter
anderem auch der Induzierung von Hié-adnd ROI zugeschrieben. Der Antikdrper wird in

einer Konzentration von 1:200 eingesetzt.

Der polyklonale Phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2) spiseiie Antikorper markiert die
p44/42 mitogen-aktivierte Proteinkinase (p44/42 NkARauch extrazellular regulierte Kinase
genannt. Der Antikoérper wird im Kaninchen erzeu@je ERK 1/2-Aktivierung erfolgt durch
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Phosphorylierung von Threonin 202 und Tyrosin 20der katalytischen Region der MAPK.
Die MAPK-Signalkaskade wird durch neurotrophiscinel Wachstumsfaktoren aktiviert und
spielt eine Rolle in Zellproliferation und Zelldgifenzierung. Der Antikdrper wird in einer

Konzentration von 1:200 eingesetzt.

Der polyklonale Phospho-SAPK/JINK spezifische Antper detektiert die Stress-aktivierte
Proteinkinase. Die Aktivierung lauft in diesem Faller die Phosphorylierung von Threonin
183 und Tyrosin 185. Zellularer Stress und Zytokitanen diese Reaktion hervorrufen. Der

Antikérper wird im Kaninchen erzeugt und in einesrikentration von 1:200 eingesetzt.

Der polyklonale Phospho-p38 spezifische MAPK Antpgér stammt aus dem Kaninchen und
erkennt die aktivierte Form der Mitogen-aktivierteroteinkinase. Die Aktivierung lauft Gber
die Phosphorylierung von Threonin 180 und Tyros82.1Ursache der Aktivierung sind
zellularer Stress und Zytokine. Der Antikérper windl einer Konzentration von 1:200

eingesetzt.

Die polyklonalen Antikorper zur spezifischen Deteking der NADPH-Oxidase
Untereinheiten stammen, bis auf den Antikorper, flerdie Detektierung von p67-phox
entwickelt wurde, aus der Ziege. Der Antikdrper gye@67-phox wird aus dem Kaninchen
isoliert. Die Antikdrper gegen p47-phox und p67-phbinden an die namensgleichen
NADPH-Oxidase Untereinheiten im Zytosol, welche maer Aktivierung der Oxidase zur
Plasmamembran wandern und dort mit dem Flavocytoechden aktiven Proteinkomplex
formieren. Die Antikorper gegen p22-phox bindet miter membrangebundenen
gleichnamigen Untereinheit der NADPH-Oxidase. Deimgre Antikdrper gegerNox 4

stammt aus der Maus. Alle Antikdrper zur Detektngruler NADPH-Oxidase Untereinheiten

werden in einer Konzentration von 1:50 eingesetzt.

2.6.1 Sekundare Antikorper
Zur Detektion der primaren Antikorper werden in demmunzytochemischen Farbungen
sekundare Antikorper eingesetzt. Diese enthalteifrlalorochrom ein Indocarbocyanin.
Gearbeitet wird in den Experimenten mit folgendebs$anzen:

FITC konjugiertes Ziege anti-Maus 1gG
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Cy5 konjugiertes Schaf anti-Maus IgG
Cy5 konjugiertes Maus anti-Ziege 1gG
Cy5 konjugiertes Ziege anti-Ratte 1gG
Cy5 konjugiertes Kaninchen anti-Ratte 1gG

Alle sekundaren Antikorper werden fir die immunzjtemischen Farbungen in der
Konzentration von 1:100 eingesetzt.

Die Herstellung der sekundaren Antikorper basiefimmunelektrophorese.

Der FITC-Antikorper weist ein Anregungsmaximum keier Wellenlange von 490 nm und
ein Emissionsmaximum von 529 nm auf. Die Anregurfglgt mit einem Argonlaser mit

einer Wellenlange von 488 nm.

Der Cy5-Antikorper wird mit einem Helium-Neon-Lasait einer Wellenlange von 633 nm

angeregt. Das Anregungsmaximum liegt bei 650 nmdasdEmissionsmaximum bei 674 nm.

2.6.2 Durchfiihrung der immunzytochemischen Markierung

Als Immunzytochemie wird in der Biologie eine Metlsobezeichnet, mit der Antigene im
Gewebe mit Hilfe von Antikérpern nachgewiesen warkénnen. Damit kann beispielsweise
bestimmt werden, in welchem Gewebe ein spezifis¢hretein vorhanden und in welchem

Kompartiment der Zellen es lokalisiert ist.

Grundlage fur die Durchfuihrung einer immunzytochseezhen Farbung ist ein Antikorper, der
spezifisch gegen das Antigen gerichtet ist, das naamstellen mdochte. In allen
immunzytochemischen Experimenten der vorliegendeheif wurde mit der indirekten
Immunfluoreszenzmethode gearbeitet, um die gesmdRteteine sichtbar zu machen. Bei
dieser Methode wird im ersten Schritt das zu unotdrende Gewebe mit einem primaren
Antikorper inkubiert. Im zweiten Schritt wird damm Antikorper eingesetzt, der sich gegen

den ersten Antikorper richtet.
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Abhangig von der Versuchsdurchfiihrung werden dieedeu unterschiedlichen Zeiten nach
einmaligem Waschen mixPBS sofort mit eiskaltem 4%igem PFA fur 1 StundiEs oder

fur 20 Minuten mit 100%igem Methanol fixiert.

Die Proben werden dreimal mit PBS gewaschen, unteR#sr Fixierlosung vollstandig zu

entfernen.

Permeabilisiert werden die EBs durch eine Inkulmation 15 Minuten in 0,01%igem PBST.
Triton X-100 ist verantwortlich flr die Permeahigiging der Zellmembran und erméglicht es
den Antikérpern, in die Zelle zu den Zielproteirengelangen.

Um unspezifische Bindungsstellen fir die Antikdrpézublocken und eine Anlagerung des
primaren Antikorpers an solche zu verhindern, werdée Zellen anschlieBend in einer
10%igen Blocklosung (10%iges Magermilchpulver i018poigem PBST oder 10%iges FCS
in 0,01%igem PBST) fir eine Stunde bei Raumtempenakubiert.

Fur die Farbung der ES-Zellen mit primaren Antilgrp werden diese in festgelegten
Konzentrationen (siehe Abschnitt 2.7.1) in 10%igeiichpulver in 0,01%igem PBST oder
10%igem FCS in 0,01%igem PBST fir 90 Minuten beurReemperatur oder tber Nacht bei
Kahlschranktemperatur inkubiert.

Anschlie3end werden die Zellen finfmal mit 0,1% FRf@waschen.

Die Inkubation mit dem sekundaren Antikdrper erfdigy 60 Minuten bei Raumtemperatur
und einer Konzentration von 1:100. Fir die Farbdeg ES-Zellen werden die sekundaren
Antikorper in 10%igem Milchpulver in 0,01%igem PBSdder in 10%igem FCS in
0,01%igem PBST inkubiert.

Bei diesem Vorgang werden die Zellen vor direktahteinstrahlung geschiitzt, damit die

Fluoreszenz des sekundaren Antikdrpers nicht vamigeht.

Der letzte Schritt der immunzytochemischen Farbistgein flinfmaliges Waschen der ES-
Zellen mit 0,1%igem PBST, um den ungebundenen skken Antikdrper vollstandig zu

entfernen.

Die Zellen werden mit einem PBS-Glyzerol-Gemischerdéltnis 1:1) bedeckt. Von den
Zellen werden Bilder unter dem cLSM aufgenommen mitdspeziellen Analyseprogrammen
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ausgewertet. Jedes unter dem cLSMs aufgenommedeeBiés EBs setzt sich aus sechs
optischen Schnitten des Zellgewebes von jeweilsacitO pm Dicke zusammen. Die
einzelnen Schichten werden anschlieBend Ubereinangelegt und somit die

Gesamtfluoreszenz eines EBs vom Computerprogranatysaert. Die einzelnen Ergebnisse

werden anschlie3end untereinander in Relation zeset

2.7 RT-PCR

2.7.1 Durchfihrung der RT-PCR

Die RT-PCR ist eine molekularbiologische Technikr zDetektion von m-RNA-

Transkriptionsfragmenten.

Das Prinzip beruht hierbei auf der Gewinnung votradderter und gereinigter Gesamt-RNA
(totaler RNA) aus lysierten Zellproben. Die RNA @ianschlielend revers transkriptiert

(3" 57), wodurch cDNA Strange entstehen.

An spezifischen, durch die Basensequenz festgele@iellen auf der cDNA binden
Oligonukleotid-Primer. Diese Primer entsprechen emin komplementaren DNA-

Strangabschnitt von ca. 20 bis 30 entsprechendserBa

Das Enzym DNA-Polymerase liest die cDNA in-3%" -Richtung ab und polymerisiert einen
neuen cDNA-Strang in 5, 3 -Richtung. Dieser neue Strang dient dann alsik&gtsodass es
letztendlich zu einer exponentiellen Zunahme deBlA&lehaltes kommt. Zur Herstellung
der cDNA werden 2 g der isolierten RNA in ein Gesalumen vom 20 pl mit MMLV RT
Uberfuhrt. Die Konzentration der eingesetzten Priisiejeweils 10 pmol/20 ul entspricht 0,5
HMI/L.

Die Amplifikation der cDNA wird im lIcycler OpticalModule® der Firma Biorad
durchgefuhrt. Zur Versuchsdurchfihrung wird dercélte Sybr Green Fluorescein Mix

verwendet.
Folgendes Programm wird zur Durchfihrung der RT-BERutzt:

+ 93°C fur 15:00 Minuten zur Denaturierung (dengsoannten ,hot start step”)
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+ 93°C fur 30 s, fur 30 s Gluhtemperatur (Annedkngperature) des Zielgenes, + 72°C fur
30 s, dieser Vorgang wird 45-mal durchgefthrt

+ 50°C flr 10:00 Minuten

Unter Annealing versteht man die Anlagerung desé&s an das DNA-Template. Nach dem
Aufschmelzen der gesamten DNA wird das Reaktionsggmauf eine genau definierte

Temperatur abgekuhlt. Bei dieser so genannten Amgéamperatur kommt es zur

spezifischen Bindung des Primers an sein Temp#dlierdings auch zur Renaturierung des
ursprunglichen Doppelstranges und zur unspezifirsétrdagerung. Diese Renaturierung wird
durch einen hohen Primertberschuld verhindert. & Bindung der Primer renaturiert der
Rest des Templates. Der Primer wird dadurch niehdnangt. Die unspezifische Anlagerung
wird dadurch vermieden, dass die Annealingtemperiatapp (ca. + 2C°) unterhalb der

Schmelztemperatur liegt.

Unterschiedliche Annealingtemperaturen in der egeénden Studie sind
+ 60°C fur HIF-In, Nox 1, GATA 4 und BACT

+ 62°C fur VEGF und MEF-2c

+ 64°C furNox4 und GAPDH

Der Fluoreszenzanstieg des SYBR Green wird autsofathach jedem Extensionsschritt
gemessen. Die amplifizierten Transkripte werdenemuf2%iges Agarosegel aufgebracht und

auf ihre Reinheit untersucht.

Die Ergebnisse werden Uber die gandideCr-Methode ermittelt. Hierbei vergleicht man die
Cr-Werte des untersuchten Genes mit denWerten eines konstant exprimierten
Housekeeping Genes.

2.8 Durchfuihrung der RNA-Isolation

Bei allen beschriebenen Arbeitsschritten wird dagmachtet, eine RNAse-Kontamination zu

vermeiden. Geeignete Schutzmallinahmen sind dabeil@d@&n von neuen, puderfreien
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Handschuhen, das Arbeiten mit sterilen Pipettenspitund die Verwendung gesonderter
RNA-Pipetten.

Fur die RNA-Isolation wird das zu untersuchenddrdaterial mit PBS vorsichtig von der
elastischen Membran gel6st und anschlie3end nkialegsn Trizol (Zelllyse) behandelt. Nach
dem Auflésen der Zellen wird der Trizollésung eisés Chloroform beigefiigt. Die Zellen
werden mit dem Trizol und Chloroform gut durchmisdhis das Probengemisch homogen
weildlich trib erscheint. Die einzelnen Proben werfle finf Minuten bei Raumtemperatur
gelagert. Anschlie3end folgt flr die Dauer von 2idien eine Zentrifugation bei + 4°C und
10000xg. Nach dem Zentrifugieren entstehen drei Phasedet Unterphase am Boden der
Eppendorfréhrchen (Chloroformphase) setzen sicliPdideine und Lipide ab. Die Interphase
enthalt leichte Proteine und DNA, in der OberpHasfendet sich die geldste RNA.

Von diesen entstandenen drei Phasen, wird die ebitlissige Phase abgenommen und in ein
neues Eppendorfrohrchen tberfihrt. Dieser Oberpivaseerneut Chloroform zugefiigt und

das Gemisch unter gleichen Bedingungen erneutizegiért.

Folge dieser Zentrifugation ist eine weitere Phhddung. Die wassrige Oberphase kann
abpipettiert und zu eiskaltem Isopropanol (Fallaey RNA) gegeben werden. Durch eine
langere Einwirkzeit des Isopropanols wird der Rédlseffekt verstarkt. Nach einer Wartezeit
von mindestens 20 Minuten bei einer Lagerung deb®&bei — 20°C wird diese bei den oben

erwahnten Konditionen erneut zentrifugiert. AlstéeBhase wird ein Pellet abgetrennt.

Nach Abnahme des fliissigen Uberstandes bestehleti¢e Schritt in der Waschung des
RNA-Pellets. Hierzu werden 70%iges Ethanol auffdste Phase gegeben und abschlie3end
bei + 4°C bei 4500€y uber funf Minuten zentrifugiert. Nach der Abnahdgs Ethanols wird
das Pellet getrocknet (Verflichtigung des Alkohaisll in eiskaltem nukleasefreiem Wasser

resuspendiert.

In diesem Pré&parationsstadium kann die isolierté RMgefroren und bei — 20°C Uber einen

langeren Zeitraum gelagert werden.

Die Reinheit und Sauberkeit der isolierten RNA wiat dem Einsatz im Icycler Uberprift.
Hierzu werden die Proben uber eine Gelelektropleores einem 1%igem Agarosegel

separiert. Hiebei werden 10 ul PCR-Produkt/Bahndemrauf ein Agarosegel, welches 0,5
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pg/ml Ethidium Bromid enthélt, aufgetragen. Diekélephoretische Auftrennung erfolgt in
TBE Puffer bei 80 V fur 1 Stunde. Die Gele werdenten UV-Licht mit einer
Computerkamera fotografiert und auf Diskette gedpeat.

2.8.1 DNAse Behandlung der isolierten RNA

Vor der Durchfihrung einer RT-PCR wird eine DNassh&ndlung vorgenommen, um eine
Amplifikation von noch in der Probe vorhandenenagaischen Sequenzen zu verhindern.

Die isolierte RNA wird mit einem Mastermix fir eir&tunde bei + 37°C inkubiert. Das

Endvolumen von 50 pl wird mit nukleasefreiem Wasadr200 pl aufgefillt.

Nach der Zugabe von 200 ul Phenol/Chloroform imhéénis 1:1 wird die Mischung fur 10
Minuten bei + 4°C und 1256@ zentrifugiert. Die entstandene Oberphase kanerallgmen
und nochmals mit 200 pl Chloroform unter den glerciBedingungen zentrifugiert werden.
Erneut trennt sich das Flussigkeitsgemisch aufdiadbere flissige Phase wird abgezogen.
Mit 20 pl NaOAc und 500 pl reinem Ethanol kann drRNA in einem neuen
Eppendorfréhrchen gefallt werden. Die Proben werthen obigen Bedingungen in der

Zentrifuge behandelt.

Das entstandene Pellet wird mit 70%igem Ethanolagewen und 15 Minuten bei + 4°C und
12500¢g zentrifugiert. Das Pellet trocknet bei Raumteraper und wird anschlieRend in

nukleasefreiem Wasser resuspendiert.

Die RNA-Konzentration der Proben wird umgehend iwtofmeter analysiert. Die totale
RNA-Konzentration wird Gber die Qlynm Methode bestimmt. Hierzu werden 1 pl isolierte
RNA auf 99 ul RNasefreies Wasser gegeben und intoRfeder die Extinktion gemessen.
Dabei dienen 100 ul RNasefreies Wasser zur Eicla@sg?hotometers. Eine optische Dichte
von 1 entspricht 40 pg RNA pro ml und somit kanteumBericksichtigung der Verdinnung
die Konzentration der RNA bestimmt werden. Abweingen zeigen Verunreinigung durch
Proteine oder Phenole an. Als MalR der ReinheitRIA wurde die OD-Ratio bestimmt.
Diese sollte zwischen 1,8 und 2 liegen. Grol3e Abmaigen weisen auf Verunreinigungen
der RNA hin.
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2.8.2 komplementare DNA (cDNA) Synthese der isolierten RN

cDNA ist die Kurzform fur ,complementary“ DNA, adfeutsch komplementare DNA.

Sie wird genutzt, um Intron-frei mit dem Gen odeenBestandteilen arbeiten zu kénnen.
cDNA ist beim Handling und bei der Lagerung unemgicher und stabiler als reine RNA.
Einmal gewonnen kann sie uber einen langeren Zeirbei — 20°C gelagert werden. Um
cDNA zu gewinnen, werden 2 pg RNA in ein Gesamtwwn von 20 pl einer aus dem
murinen Leukamievirus isolierten Reversen Transagep (MMLV-RT) dberfiuhrt. Die
reverse Transkriptase nutzt die RNA als VorlageEmstellung der cDNA. Die RNA wird mit
der Transkriptase fur eine Stunde bei + 37°C indathind anschliel3end finf Minuten lang
auf + 94°C erhitzt. Die hohe Temperatur dient dem&iurierung der Transkriptase. Die

entstandene cDNA kann im Icycler weiterverwendeties.
2.8.2.1 Verwendete Primer der RT-PCR

Die Informationen der Primersequenzen dieser Stwdieden freundlicherweise von der
Arbeitsgruppe Wartenberg des GKSS in Berlin/Telmw Verfigung gestellt.

Tabelle 2-4 Zielgene

GATA 4 fwd 5-TCA AAC CAG AAA ACG GAA GC-3°
rev 5-GTG GCATTG CTG GAG TTA AAC-3°
HIF-1a fwd 5-TCA CCA GAC GAG GCA GGA AA-3
rev 5-CTT GAA AAA GGG AGC CAT CA-3
MEF-2c fwd 5-TCATCT CTG TCT GGC TTC AAC-3°
rev 5-GGT GGT GGT ACG GTC TCC-3°
Nox 1 fwd 5-AAT GCC CAG GAT CGA GGT-3
rev 5-GAT GGA AGC AAA GGG AGT GA-3°
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Nox 4 fwd 5-GAT CAC AGA AGG TCC CTA GCA G-3°
rev 5-GTT GAG GGC ATT CAC CAA GT-3
VEGF fwd 5-TCC ACC ATG CCA AGT GGT-3°
rev 5-TCG GGG TAC TCC TGG AAG AT-3

Tabelle 2-5 Housekeeping Gene

BACT fwd 5-GAT GAC CCA GAT CAT GTT TGA G-3°
rev 5-CCATCACAATGC CTG TGG TA-3°

GAPDH fwd 5-TCG TCC GGT AGA CAA AAT GG-3°
rev 5-GAG GTC AAT GAA GGG GTC GT-3°

2.9 Inhibitoren und Radikalfanger

2.9.1.1 Inhibitoren

Ein Inhibitor ist laut Definition eine chemische KKponente, welche die Fahigkeit besitzt

eine enzymatische Reaktion zu blockieren oder Emgs ablaufen zu lassen.
2.9.1.1.1 SB203580 — Inhibitor der p38 Mitogen-aktivierten Knase

Der Inhibitor SB203580 ist ein Uberaus selektived wellpermeabler Inhibitor der p38
Kinase. Bei der Substanz handelt es sich um eimdiRyl-Imidazol (Wang et al, 1998).
Dieses bindet an der fur ATP vorgesehenen Taschep28 (Tong et al, 1997), und dort
scheint der Threoninrest an Position 106 ganz keidend fir die Spezifitat dieser

Substanzklasse fur p8&ind p3® zu sein (Gum et al, 1998; Eyers et al, 1998).
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Abbildung 2-5 Strukturformel von SB203580

F

2.9.1.1.2 SP600125 — Inhibitor der t-Jun-NH2 terminale Kinase

Bei SP600125 handelt es sich um einen reversiblER-Rompetitiven Inhibitor. Intrazellular
inhibiert SP600125 die Phosphorylierung der c-dlie, Expression der Inflammationsgene
COX-2, IL-2, IFNy und TNF4a, sowie die Differenzierung und Aktivierung von hamen
CD4 Primérkulturen (Brydon et al, 2001).

H
NI— N

Abbildung 2-6 Strukturformel von SP600125
2.9.1.1.3 UO126 — Inhibitor der extrazellular Signal-regulierten Kinase

UO126 wurde urspringlich als eine Substanz ideiifi, die den Transkriptionsfaktor AP-1
antagonisiert. Analytisch stellte sich heraus, diese niedermolekulare Verbindung jedoch
nicht direkt eine AP-1 Bindung an die DNA verhindeDurch den Einsatz von UO126
kommt es vielmehr zu einer Inhibition von MEK 1LJie Folge ist eine Inhibition der ERK-

Kaskade und eine dementsprechende reduzierte Akiivj des Transkriptionsfaktors.

UO126 ist ein nachweislich hochselektiver Inhibitler MEK1 und MEKZCho et al, 2004).
Dieser besitzt die Mdglichkeit, die Aktivierung ddwalspezifischen Kinasen durch Raf-1 und
somit eine Phosphorylierung der Substrate sowie dachfolgenden intrazellularen

Signalkaskade zu verhindern (Davies et al, 2000).
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NH, N\ NH,
Abbildung 2-7 Strukturformel von UO126

Tabelle 2-6 Zusammenfassung und Konzentrationen Inhitoren

Inhibitor Angriffsort Konzentration | Losungsmitte nHubationszeiJ

SP203580 p38 Kinase 10 uM DMSO zwei Stunglen
vor
Induzierung bis

Fixierung

SP600125 JNK Kinase 1uM DMSO zwei Stungen
vor

Induzierung bis

Fixierung
UuO126 MEK1/2 10 uM DMSO zwei Stunden
vor

Induzierung bis

Fixierung

2.9.1.2 Radikalfanger
2.9.1.2.1 Trolox

Trolox ist ein wasserl6sliches, zellpermeables Mita E-Derivat. Es wirkt als Antioxidans
und schuitzt die Zellen vor den schadlichen Auswigen der RO(Wu et al, 1990; Raspor et
al, 2005). Die Strukturformel des Vitamin E beirtalein aromatisches Ringsystem mit der
Funktion eines Antioxidans. Die aliphatische Stawkbmponente dient der Verankerung des
Vitamins in der Phospholipid- und Lipoproteinmembider Zelle, sowie der intrazellularen

Fetttropfchen.
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Abbildung 2-8 Strukturformel von Trolox

2.9.1.2.2 N- (2-Mercaptopropionyl)glycin

Mercaptopropionylglycin gehort, neben Zystein unctMonin, zu den schwefelhaltigen
Praparaten. Schwefel ist ein essenzielles Elengariutzt zum Einbau in Aminosauren,

Proteinen und andere Biomolekile (Atmaca, 2004).

Schwefelhaltige Substanzen haben antioxidative Mvigen und konnen intrazellulare ROI

abfangen.
SH o)
| |
Ch,CH—C
NH O

| |
CH,— C — OH

Abbildung 2-9 Strukturformel von N- (2-Mercaptopropionyl)glycin

Tabelle 2-7 Zusammenfassung der Radikalfanger

Radikalfanger Konzentration LO&sungsmittel Inkubasipeit
Trolox 100 pM DMSO 2/24h*
Mercaptopropionylglycin| 100 uM DMSO 2/24h*

*bei der Untersuchung auf Gefal3strukturen und Kangiozyten werden die Zellen zwei
Stunden vor Induzierung bis Fixierung unter glercl@®nzentrationen der Radikalfanger im
Medium inkubiert.
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2.10 Nachweis reaktiver Sauerstoffintermediate mittels 27 -Dichlorofluorescein-
Diacetat (H,DCFDA)

2.10.1 Der Fluoreszenzfarbstoff HDCFDA

Zum Nachweis von ROI in EBs wird der Fluoreszermduff 2°-7 -Dichlorofluorescin-
Diazetat (HDCFDA) verwendet. Die nicht fluoreszierende Subztest lipophil und leicht
membranpermeabel. Durch passive Diffusion gelamngtirs die Zellen, wo intrazellulare
Esterasen sie in 2°-7"-Dichlorofluorescinb,[MCF) spalten. In diesem Zustand fluoresziert der

Farbstoff noch nicht, ist nun aber polar und niolethr fahig, die Zellmembran zu passieren.

Kommt die Substanz nun mit reaktiven Sauerstoffmégliaten in Kontakt, wird das,HCF
sehr zigig zu der fluoreszierenden Form 2°-7 -Riasfluorescein (DCF) oxidiert und kann
nun als Indikator fur die endogene, intrazellul&eadikalproduktion angesehen werden
(Rosenkranz, 1992).

DCF wird bei einer Wellenlange von 488 nm im cLSihgeregt und sein

Emissionsmaximum liegt bei 529 nm.

Die Substanz EDCFDA ist sehr lichtempfindlich, deshalb wird stets im Dunkeln gelagert

und die Versuche in abgedunkelten Raumen durchgefih

H,DCFDA wird flr Versuchszwecke in DMSO geldst unceiner Konzentration von 20uM

in serumfreiem Iscoves Medium eingesetzt.
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27 7-Dichloroflucrescin-Diazetat, lipophil, nicht-fluoreszierend

v

27 7"-Dichlorofluarescin, polar, nicht-fluoreszierend

durch ROl oxidiert zu

2-7-Dichlorofluarescein, polar, fluoreszierend

Abbildung 2-10 Reaktionsschema von EDCFDA (modifiziert nach Bass et al., 2003)

2.10.2 Versuchsdurchfiihrung der ROI-Messung

Die Zellen werden am dritten Tag der Differenzigyuauf die elastischen Membranen
ausgesat und 24 Stunden spater mechanischer Zswylvglaausgesetzt. Bei zusatzlichem
Einsatz von Radikalfangern werden die Zellen zwain8en vor Induzierung mit den

Antioxidantien inkubiert.

Im Anschluss an die mechanische Dehnung wird dablrédium von den Zellen
abgenommen und durch serumfreies Iscoves MediunHsRICFDA in der oben genannten
Konzentration ersetzt. Die Zellen werden fur eiatbl Stunde mit dem Fluoreszenzfarbstoff
H,DCFDA bei + 37°C im Brutschrank inkubiert.

Das DCF in den ES-Zellen hat ein Anregungsmaximuon V504 nm und ein

Emissionsmaximum von 529 nm. Der Farbstoff wird dat 488 nm Linie eines Argonlasers
zum Fluoreszieren angeregt. Es werden einzelne (EBsdestens 20 pro Versuchsreihe)
aufgesucht und Bilder der Zellen mit dem cLSM aanfgamen. Die Fluoreszenz der Zellen
wird spater im zugehdrigen Analyseprogramm ausgetvemd untereinander in Relation

gesetzt.
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2.11 Statistik

Alle Versuche werden mindestens dreimal (n = 3kgefuhrt. Bei Schlisselexperimenten
wird die Anzahl der Versuche bis auf sechs (n =riipht, wobei n immer fir die Anzahl der
unabhangig voneinander durchgefluhrten Experimetabt.sin einem Experiment werden

mindestens 20 unterschiedliche EBs ausgewertet.

Die prasentierten Daten berechnen sich als Mittielwé Standardabweichung, bzw. +/-
Standardfehler (bei Untersuchungen auf Flache irf)uBei unterschiedlicher Zahl der
Einzeldaten werden die Mittelwerte entsprechend igget und ein gewichtetes

arithmetisches Mittel aller Versuche gebildet.

Die Gesamtstandardabweichung und der Gesamtstdeli@d werden aus der mittleren

quadratischen Abweichung der Einzelversuche bestchn

Die Signifikanzuntersuchung der Ergebnisse beingkéh von Kontrolle und Zellen unter
mechanischer Zugbelastung erfolgt mittels ungepmatiTests. Signifikante Unterschiede
werden mit Sternchen lber dem entsprechenden Bajk&ennzeichnet. Statistiken, die
mehrere Proben miteinander in Bezug setzen, weridieainem einfaktoriellen Anovatest auf
Signifikanz untersucht. Bei der Behandlung der efelinit den spezifischen Inhibitoren und
Radikalfangern wird somit zuséatzlich der Untersdhimur mechanisch gedehnten Probe

untersucht und signifikant markiert.

Bei einem Wert von p< 0,05 werden die Ergebnissesiginifikant (*) interpretiert. Liegt die
Wahrscheinlichkeit bei90,01 werden die Daten als sehr signifikant (**2wb bei < 0,001

als Uberaus signifikant (***) gekennzeichnet.
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3 Ergebnisse

Das physiologische Wachstums- und Differenzieruagsaiten von ES-Zellen wahrend der
Kardiovaskulogenese, ohne den Zusatz proliferatiemsnender oder —férdernder
Substanzen, ist in friheren Untersuchungen der iSdreppe Sauer intensiv analysiert
worden (Sachinidis et al, 2003).

Vaskularisation und Kardiomyogenese eines EBs steheehr engen Zusammenhang. Erste
Anzeichen der Entwicklung gefaRartiger Strukturednien ab dem funften Tag der
Differenzierung von ES-Zellen nachgewiesen werd@&ie Analyse CD31 positiver
Gefalkflachen kann nach einer immunzytochemischdmuRg unter dem cLSM durchgefthrt

werden.

Zu diesem Entwicklungszeitpunkt kdnnen spontane ébskontrakturen von ES-Zellen unter
dem Lichtmikroskop beobachten werden. Kontrahieeenfireale sprechen fir eine
Differenzierung von ES-Zellen in Kardiomyozyten.eBe Annahme lasst sich durch eine
Antikorperfarbung gegeru-Aktinin und anschlieender Auswertung unter denShL

bestatigen.

In der vorliegenden Dissertation werden fir allectigefihrten Versuche mindestens 20 EBs
am dritten Tag der Differenzierung aus der Spinasche enthommen und auf die elastischen
Membranen von Bioflexplattéhausgesét. 24 Stunden spater werden die nun adré@EBs
durch das Ansetzen mechanischer Zugbelastung gedgienAuswertungen der EBs erfolgt
abhangig von den zu untersuchenden Transkriptikttsten, Genen oder Strukturen zu

unterschiedlichsten Entwicklungszeitpunkten detefeVorgenommen.

3.1 Einfluss mechanischer Zugbelastung auf die CD31-Expssion

In diesem Versuch wird die Expression des Endodéielarkers CD31 im Rahmen der
GefalRdifferenzierung von ES-Zellen unter mechamis@ugbelastung untersucht. Nach drei
Tagen Differenzierung in den Spinnerflaschen werdierEBs auf die Silikonmembranen der
Bioflexplatte® ausgesat und 24 Stunden spater gedehnt. Innerbaedsuchsreihe werden

die Silikonmembran der Bioflexplatt&mum 5, 10, 15 oder 20% gedehnt. Ungedehnte EBs auf
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Bioflexmembranen dienen als vergleichbare KontroA® Tag acht der Differenzierung
erfolgt die immunzytochemische Analyse der EBsch@fCD31 positive Zellflachen (positive
Zellflachen steht fur die Ausdehnung von gefaRartigstrukturen innerhalb eines EBS).
Hierfir werden der Bilder der EBs unter dem cLSMganommen und anschliel3end die
PECAM-1 positiven Zellflachen mit einem spezielle@omputeranalyseprogramm

ausgewertet.

Abbildung 3-1 zeigt einen signifikanten Anstieg dRECAM-1 positiven Zellflache von ES-
Zellen nach mechanischer Zugbelastung. Die unbeti@ngontrolle wird mit 10& 13,3%
normiert. Die relative PECAM-1 positive Zellflacmach Dehnung der flexiblen Membran
um 5% liegt bei 158,2 16%. Wird die Dehnung auf 10% verstéarkt steigt Messwert
signifikant auf 206,& 27,8% an. Bei Zugbelastungen der Silikonmembran &£ erreicht
die PECAM-1 positive Zellflache den Wert 15020,5% und bei einer Dehnung von 20%

nahert sich das Ergebnis mit 10%,44,7% dem Ausgangswert der Kontrolle.
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Relative PECAM-1 positive Zellflache in (%)

Abbildung 3-1 Einfluss von 2 Stunden mechanischer ugbelastung auf die PECAM-1
positive Zellflache

5%, 10%, 15% und 20% Dehnung der elastischen Memtifiart zu einem prozentualem Anstieg der
PECAM-1 positiven Zellflache im Vergleich zur urdredtelten Kontrolle. Auswertung der
Immunzytochemie (n = 6). Jedes unter dem cLSMsaofgmene Bild eines EBs setzt sich aus sechs
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optischen Schnitten des Zellgewebes von jeweilsa ci0 pm Dicke zusammen. Die einzelnen
Schichten werden anschlie3end tbereinander gelegjtsomit die Gesamtfluoreszenz der PECAM-1
positiven Flache eines EBs durch ein Computer@ogn analysiert. *** 0,001, einfaktorieller
Anovatest.

(A) Reprasentative Fluoreszenzbilder PECAM-1 pasitizellflachen. Kontrolle (Aa), 5% Dehnung
der Membran (Ab), 10% Dehnung der Membran (Ac), I3éanung der Membran (Ad) und 20%
Dehnung der Membran (Ae), (Balken = 50 um).

3.2 Einfluss mechanischer Zugbelastung auf die Kardiomyzytendifferenzierung

Ziel der Untersuchung ist eine Analyse der Anzabihtkahierender Areale in EBs unter
mechanischer Zugbelastung. Hierzu wird die Anzaédl Kontrahierenden Areale in der
ungedehnten Kontrollprobe gleich 100% gesetzt. Aneahl der kontrahierenden Areale in
den mechanisch gedehnten Proben werden prozentudieakontrollprobe bezogen. Parallel
erfolgt eine immunzytochemische Analyse der GroBsdehnung der zugehorigen

Kardiomyozytenareale.

An Tag drei der Differenzierung werden die EBs des Spinnerflasche entnommen und auf
die Silikonmembranen ausgesat. Die auf den elasmsdViembranen aufsitzenden EBs
werden 24 Stunden spater um 5, 10, oder 20% fun &tenden einer mechanischen
Zugbelastung ausgesetzt. Die Auswertung der koetaiden Areale sowie der
GroRRenausdehnung der Kardiomyozytenareale erfolgtey acht der Differenzierung. Als

Vergleich wird eine unbehandelte Kontrolle hinzumgen.

Die Zellen werden bis Tag acht der Differenzierukgtiviert und téaglich unter dem
Lichtmikroskop auf kontrahierende Areale untersuétit Tag sieben kdnnen erste spontane
Gewebekontraktionen, ein Hinweis auf das Vorhangiengon Kardiomyozyten, unter dem

Lichtmikroskop vermerkt werden.

Die Anzahl und Kontraktionsfrequenz der Areale gitevdhrend der Entwicklung der ES-

Zellen kontinuierlich an.
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Es werden die Anzahl der kontrahierenden Areale died Anzahl der auf einer Platte
vorhandenen EBs ausgezahlt und der ProzentsatzKaetiomyozytenareale pro Platte
ermittelt und zueinander in Relation gesetzt. Dié(f& dieser kontrahierenden Areale wird

anschlieBend immunzytochemisch untersucht.

Wie die Abbildung 3-2 zeigt, wird die Anzahl korttrarender Areale der Kontrolle mit 100%
normiert. Im Vergleich zu den Kontrollwerten betréige Anzahl von Kardiomyozytenarealen
bei 5% Dehnung der Membran 157,5 £ 22,2%, bei 1@%nDng 189 + 54,2% und bei 20%
Dehnung 221,4 + 67%. Gegeniber der Kontrolle kagreimer 10 und 20%igen Dehnung der
Membran von einer signifikanten Erh6hung der prazalen Anzahl kontrahierender Areale
gesprochen werden.
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Abbildung 3-2 Einfluss von 2 Stunden mechanischer ugbelastung (5%, 10% und 20%
Dehnung der elastischen Membran) auf die Anzahl kamahierender Areale

5%, 10% und 20% Dehnung der elastischen Membrart i einem prozentualem Anstieg der
Anzahl kontrahierender Areale in Bezug auf die ialpelelte Kontrolle. Auszahlung unter dem
Lichtmikroskop (n = 7).**X0,01, ***P<0,001, einfaktorieller Anovatest.

Die Extension der Kardiomyozytenareale wird durdnee antie-Actinin Antikérper
markiert, durch Bilder des cLSM festgehalten wund ttets eines speziellen

Computeranalyseprogrammes ausgewertet. Die Grafd€adéiomyozytenareale nimmt unter
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mechanischer Zugbelastung kontinuierlich zu. In d&ontrollprobe sind die
Kardiomyozytenareale meist klein und weisen haefige geringere Kontraktilitat auf. Unter
mechanischer Zugbelastung vergroRern sich die &ioieirenden Kardiomyozytenareale eines

EBs, auch steigt haufig die Kontraktionsfrequenz.
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Arealgrésse kontrahierender Kardiomyozyten in (%)

Kontrolle 5% Dehnung 10% Dehnung 20% Dehnung

Abbildung 3-3 Einfluss von 2 Stunden mechanischerugbelastung (5%, 10% und 20%
Dehnung der elastischen Membran) auf die Ausdehnunder Kardiomyozytenareale

5%, 10% und 20% Dehnung der elastischen Membrar fitheiner prozentualen Vergré3erung der
Kardiomyozytenareale im Vergleich zur unbehandelentrolle. Auswertung der Immunzytochemie
(n = 4). Jedes unter dem cLSMs aufgenommene Biés €&Bs setzt sich aus sechs optischen Schnitten
des Zellgewebes von jeweils circa 10 pm Dicke zomam Die einzelnen Schichten werden
anschlie3end tbereinander gelegt und die Ausdehdanglardiomyozytenareale in einem EB durch
ein  Computerprogramm analysiert. %P 0,05, einfaktorieller Anovatest. (A) Reprasentativ
Fluoreszenzbilder der Kardiomyozytenareale. Kotgrgha), 5% Dehnung (Ab), 10% Dehnung (Ac)
und 20% Dehnung (Ad), (Balken = 100 pm). Die wdidekierungslinie kennzeichnet ein einzelnes
Kardiomyozytenareal.
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Abb. 3-3 zeigt die signifikante Vergré3erung derdiamyozytenareale nach mechanischer
Zugbelastung. Die unbehandelte Kontrollprobe igt 100 + 24,3% normiert. Die Gro3e der
Kardiomyozytenareale betragt bei 5% Dehnung der btam 151,5 + 38,7%, bei 10%
Dehnung der Membran 325 * 63,8% und bei 20% Dehm@ndMembran 345,4 + 74,4%. Im
Vergleich zur Kontrolle lasst sich bei einer Dehguwer elastischen Membran von 10% und
20% eine signifikante Vergrél3erung der Kardiomyenygreale vermerken.

3.3 Redoxabhéngige Regulation von HIF-& nach mechanischer Zugbelastung in ES-

Zellen

In diesem Experiment wird die Rolle von Hle-hkls Regulator der Gefalmorphologie und

Angiogenese unter mechanischer Zugbelastung uctdrsu

An Tag drei der Differenzierung werden die EBs des Spinnerflasche entnommen und auf
die Silikonmembranen ausgesat. Die elastischen Mameln mit den aufsitzenden EBs
werden 24 Stunden spater um 10% gedehnt. Weiter8t@dden nach der mechanischer
Dehnung werden die EBs, je nach Versuchsansatz, 4Btigem PFA fir die
immunzytochemische Farbung fixiert oder fur die RIMAlierung mit Trizol behandelt.
Frihere Ergebnisse der Arbeitsgruppe Sauer zeigenneaximale Aktivitat von HIF-4 in
EBs wahrend des dritten bis finften Tages der Riffeierung (Sauer et al, 2001 und 2005).
Aufgrund dieser Erkenntnisse kommt es zu einer yswldes HIF-& 24 Stunden nach der

mechanischen Dehnung.

Um eine Aussage Uber den Einfluss der ROI auf dfe M-Regulation treffen zu kdnnen,
wird ein Teil der Proben 2 Stunden vor Beginn dechanischen Zugbelastung (Dehnung um
10%) mit Radikalfangern inkubiert. Die Antioxidagri bleiben bis Kultivierungsende dem
Nahrmedium beigesetzt. Als Radikalfanger werdenokicein Vitamin E-Derivat, und N- (2-

Mercaptopropionyl)glycin, jeweils in der Konzentoat von 100 uM eingesetzt.

Die Abb. 3-4 zeigt die Regulation der Hlle- Expression nach mechanischer Zugbelastung.
Die Steigerung der HIFel Expression nach mechanischer Zugbelastung kareh diumolox
inhibiert werden. Die Kontrolle wird mit 10& 17,6% normiert. Unter mechanischer

Zugbelastung steigt der Messwert der ES-Zellenifshgnt auf 161,7+ 20,1% an. Die
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gedehnte Probe unter Troloxinkubation erreicht ewme HIF-In Expression von 107,2
22,1% erreicht. Die Immunofluoreszenz unter Rad#alerinkubation ist, im Vergleich zur
Transkriptionsregulation unter reiner mechanis¢héuzierung, signifikant erniedrigt.

Die Kontrollzellen unter Troloxinkubation sind mit8,2 £ 14,6% nicht signifikant
verschieden zur unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 3-4 Einfluss von 2 Stunden mechanischer ugjbelastung auf die HIF-T-
Expression und die Auswirkung von ROI auf den Trang&riptionsfaktor.

Mechanische Zugbelastung fuhrt zu einem signif&k@nAnstieg der HIF-&-Expression. Dieser
Anstieg wird unter der Inkubation mit Trolox 10Mpusignifikant inhibiert. Auswertung der

Immunzytochemie (n = 5).***&0,001, **P<0,01, einfaktorieller Anovatest.

Die Abb. 3-5 A) zeigt eine RT-PCR Analyse der HiéRegulation unter mechanischer
Zugbelastung und die Wirkung des Radikalfangerdokr¢100 uM). Die Kontrolle wird mit
100 £ 12,6% normiert. Mechanische Zugbelastungtfiatreinem signifikanten Anstieg der
HIF-1a-Expression auf 202 + 9,8%. Der Stimulationseffeth HIF-1o durch mechanische
Zugbelastung kann durch Anwesenheit von Trolox ir@hihedium auf 96,7 = 11,6%
signifikant abgefangen werden. Die Troloxinkubatttar Kontrolle liegt bei 95,7 + 9,7%.

62



Ergebnisse

250 1
- *%%k *%%k —

200
e
£ 150 1
c
i)
[%)]
%]
o
o
x
& 100 | [
4 100 [
z
@
IS
«
s
L 50
I
(]
=
ks
(O]
04

0 ‘
Kontrolle 10% Dehnung Kontrolle + Trolox 10% Dehnung + Trolox

Abbildung 3-5 A) HIF-1a mRNA-Expression nach mechanischer Zugbelastung uet
dem Einfluss des Radikalfangers Trolox (100 uM)

Unter mechanischer Zugbelastung kommt es auf mRMAe&Ezu einem signifikanten Anstieg der
HIF-1a Expression. Unter dem Einfluss von Trolox kann Bestieg des Transkriptionsfaktors

signifikant abgefangen werden (n = 5). ***/,001, einfaktorieller Anovatest.

Die Abb. 3-5 B) zeigt den gleichen Versuchsansatazlem Radikalfanger NMPG (100 uM).
Die HIF-1a-Expression steigt unter mechanischer Zugbelassignrgfikant auf 202 + 9,8%
im Vergleich zur normierten Kontrolle 100 + 12,6% &nter Inkubation mit NMPG wird der
Effekt der mechanischen HIFxiinduzierung mit 126,3 £ 9,4% signifikant zur gedt&n
Probe ohne Radikalfangerinkubation abgefangen. [Bientrolle mit NMPG im
Inkubationsmedium ist mit 87,1 = 5,8% nicht sigkafnt verandert zur unbehandelten
Kontrolle.
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Abbildung 3-5 B) HIF-1a mRNA-Expression nach mechanischer Zugbelastung uet
dem Einfluss des Radikalfangers NMPG (100 uM)

Unter mechanischer Zugbelastung kommt es auf mRMAe&Ezu einem signifikanten Anstieg der
HIF-1a Expression. Unter dem Einfluss von NMPG kann Alestieg des Transkriptionsfaktors

signifikant inhibiert werden (n = 5).*4P 0,001, einfaktorieller Anovatest.

Mechanische Zugbelastung von ES-Zellen fiihrt aotdin- sowie mRNA- Ebene zu einem
signifikanten Anastieg der HIFed Expression. Durch den kontinuierlichen Einsatz der
Radikalfanger Trolox und NMPG kann dieser Expressamstieg des Transkriptionsfaktors

signifikant inhibiert werden.

3.4 Redoxabhangige Regulation der VEGF Expression nachmechanischer
Zugbelastung

Dem Wachstumsfaktor VEGF wird im Rahmen der Vasfeil®se eine bedeutende Rolle in

der Aktivierung von Endothelzellen, Perizyten urd dlatten Muskulatur zugeschrieben.

Der Effekt der ROIs auf die VEGF-Expression wirdrau Inkubation von EBs mit
Radikalfangern im Kaultivierungsmedium untersuchie Cbubstanzen Trolox und NMPG

werden dem Nahrmedium in der Konzentration 100 pMSt2nden vor Beginn der
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mechanischen Zugbelastung zugegeben. An Tag dré@&itferenzierung werden die EBs aus
der Spinnerflasche entnommen und auf die Silikonbranen ausgesat. Die elastischen
Membranen mit den aufsitzenden EBs werden 24 Stusgéter um 10% gedehnt. Weitere
24 Stunden nach der mechanischer Dehnung werdeBRE, je nach Versuchsansatz, mit
4%igem PFA fur die immunzytochemische Féarbung fixaeler fir die RNA-Isolierung mit
Trizol behandelt.

Abb. 3-6 A) zeigt eine semiquantitative Darstellungler Proteinexpression
(Immunzytochemie) von VEGF nach mechanischer Zwagtehg. Nach mechanischer
Zugbelastung steigt die VEGF-Expression signifikaof 156,2+ 29,7% in Bezug auf die
normierte Kontrolle von 100+ 14,7% an. Dieser Anstieg der Expression des
Wachstumsfaktor kann durch eine Zugabe von Trol®0 (UM) in das Kultivierungsmedium
signifikant 101,4+ 17,4% inhibiert werden. Die Kontrollprobe untewolfxinkubation ist mit

80+ 12% nicht signifikant verschieden zu der unbehbdedd&ontrollprobe.
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Abbildung 3-6 A) VEGF-Expression nach mechanischeZugbelastung und der Einfluss
von Trolox (100 uM)

Unter mechanischer Zugbelastung steigt die VEGHpr&ssion signifikant an. Dieser Anstieg kann
durch eine Inkubation mit dem Radikalfanger Troignifikant inhibiert werden. Auswertung der

Immunzytochemie (n = 5).*0,01, einfaktorieller Anovatest.
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Abb. 3-6 B) zeigt den gleichen Versuchsansatz mih &Einsatz des Radikalfangers NMPG
(100 uM). Die normierte Kontrolle liegt bei 1@012%. Der signifikante Anstieg der VEGF-
Expression auf 141 17% wird in diesem Experiment unter NMPG-Inkubateuf 94+ 11%
signifikant abgefangen. Eine alleinige Inkubationh NMPG der Kontrollprobe liegt bei 86

11% und ist damit nicht signifikant verschieden anbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 3-6 B) VEGF-Expression nach mechanischeZugbelastung unter Einfluss
von NMPG (100 puM)

Unter mechanischer Zugbelastung steigt die VEGHpr&ssion signifikant an. Dieser Anstieg kann
durch eine Inkubation mit dem Radikalfanger NMP@ngikant inhibiert werden. Auswertung der
Immunzytochemie (n = 3). ¥9,05 Vergleich Kontrolle und 10% Dehnung, ®®,01 Vergleich 10%
Dehnung und 10% Dehnung unter Inkubation mit dendikRkifanger NMPG, -einfaktorieller

Anovatest.

Diagramm 3-7 zeigt die Ergebnisse des identisclthyafiihrten Versuches der RT-PCR.
Auch in der RT-PCR steigt die VEGF-Expression unteechanischer Zugbelastung
signifikant auf 483t 16% in Bezug zur normierten Kontrolle von 16@2,2% an. Mit dem
Radikalfanger NMPG kann der ExpressionsanstiegWaGF nach Induzierung signifikant
auf 77,1+ 6,6% inhibiert werden. Die Kontrollproben unter RE-Inkubation sind mit 108,6

+ 12,8% nicht signifikant verschieden zur unbehatedekontrolle.
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Abbildung 3-7 VEGF mRNA-Expression nach mechanischeZugbelastung unter dem
Einfluss des Radikalfangers NMPG (100 puM)

Unter mechanischer Zugbelastung kommt es zu eingnifilkantem Anstieg der VEGF mRNA-
Expression. Dieser Anstieg der wachstumsfaktorBpelzén mRNA kann durch eine Inkubation der
EBs mit dem Radikalfanger NMPG signifikant inhibieerden (n=5). ***P<=0,001, einfaktorieller

Anovatest.

Mechanische Zugbelastung von ES-Zellen fihrt aotddn- sowie mMRNA- Ebene zu einem
signifikanten Anstieg der VEGF Expression. Durchn dkontinuierlichen Einsatz der
Radikalfanger Trolox und NMPG kann der ExpressioeSag des Transkriptionsfaktors

signifikant inhibiert werden.

3.5 Generierung von ROI unter mechanischer Zugbelastung

In diesem Experiment wird die Rolle der ROIs alsysiblogischer Regulator zellularer
Prozesse und Signalwege unter der Einwirkung mestizer Krafte analysiert.

An Tag drei der Differenzierung werden die EBs des Spinnerflasche entnommen und auf
die Silikonmembranen ausgesat. Die elastischen Mamen mit den aufsitzenden EBs
werden 24 Stunden spater um 10% gedehnt. Zwei 8&tungbr Durchfihrung der
mechanischen Induzierung wird ein Teil der Zelleih dem Radikalfanger Trolox (100 pM)
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vorinkubiert. Im Anschluss der mechanische Zelldetghwird den Zellen ein ROI-Indikator,
das HDCFDA zugesetzt. Nach 30 Minuten Inkubationszeidvdie Fluoreszenz der Proben

unter dem cLSM ermittelt.

Abb. 3.8 zeigt den signifikanten Anstieg der ROF 483,4 + 56% nach mechanischer
Zugbelastung im Vergleich zur normierten Kontroffet 100 £ 31,9%. Der Einsatz von
Trolox (100 uM) fahrt hier zu einem signifikantertiékgang der generierten ROI auf 93,2
28,81%. Das Kultivierungsmedium mit dem Radikal&ngrolox hat keinen Einfluss auf die
ROI-Generierung. Der Messwert von 9146 21,4% ist nicht signifikant veréndert zur

unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 3-8 Relative DCF-Fluoreszenz nach mechasther Zugbelastung und der
Einfluss des Radikalfangers Trolox (100 puM)

Unter mechanischer Zugbelastung kommt es zu eingmfilanten Anstieg der DCF-Fluoreszenz.
Der Anstieg der DCF-Fluoreszenz kann durch den &msles Radikalfangers Trolox signifikant
inhibiert werden (n = 5).*R0,05 Vergleich Kontrolle und 10% Dehnung, ¥®01 Vergleich 10%
Dehnung und 10% Dehnung unter Inkubation mit dendik#anger Trolox, einfaktorieller
Anovatest.
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Das Diagramm 3-9 zeigt den Verlauf der ROI-Genangr Uber 24 Stunden nach
mechanischer Zugbelastung. Die Messungen werdem 2ac6, 12 und 24 Stunden

durchgefuhrt.

Die Kontrolle liegt nach 2 Stunden bei einem nomneie Wert von 10& 8,2%. Wéhrend der
6, 12 und 24 Stunden Messungen der Kontrollzelkeh die Messwerte bei 141614,6%,
124,5+ 16,5% und 113 13,6%.

Das Ergebnis der Zellen nach mechanischer Zugbelg@s2 Stunden spater ist mit 249
39,8% schon signifikant erhoht. Bis zur letzten Mex) fallt dieser Messwert kontinuierlich
von 239,8t 25,9%, uber 211,% 35,5% auf 176 22,4% ab.

Nach 24 Stunden ist die ROI-Generierung im Verglemum ermittelten Wert der

Kontrollzellen immer noch signifikant erhoht.
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Abbildung 3-9 Verlauf der relativen DCF-Fluoreszenz tGber 24 Stunden nach
mechanischer Zugbelastung

Unter mechanischer Zugbelastung kommt es im Zwdtiic/erlauf von 24 Stunden gesehen zu einem
signifikanten Anstieg der DCF-Fluoreszenz. Hietvgd 2 Stunden nach der mechanischen Dehnung
das Maximum erreicht, das kontinuierlich bis 24r8en nach der mechanischen Zugbelastung abfallt

(n = 3). **P <0,001 Vergleich zwischen Kontrollwerten 2 , 6 u2dStunden sowie aktivierten Ebb-
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Kulturen 10% 2 , 6 und 12 Stunden nach der mecbhers Zugbelastung, **0,01 Vergleich
Kontrolle 24 Stunden und 10% Dehnung 24 Stunderh nd&r mechanischen Zugbelastung,

einfaktorieller Anovatest.

Unter mechanischer Zugbelastung kommt es zu eingmifisanten Anstieg der ROI
Generierung, die unter Einsatz des RadikalfangentoX signifikant inhibiert werden kann.
Das Maximum der ROI Generierung wird 2 Stunden ndeh mechanischen Dehnung

erreicht.

3.6 Aktivierung der MAPKSs p38, ERK 1/2 und JNK durch mechanische Zugbelastung

und die Rolle der ROI als Signalmolekile

Fur die Regulation der Proliferation von Zellen islie Aktivierung bestimmter
Signalkaskaden notwendig, die haufig durch die WBtoaktivierten Proteinkinasen
(MAPKs) verkdrpert werden. Die Madglichkeit der Readegulation von MAPKs-
Signalwegen ist bereits in der Literatur beschmet®rden(Guyton et al, 1996; Tournier et
al, 1997; Aikawa et al, 1997).

Fur alle Untersuchungen der MAPKs werden die EB$agndrei der Differenzierung aus der
Spinnerflasche entnommen und auf die Silikonmendramusgesat. Die elastischen
Membranen mit den aufsitzenden EBs werden 24 Stusgater um 10% gedehnt. Direkt im
Anschluss an eine 10, 30 oder 60 miniitige mechaaifehnung im Flexercell Syst&m

erfolgt die Fixation der EBs. Als Kontrolle dienenbehandelte EBs.

3.7 p38

Das Diagramm 3-10 A) zeigt den Zeitverlauf der p3®&sphorylierung unter mechanischer
Zugbelastung. Die Zellen werden nach 10, 30 unMduten Dehnung im Flexercell System

mit ungedehnten Kontrollproben verglichen. Das 8biid weist einen signifikanten Anstieg

der MAPK nach 10 und 30 Minuten mechanischer Zuggiaghg auf.

Der Kontrollwert wird mit 10Gt 21,1% normiert. Unter mechanischer Zugbelastueigtstie
p38-Aktivierung nach 10 Minuten auf 164;,681,9% und nach 30 Minuten auf 18&,88,3%

an.
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Nach 60 Minuten erreicht die Aktivierung der MAPKen Wert von 137,& 31%.

Sowohl der Messwert nach 10 und nach 30 MinutennistVergleich zum Kontrollwert
signifikant erhoht.
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Abbildung 3-10 A) Phosphorylierung von p38 unter mehanischer Zugbelastung

Unter mechanischer Zugbelastung kommt es zu eiiggrifilsanten Anstieg der p38 Phosphorylierung
nach 10 und 30 Minuten. Auswertung der Immunzyta@hé¢n = 5).*P<0,5Vergleich Kontrolle und
10% Dehnung nach 10 Minuten, *3B,01 Vergleich Kontrolle und 10% Dehnung nach 3@u¢en,

einfaktorieller Anovatest.

In Abb. 3-10 B) wird dieser signifikante Anstiegrdgg8 MAPK nach 30 Minuten Dehnung
der Zellen im Vergleich zur Kontrollprobe in eindBalkendiagramm dargestellt.

Der Kontrollwert wird mit 10Gt 21,1% normiert. Unter mechanischer Zugbelastueigtstlie

p38-Aktivierung nach 30 Minuten signifikant auf delesswert von 188,6 38,3% an.
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Abbildung 3-10 B) Phosphorylierung von p38 unter mehanischer Zugbelastung

Unter mechanischer Zugbelastung kommt es zu eiigifilanten Anstieg der p38 Phosphorylierung
nach 30 Minuten. Auswertung der Immunzytocheniein

**P <0,01, ungepaarter t-Test.

In einem weiteren Experiment (Abb. 3-11) wird di@oBphorylierung der MAPK im

Zusammenhang mit der ROI-Generierung untersucht.

Ein Teil der Zellen wird 2 Stunden vor Beginn deeahanischen Zugbelastung mit dem
Radikalfanger Trolox (100 uM) im Kultivierungsmediuworinkubiert.

Die Kontrolle wird mit 100+ 13,5% normiert. Der Messwert der EBs unter meccdueair
Zugbelastung ist nach 30 Minuten mit 1%217% im Vergleich zu den Kontrollzellen
signifikant erhdht. Der Anstieg der MAPK kann Uleene Inkubation mit dem Radikalfanger
Trolox auf 98+ 13,2% signifikant inhibiert werden. Der Messweetr dontrollzellen unter

Troloxinkubation liegt gemittelt bei 9911,5% .

Das Ergebnis liefert Hinweise auf eine redoxabhgamgPhosphorylierung von p38 unter

mechanischer Zugbelastung.
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Abbildung 3-11 Phosphorylierung von p38 nach 30 Miaten mechanischer
Zugbelastung und dem Einfluss von Trolox (100 pM)

Unter mechanischer Zugbelastung kommt es zu eiiggifilkanten Anstieg der p38-Phosphorylierung
nach 30 Minuten. Der Anstieg der Phosphorylieruagrkdurch eine Inkubation der Zellen mit dem
Radikalfanger Trolox signifikant inhibiert werderAuswertung der Immunzytochemie (n =
4).***pP <0,001, einfaktorieller Anovatest.

Reprasentative Fluoreszenzbilder der p38-Phospleotylg. (Aa) Kontrolle, (Ab) EBs unter
mechanischer Zugbelastung, (Ac) EBs unter mechaiscugbelastung + Trolox (100 uM). Balken
=50 um.

3.8 ERK1/2

Die Abb. 3-12 A) zeigt den zeitlichen Verlauf daRIE 1/2-Phosphorylierung. Die maximale
Phosphorylierung der MAPK tritt nach 10 Minuten tacischer Zugbelastung auf. Der
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Kontrollwert wird mit 100+ 21,7% normiert. Nach 10 Minuten Dehnung der Zeliegt der
Messwert erhoht bei 149;229,5%. Die Ergebnisse der Messungen nach 30 @©3417%)
und 60 (118,& 28,6%) Minuten liegen im Bereich des Kontrollwsrte
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Abbildung 3-12 A) Phosphorylierung von ERK 1/2 unte mechanischer Zugbelastung
Unter mechanischer Zugbelastung kommt es zu eimstred der ERK 1/2 Phosphorylierung nach 10

Minuten. Auswertung der Immunzytochemie (n = 4).

Das Diagramm 3-12 B) zeigt den Anstieg von ERK f#th 10 Minuten mechanischer
Zugbelastung im Vergleich zur unbehandelten Kolgrobe dargestellt in einem

Balkendiagramm.

Der Kontrollwert wird mit 10Gt 21,7% normiert. Nach 10 Minuten Dehnung der Zeliegt
der Messwert signifikant erhoht bei 149,29,5%.
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Abbildung 3-12 B) Phosphorylierung von ERK 1/2 nachl0 Minuten mechanischer
Zugbelastung

Unter mechanischer Zugbelastung kommt es zu eingmfilsanten Anstieg der ERK 1/2
Phosphorylierung nach 10 Minuten. Auswertung denimzytochemie (n = 4).%®,05, ungepaarter
t-Test.

Durch eine zusatzliche Inkubation von Zellen miolox (100 uM) im Nahrmedium soll die
Redoxsensitivitat der ERK 1/2—Phosphorylierung tsuteht werden (siehe Abbildung 3-13).

Die ES-Zellen zeigen im Vergleich zur normiertennifolle 10@ 18,1% unter mechanischer
Zugbelastung einen signifikanten Anstieg von ERR aif 171,3+ 16,2%. Dieser Effekt
kann durch eine Inkubation mit dem Radikalfangeold@® auf 127+ 18,9% signifikant
inhibiert werden. Der Messwert der Kontrollzellenter Troloxinkubation liegt bei 1014
16,7% .

Das Ergebnis liefert Hinweise auf eine redoxabhgmdthosphorylierung von ERK 1/2 unter

mechanischer Zugbelastung.
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Abbildung 3-13 Phosphorylierung von ERK 1/2 unter D Minuten mechanischer
Zugbelastung und dem Einfluss von Trolox (100 pM)

Unter mechanischer Zugbelastung kommt es zu eingnifilsanten Anstieg der ERK 1/2 -
Phosphorylierung nach 30 Minuten. Der Anstieg dao$phorylierung kann durch eine Inkubation
der Zellen mit dem Radikalfanger Trolox signifikambhibiert werden Auswertung der
Immunzytochemie (n = 4).**g0,001 Vergleich Kontrolle und 10% Dehnung,<tR05 Vergleich
10% Dehnung und 10% Dehnung nach Inkubation mit &adikalfanger Trolox, einfaktorieller
Anovatest.

(A) Reprasentative Fluoreszenzbilder der ERK 1/3sphorylierung. (Aa) Kontrolle, (Ab) EBs unter
mechanischer Zugbelastung, (Ac) EBs unter mechaiscugbelastung + Trolox (100 uM). Balken
=50 um.
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3.9 JINK

Die Abbildungen 3-14 A) und B) zeigen die JNK-Phuosqylierung unter mechanischer
Zugbelastung.

Im zeitlichen Verlauf der MAPK-Phosphorylierung 3K nach 10 Minuten mechanischer
Zugbelastung mit 150,2 22,8% im Vergleich zur normierten Kontrolle mitQL& 18,8%
signifikant erhdht. Nach 30 Minuten Behandlung itexercell Systefi sinkt der Messwert
auf 136+ 21,8% ab, um sich nach 60 Minuten Dehnung mit32120,8% dem Kontrollwert
zu nahern.
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Abbildung 3-14 A) Phosphorylierung von JNK unter mechanischer Zugbelastung
Unter mechanischer Zugbelastung kommt es zu eimestie§ der JNK- Phosphorylierung nach 10

Minuten. Auswertung der Immunzytochemie (n = 40:B5, einfaktorieller Anovatest.

Das Diagramm 3-15 B) zeigt die Phosphorylierung 9biiK nach 10 Minuten mechanischer

Zugbelastung im Vergleich zur Kontrolle. Die Dalistieg erfolgt in einem Balkendiagramm.

Nach 10 Minuten mechanischer Zugbelastung ist MAROsphorylierung mit 150,2

22,8% im Vergleich zur normierten Kontrolle mit 180.8,8% signifikant erhoht.
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Abbildung 3-14 B) Phosphorylierung von JNK nach 10 Minuten mechanischer
Zugbelastung

Unter mechanischer Zugbelastung kommt es zu einanifillanten Anstieg der JNK-
Phosphorylierung nach 10 Minuten. Auswertung denimzytochemie (n = 4).%®,05, ungepaarter
t-Test.

Die Abbildung 3-15 stellt die redoxabhangige Phasplerung von JNK unter mechanischer
Zugbelastung dar. Die Kontrolle wird mit 10Q011,3% normiert. Die Zellen sind unter
mechanischer Zugbelastung mit 15715,8% signifikant erhdht. Durch eine Inkubationt mi
dem Radikalfanger Trolox (100 uM) wird dieser Aagtiauf 111+ 12,0% signifikant
inhibiert. Die Inkubation der Kontrollzellen mit asleRadikalfanger liegt bei 99;76,7%.

Das Ergebnis liefert Hinweise auf eine redoxabhgedPhosphorylierung von JNK unter

mechanischer Zugbelastung.
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Abbildung 3-15 Phosphorylierung von JNK nach 10 Mimten mechanischer
Zugbelastung und dem Einfluss von Trolox (100 pM)

Unter mechanischer Zugbelastung kommt es zu eingnifilanten Anstieg der JNK-
Phosphorylierung nach 30 Minuten. Der Anstieg dao$phorylierung kann durch eine Inkubation
der Zellen mit dem Radikalfanger Trolox signifikambhibiert werden Auswertung der
Immunzytochemie (n = 3).*0,01, einfaktorieller Anovatest.

(A) Reprasentative Fluoreszenzbilder der JNK—Phosgpierung. (Aa) Kontrolle, (Ab) EBs unter
mechanischer Zugbelastung, (Ac) EBs unter mechaiscugbelastung + Trolox (100 uM). Balken
=50 um.

3.10 Die Funktion der MAPKSs in der Vaskulo- und Kardiomyogenese von ES-Zellen
unter mechanischer Zugbelastung

Die Experimente dienen der Analyse der Bedeutungudeerschiedlichen MAPKs auf die

kardiovaskulare Differenzierung von ES-Zellen.

79



Ergebnisse

In den folgenden Versuchen wird die MAPK p38 mitrdspezifischen Inhibitor SB203580
(1 M) geblockt. Bei der Substanz handelt es sithein Pyridinyl-Imidazol, das auch die
Phosphorylierung und Aktivierung der ProteinkinBsleeeinflusst.

Bei ERK 1/2 kommt der Inhibitor UO126 (10 uM) zunng&atz. Die chemische Substanz
stellt einen hochselektiven Inhibitor der MEK1 utMEK2 dar Die MEK 1/2 ist der
Signalkaskade ERK 1/2 vorgeschaltet.

Die MAPK JNK wird in diesen Untersuchungen durcm dglocker SP600125 (1 uM)
inhibiert. Bei SP600125 handelt es sich um eingarstblen ATP-kompetitiven Inhibitor.

Nach drei Tagen Differenzierung in den Spinnerfi@sc werden die EBs auf die
Silikonmembranen der Bioflexplaftausgesat und 24 Stunden spater um 10% gedehnt. Zwei
Stunden vor Beginn der mechanischen Zugbelastusgzinn Auswertungszeitpunkt (Tag
acht der Differenzierung) bleiben die Inhibitorem den genannten Konzentrationen dem
Nahrmedium zugesetzt. Die Zellen werden taglichragkopisch begutachtet. Die ES-Zellen
erscheinen bis zur Fixierung unbeschadigt, sodags texischer Einfluss der

Inhibitorsubstanzen auszuschlief3en ist.

Das Diagramm 3-16 zeigt die Rolle der verschieden®APKs im Rahmen

Kardiomyozytendifferenzierung.

Es werden die Anzahl der kontrahierenden Areale died Anzahl der auf einer Platte
vorhandenen EBs ausgezahlt und der ProzentsatzKaetiomyozytenareale pro Platte
ermittelt und zueinander in Relation gesetzt. Diez#&hl der kontrahierenden Areale ist bei
mechanisch-gedehnten EBs mit 202,6 + 50% im Verhlaur normierten Kontrolle mit

100% signifikant erhoht. Auf den ersten Blick nelmmalle drei MAPKs signifikanten

Einfluss auf die Anzahl der Kardiomyozytenareagglakh sind die Auswirkung der einzelnen
MAPKs auf die Herzzellentwicklung differenziertem beschreiben. P38 beeinflusst die ES-
Zelldifferenzierung in Kardiomyozyten am starkstémter einer Inhibition mit SB203580

liegt der Wert der Probe unter mechanischer Zughaehg bei 33 £ 11%, der Wert der
Kontrollzellen unter Inhibition mit SB203580 bei ,28+ 1,7%. Beide Ergebnisse fallen
niedriger als der Kontrollwert aus und lassen samit eine bedeutende Rolle von p38 als
Mediator in der Kardiomyogenese schlieRen. UnterereiBlockade von p38 stagniert

zusatzlich die Schlagfrequenz und GroRenausdehtemigardiomyozytenareale.

80



Ergebnisse

Bei Proben inkubiert mit dem Inhibitor UO126 liedje Anzahl kontrahierender Areale nach
mechanischer Induzierung bei 57,2 + 37,6%, bekaentrollprobe Inkubiert mit UO126 liegt
der Messwert bei 41,9 + 16,5%. Beide Werte liegaterudem Messwert der Kontrollproben.
Bezlglich der GroRe der Kardiomyozytenareale ishtihikroskopisch keine signifikante
Reduzierung auszumachen. Jedoch ist die Schlagineqgder Kardiomyozytenareale unter
UO126-Inkubation reduziert.

Bei den EBs behandelt mit SP600125 ist die Auswigkuauf die Anzahl der
Kardiomyozytenareale zwar immer noch signifikamiedrigt, aber im Vergleich zu den
anderen MAPKs kann man feststellen, dass der ietabde Effekt am geringsten ausfallt.
Der Wert der Probe nach mechanischer Zugbelastaddnkubation mit SP600125 liegt bei
102+ 24%, die Kontrollprobe unter Inkubation mit SP6RBliegt bei 81+ 44%. Es werden
unter dem Lichtmikroskop keine Reduzierung der @rdBr kontrahierenden Areale, sowie

der Schlagfrequenz beobachtet.

Das Diagramm 3-17 liefert Erkenntnisse Uber die dd¢ohg der MAPKs auf die

Vaskulogenese von ES-Zellen.

Die Kontrolle wird mit 100+ 9,7% normiert. Die PECAM-1 positive Zellflache ant

mechanischer Zugbelastung ist mit #%55,2% signifikant erhoht.

Die Analyse der Proben inkubiert mit SB203580 drgimen Messwert der Kontrollzellen
von 103 £ 13% und der mechanisch induzierten Zellen von 24111,7%. Die
Phosphorylierung von p38 nach mechanischer Zugioelgdat somit augenscheinlich keinen

Einfluss auf die Vaskulogenese der ES-Zellen.

Im Gegensatz dazu kommt es bei einer Inkubation Z#dlen mit SP600125 zu einem
signifikanten Ruckgang der PECAM-1 positiven Flachger Wert der Zellen unter
mechanischer Zugbelastung liegt beiz982,5%, der Wert der inkubierten Kontrolle bei&5
15,4%. Wahrend der Analyse im cLSM wird deutlichassl eine Reduzierung der
Strukturierung und Ausbildung der Gefal3e eine FdigyeJNK-Blockade ist.
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Abbildung 3-16 Rolle der MAPKs p38, JNK und ERK 1/2 nach mechanischer
Zugbelastung im Rahmen der Kardiomyogenese

Unter mechanischer Zugbelastung kommt es zu eingnifilanten Anstieg der Anzahl
kontrahierender Kardiomyozytenareale. Inhibiert nthe drei MAPKs, so kommt es jeweils zu einem
signifikanten Inhibition dieses Effektes. Auswegtunter dem Lichtmikroskop (n = 4). K steht in dem
Diagramm fur Kontrolle, Dehnung fir eine 10%ige Dehg der elastischen Membranz®,05
Vergleich Kontrolle mit Kontrolle unter SB203580klibation. **P<0,01 Vergleich Kontrolle und
10% Dehnung und Vergleich 10% Dehnung und 10% Dedinunter SP600125. ***R0,001
Vergleich 10% Dehnung und 10% Dehnung unter SB2D8K8 UO126. Einfaktorieller Anovatest.

(A) Reprasentative Fluoreszenzbilder der Kontrdkre (Aa) Kontrolle, (Ab) Kontrolle inkubiert mit
SB203580, (Ac) Kontrolle inkubiert mit SP60012%])(Kontrolle inkubiert mit UO126.

(B) Repréasentative Fluoreszenzbilder der gedehiZleiten. (Ba) gedehnte Zellen, (Bb) gedehnte
Zellen inkubiert mit SB203580, (Bc) gedehnte Zelwmbiert mit SP600125, (Bd) gedehnte Zellen
inkubiert mit UO126. Balken = 50 pm.
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Ahnliches Zellverhalten wird von ES-Zellen unter dekubation mit UO126 beobachtet.
Nicht nur die PECAM-1 positive Zellflache, sondanch die Gefal3struktur der EBs geht
verloren. Die positive Zellflache der mechanisctidnierten Zellen unter SP600125-
Inkubation liegt bei 8% 15% und ist im Vergleich zu den gedehnten, abantmit UO126
behandelten Zellen, signifikant erniedrigt. Die PHMG1 positive Zellflache der
Kontrollzellen liegt bei 6& 11,2%.

3.11 Die Rolle der NADPH-Oxidase als eine Quelle der ROlunter mechanischer
Zugbelastung

In der Literatur wurden auch in nicht phagozytielem Zelltypen enzymatische und nicht
enzymatische Quellen beschrieben, die an der Fzaisg von ROI beteiligt sind (Mohazzab
et al, 1994; Boveris et al, 1972; Freeman, 198Znfgs et al, 1995). An ES-Zellen konnte
bereits nachgewiesen werden, dass ein beachtlafterl endogener ROI von der NADPH-
Oxidase produziert wird (Sauer et al 2000; Sauat, &005).

Die EBs werden an Tag drei der Differenzierung @eisSpinnerflasche entnommen und auf
die Silikonmembranen ausgesat. Die elastischen Mamen mit den aufsitzenden EBs
werden 24 Stunden spater um 10% gedehnt. Weitei®t@dden spater erfolgt die Analyse
der Zellen.

Die Abbildung 3-18 A-D zeigt die Regulation der Eggsion der vier NADPH-Oxidase

Untereinheiten nach mechanischer Zugbelastung.

Beispiel A zeigt die Regulierung der Expression WX 4. Die Kontrolle wird mit 10Gt
18% normiert. Das Ergebnis der mechanisch indwenegS-Zellen liegt bei 16¥ 22% und

ist signifikant im Vergleich zur Kontrolle erhoht.

In Diagramm B wird die Steigerung der Expressiom ya22-phox nach mechanischer
Dehnung demonstriert. Die Kontrolle wird mit 18019,2% normiert. Der Messwert nach

mechanischer Zugbelastung ist mit 148,24,8% signifikant.
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Abbildung 3-18 Regulation der NADPH-Oxidase Unteraiheiten A) Nox 4, B) p22-phox,

C) p47-phox und D) p67-phox nach mechanischer Zuglastung

Unter mechanischer Zugbelastung kommt es zu eimgnifilsanten Anstieg der NADPH-Oxidase

Untereinheiten Nox 4, p22.phox, p47-phox und pG&¥pluswertung der Immunzytochemie. Nox 4,
und p67-phox (n = 3), p22-phox und p47-phox (n =Bk 0,05, **P< 0001 ungepaarter t-Test.

(A) Reprasentative Fluoreszenzbilder der NADPH-@s&d Untereinheiten. (Aa) Nox 4, (Ab) p22-
phox, (Ac) p47-phox, (Ad) p67-phox. Balken = 50 um.

84



Ergebnisse

In Grafik C wird die zytosolische Untereinheit pgiiex analysiert. Die Kontrolle wird mit
100 £ 19,3% normiert. Nach mechanischer Zugbelastungiétebenfalls eine signifikante
Erh6éhung der Expression auf 139 12,7% im Vergleich zur normierten Kontrolle zu

beobachten.

Diagramm D veranschaulicht die Regulation der Esgicn der NADPH-Oxidase
Untereinheit p67-phox nach mechanischer Zugbelgsiie mechanisch gedehnten EBs sind
mit 139,1 + 17,3% im Vergleich zur normierten Katlie mit 100 + 13,3% signifikant erhoht.

In der RT-PCR werdeNox2 (NADPH-Oxidase 2) und ihre Homolot®x 1, Nox 3 undNox

4 nach mechanischer Zugbelastung untersucht. Die ®Beslen an Tag drei der
Differenzierung aus der Spinnerflasche entnommehaui die Silikonmembranen ausgesat.
Die elastischen Membranen mit den aufsitzenden &E&slen 24 Stunden spater um 10%
gedehnt. Weitere 24 Stunden spéter erfolgt die yseatler Zellen mittels der PCR-Methode.

Bei der Analyse der ES-Zellen aNbx 3 gibt es keine Moglichkeit, ein spezifisches &ign
den Zellen mittels der PCR-Methode zu detektie@irse Erkenntnis lasst eine Expression

von Nox 3 in ES-Zellen wahrend der Differenzierung als ahvgcheinlich erscheinen.

Die Anwesenheit vorNox 2 in ES-Zellen ist mittels PCR zu detektieren, ldoeicht die
Quantitat der Expression nicht zur Auswertung. Ma@amn aufgrund dieser Erkenntnisse
mutmal3en, dasBlox 2 bei der Differenzierung von ES-Zellen anteilnggé@®ine Rolle zu

spielen scheint.
Die HomologeNox1 und 4 lassen sich mittels PCR detektieren uatyamren.

Die Abbildung 3-19 zeigt die Expression vdwiox 1 und Nox 4 nach mechanischer
Zugbelastung.

Die Analyse der Expression vddox 1 ergibt einen Messwert der mechanisch gedehnten
Probe von 176 21,2%. Im Vergleich zur normierten Kontrolle mierd Messwert 10&

12% ist dieser Wert signifikant erhéht.
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Eine gréRere Expressionssteigerung nach mechaniStimeulierung von ES-Zellen erfahrt
Nox4, wie in Abbildung 3-19 dargestellt.
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Abbildung 3-19 Nox 1 und Nox 4 mRNA-Expression nach mechanischer Zugbelastung
Unter mechanischer Zugbelastung kommt es zu eigeifikanten Aktivierung von Nox 1 und Nox 4
auf mMRNA-Ebene. Auswertung der RT-PCR (n = 4).20R01, ungepaarter t-Test.

Die Kontrolle wird mit 100+ 27,1% normiert. Nach mechanischer Zugbelastunglest

Messwert mit 62& 15,28% signifikant erhoht.

Mechanische Zugbelastung fuhrt laut der erzieltegeBnisse zu einer Aktivierung der
NADPH-Oxidase Untereinheiten auf Protein-, sowieN®REDbene.
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3.12 Die Aktivierung kardialer Transkriptionsfaktoren vo n ES-Zellen nach

mechanischer Zugbelastung

3.12.1 Die Untersuchung von GATA 4 nach mechanischer Zugheastung

Der Transkriptionsfaktor GATA 4 ist in der Embryogse fir die Entwicklung des

Herzschlauches von grof3er Bedeutung (Kuo et al7)199

Die EBs werden an Tag drei der Differenzierung @eisSpinnerflasche entnommen und auf
die Silikonmembranen ausgesat. Die elastischen Mameln mit den aufsitzenden EBs
werden 24 Stunden spater um 10% gedehnt. Weitei®t@dden spater erfolgt die Analyse
der Zellen mittels der Methode der PCR.

Das Diagramm 3-20 zeigt einen signifikanten Anstiegn GATA 4 mRNA nach
mechanischer Zugbelastung auf 16215,8% im Vergleich zum Messwert der normierten
Kontrolle von 100+ 13,8%. Unter NMPG-Inkubation kommt es bei den Efen unter
mechanischer Zugbelastung zu einem signifikantestiég von GATA 4 auf 402 + 11,3%,

bei den Kontrollzellen mit Radikalfangerinkubatizm einem Anstieg von 227 + 13,6%.

Aufgrund dieses Versuchsergebnisses lasst sichalést, dass der Einsatz der Antioxidans

die Expression von GATA 4 steigert.
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Abbildung 3-20 GATA 4 mRNA-Expression nach mechanisher Zugbelastung und
Einfluss von NMPG (100 uM)
Mechanische Zugbelastung fiihrt zu einem Anstieg G&TA 4 mRNA-Expression. Dieser

Expressionsanstieg lasst sich durch eine Inkubatnindem Radikalfanger NMPG noch verstarken.
Auswertung der RT-PCR (n = 4)**9,001, einfaktorieller Anovatest.

3.12.2 Die Untersuchung von MEF-2c nach mechanischer Zughsstung
MEF-2c ist als kardialer Transkriptionsfaktor wichtir die embryonale Entwicklung des
Herzens und des vaskularen Plexus.

Die EBs werden an Tag drei der Differenzierung @eisSpinnerflasche entnommen und auf
die Silikonmembranen ausgesat. Die elastischen Mameln mit den aufsitzenden EBs
werden 24 Stunden spater um 10% gedehnt. Weitei®t@dden spater erfolgt die Analyse
der Zellen mittels der Methode der PCR.
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Abbildung 3-21 MEF-2c mRNA-Expression nach mechancher Zugbelastung und
Einfluss von NMPG (100 uM)

Mechanische Zugbelastung fuhrt zu einem Anstieg bEF-2c mMRNA-Expression. Dieser
Expressionsanstieg lasst sich durch eine Inkubatioib dem Radikalfanger NMPG signifikant
inhibieren. Auswertung der RT-PCR (n = 4).*B,001, einfaktorieller Anovatest.

Abb. 3-21) zeigt das Untersuchungsergebnis der KRIEFMRNA- Regulation unter
mechanischer Zugbelastung. Die Kontrolle wird mi®01+ 15,4% normiert. Unter
mechanischer Zugbelastung steigt die MEF-2c mRNAr&ssion auf 273+ 14,4%
signifikant an. Zusatzlich werden Zellen vor dercimnischen Induzierung mit NMPG (100
HM) inkubiert. Unter Inkubation mit dem Radikalfamg kann der Effekt der
Expressionssteigerung von MEF-2c mRNA unter medudier Zugbelastung auf &515,8%
signifikant inhibiert werden. Die NMPG-Inkubatiomw Kontrollzellen liegt bei 86,% 7,4%
und ist nicht signifikant verandert zu der Kontpotbe. Aufgrund dieser Ergebnisse scheint

die MEF-2c-Expression abhangig von der zellularé@i-Ronzentration zu sein.
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3.13 Der Einfluss der Radikalfanger Trolox und NMPG auf die Endothelzell- und
Kardiomyozytendifferenzierung von ES-Zellen nach mehanischer Zugbelastung

Ziel dieser Experimente ist eine Analyse der Vaskuihd Kardiomyogenese von ES-Zellen

in Abhangigkeit von der ROI-Generierung.

Nach drei Tagen Differenzierung in den Spinnerfi@sc werden die EBs auf die
Silikonmembranen der Bioflexplaftausgesat und 24 Stunden spéter gedehnt. Ein Treil de
Zellen wird zwei Stunden vor Beginn der mechaniachegbelastung bis zum Zeitpunkt der
Fixierung mit den jeweiligen Radikalfangern im Néedium (jeweils 100 uM) inkubiert. An
Tag acht der Differenzierung erfolgt die Analyse 8&&CAM-1 positiven Flache (Analyse
unter dem cLSM), sowie die Anzahl der kontrahiesmdireale (Auswertung unter dem
Lichtmikroskop).
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Abbildung 3-22 A) und B) zeigen die Auswirkungernr d@adikalfanger auf die Grof3e der
PECAM-1 positiven Zellflache.

In Grafik A) ist die PECAM-1 positive Zellflache da mechanischer Zugbelastung mit 213%
+ 19,4 im Vergleich zur normierten Kontrolle mit 18018,8% signifikant erhoht. Dieser

Effekt kann durch eine Inkubation mit Trolox auf®& 7,4% signifikant abgefangen werden.
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Die Troloxinkubation der Kontrollzellen liegt beinem Messwert von 68,2 14% und ist

somit im Vergleich zu den Kontrollzellen nicht sifgkant verandert.

Abbildung 3-22 A) PECAM-1 positive Zellflache nachmechanischer Zugbelastung und
Auswirkung des Radikalfangers Trolox (100 uM)

Unter mechanischer Zugbelastung kommt es zu eiignifilsanten Anstieg der PECAM-1 positiven
Zellflache. Dieser Anstieg kann durch den Einsag ®adikalfangers Trolox signifikant inhibiert

werden. Auswertung der Immunzytochemie (n=4). ¥0®01, einfaktorieller Anovatest.

Diagramm B) zeigt die PECAM-1 positive Flache unteechanischer Zugbelastung und
NMPG-Inkubation der EBs. Die Kontrolle wird mit 18017,2% normiert. Die PECAM-1
positive Gewebsflache ist mit 268 19% signifikant erhoht. Diese Vergrol3erung der
Gefal3flache kann durch NMPG-Inkubation auf #420,6% signifikant inhibiert werden. Die
mit dem Radikalfanger NMPG behandelte Kontrollprbbgt bei 96,4+19,8%.
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Abbildung 3-22 B) PECAM-1 positive Zellflache nachmechanischer Zugbelastung und
Auswirkung des Radikalfangers NMPG (100 pM)

Unter mechanischer Zugbelastung kommt es zu eirgnifilsanten Anstieg der PECAM-1 positiven
Zellflache. Dieser Anstieg kann durch den Einsatg Radikalfangers NMPG signifikant inhibiert

werden. Auswertung der Immunzytochemie (n=4). ¥0@01, einfaktorieller Anovatest.
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Die Abbildungen 3-23 A) und B) zeigen die Anzahl nkahierender Areale unter
Radikalfangerinkubation. Es werden die Anzahl demtkahierenden Areale und die Anzahl
der auf einer Platte vorhandenen EBs ausgezahlt wuet Prozentsatz der

Kardiomyozytenareale pro Platte ermittelt und zaeder in Relation gesetzt

Diagramm A) zeigt mit Trolox inkubierte EBs. Die #iwollprobe wird mit 100% normiert.
Nach mechanischer Zugbelastung ist die Anzahl dardidmyozytenareale mit 2048
57,5% signifikant erhoht. Die Anzahl der kontrabmien Areale kann durch eine
Troloxinkubation auf 80,% 33,8% signifikant reduziert werden. Bei den Kolinellen unter

Troloxinkubation liegt der Messwert bei 6&,130,9%.
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Abbildung 3-23 A) Anzahl kontrahierender Areale nad mechanischer Zugbelastung
und Einfluss des Radikalfangers Trolox (100 uM)

Unter mechanischer Zugbelastung kommt es zu eingnifilkkanten Anstieg der Anzahl der
kontrahierenden Kardiomyozytenareale. Unter Inkidratder ES-Zellen mit dem Radikalfanger
Trolox kann dieser Effekt signifikant inhibiert wlen. Auswertung unter dem Lichtmikroskop (n = 3).

*P<0,05, einfaktorieller Anovatest.

In Diagramm 3-23 B) ist eine Reduzierung der Anzkbitrahierender Areale unter der

Inkubation mit NMPG zu beobachten. Die Kontrollerdvimit 100% normiert. Nach
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mechanischer Zugbelastung steigt die prozentualea®inder Kardiomyozytenareale im
Vergleich zur Kontrolle signifikant auf 2 93% an.

Die Anzahl der Kardiomyozytenareale unter NMPG-loktion kann in den ES-Zellen nach
mechanischer Zugbelastung signifikant auft6@3% abgefangen werden. Das Ergebnis der
mit NMPG inkubierten Kontrollzellen liegt bei 479%.
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Abbildung 3-23 B) Anzahl kontrahierender Areale naty mechanischer Zugbelastung
und Einfluss des Radikalfangers NMPG (100 uM)

Unter mechanischer Zugbelastung kommt es zu eingnifilkkanten Anstieg der Anzahl der
kontrahierenden Kardiomyozytenareale. Unter Inkidratder ES-Zellen mit dem Radikalfanger
NMPG kann dieser Effekt signifikant inhibiert wemdé@uswertung unter dem Lichtmikroskop (n = 4).
*P<0,05 Vergleich Kontrolle und 10% Dehnung.®®01 Vergleich 10% Dehnung und 10%

Dehnung unter Inkubation mit dem Radikalfanger NNVBiGfaktorieller Anovatest.

3.14 Untersuchung der Zytotoxizitdt mechanischer Zugbelatung auf ES-Zellen der
Maus.

Da sich die Frage stellt, ob eine extern einwirlkeentechanische Zugbelastung toxisch auf

die behandelten EBs wirkt wird ein Sytox Greekssay durchgefiihrt.

93



Ergebnisse

Sytox Greefi farbt mit hoher Affinitat Nukleinsauren an undrdji durch permeabilisierte
Zellmembranen toter Zellen. Der Farbstoff ist nichtler Lage die intakte Zellmembran von
lebenden Zellen zu durchdringen.

Die Fluoreszenz steigt dabei proportional zum Anteer Zellen in der Kultur.

Die Anregung des Farbstoffes erfolgt dabei unten @&SM bei 488 nm, die Messung der

Fluoreszenz liegt bei 490 nm.

Zur Versuchsdurchfuihrung werden EBs nach mechagidoduzierung 25 Minuten in einem
100 nM Iscoves Medium inkubiert und die Anzahl d&ytox Green positiven Zellen

ausgezahlt. Es kénnen keine aussagekraftigen @dhtede im Vergleich der Kontrolle und
der Probe unter mechanischer Zugbelastung nachgewigerden. Somit gibt es kein Indiz,
dass die in dieser Studie angewendeten mechanid€hite zytotoxisch auf ES-Zellen

wirken.
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4 Diskussion

Das naturwissenschaftliche Interesse an der Enlwvigkbiologie von ES-Zellen steigt
heutzutage stetig an. So weckt das gegenwartige seWistber kardiovaskulare
Differenzierung Hoffnungen auf einen medizinischHe&insatz in der Patiententherapie. Die
klinische Forschung setzt hohe Erwartungen auf deerapeutischen Einsatz von
Stammzellen zur Behandlung der unterschiedlichdkgkrankungen, beispielsweise zur
Gegensteuerung bei einem nicht regenerativen Mespszifischer Kérperzellen. Ziel der
Grundlagenforschung an ES-Zellen ist, die gewonmémeitro Kenntnisse in naher Zukunft

in vivo an Patienten anzuwenden.

Der Zusammenhang zwischen mechanischer Stimulatiod den morphogenetischen
Prozessen der Herzschlauchentwicklung, der myokiemi Trabekulation, der kardialen
Muskelfaseranordnung und der Herzklappenentstehwird schon seit langerer Zeit
diskutiert (Taber, 1998). Es ist anzunehmen, de&s<Z&len wahrend des Wachstums im
dreidimensionalen Gewebeverband standigen meclm@mséugbelastungen ausgesetzt sind.
Wahrend der Differenzierung der EBs gewinnen diaseGréf3e und Volumen; dadurch
kommt es invitro in den EBs zu wachsenden Gewebsspannungen. Dielemiden Krafte
setzen an jeder einzelnen Zelle des Gewebes an.FDlige kann eine Initialisierung
embryonaler Differenzierungsablaufe sein, wie belspeise eine induzierte

Kardiomyogenese.

Durch Einwirken externer physikalischer Krafte &t&mmzellen nach Transplantation in das
Empfangergewebe konnten die Zellen gezielt zum tBelleben, zur Proliferation und
Differenzierung angeregt werden. Gerade am Hergernt physiologisch eine grof3e Zahl
unterschiedlichster Krafteinwirkungen auf. So k&nbeim Herzinfarktpatienten das
kontrahierende Organ selbst eine Differenzierung dgizierten Stammzellen zu
funktionstichtigen Kardiomyozyten im infarkten Géae unterstitzen. Der Erfolg der
klinischen Therapie mit ES-Zellen kdnnte durch d&nsatz mechanischer Induzierungen

positiv beeinflusst werden.

Die vorliegende Dissertation beschreibt die Vaskuwlnd Kardiomyogenese von ES-Zellen

der Maus der Stammzelllinie CCE S103, die durchzkeitig ansetzende mechanische
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Zugbelastung induziert wird. In diesem ZusammenHharm intrazellular freigesetzten ROIs
eine wichtige Rolle als Signalmolekile innerhalbr deardiovaskularen Signalkaskade

zugestanden werden.

Die im Abschnitt Ergebnisse erhobenen Daten wendeinesem Teil der Promotionsarbeit im

Detail erklart, bewertet und diskutiert.

4.1 Die positive Auswirkung mechanischer Zugbelastung @& die kardiovaskulare

Differenzierung von ES-Zellen der Maus

Fur die aktuelle Forschung ist es von grofiem Ist&re neue Erkenntnisse Uber
Regulationsmechanismen der Differenzierung von Elfed zu erlangen, zumal diese

Thematik viele Fragen bis heute unbeantwortet.lasst

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie belegens adis Dehnung einer elastischen
Membran und einer damit verbundenen Dehnung undcBtag der anhaftenden ES-Zellen

zu einer vermehrten Differenzierung in Endothetelind Kardiomyozyten fuhrt.

In Abschnitt 3.1 wird gezeigt, dass eine zweistgadDehnung der Membran um 10% die
GroRRe der PECAM-1 positiven Gefal3flachen signiftkarnéht. Bei einer noch starkeren

Zugbelastung der Zellen kann dieser positive Efféktder aufgehoben werden.

Die Herzmuskelzellen (Abschnitt 3.2), erreichen @eer Dehnung der Silikonmembran um
20% eine maximale Anzahl kontrahierender ArealeneEnoch stérkere Dehnung der
Membran der Bioflexplatten konnte aufgrund der testhen Gegebenheiten des Flexercell

SystemS$nicht durchgefiihrt werden.

Die Tatsache, dass abhangig von der Starke der kemiéhnung die Differenzierung der
ES-Zellen unterschiedlich induziert wird, l&ssthsinit einer vermehrten Freisetzung von ROI
unter zunehmender mechanischer Einwirkung begrindesse ROI fungieren in niedrigen
Konzentrationen als intrazellulare Signalmolekid@&nen aber in zu hohen Konzentrationen
auch zu Zell- und Gewebeschéaden fiuhren. Der du@haRsgeldste oxidative Stress schadigt
auf der Ebene der DNA und endet haufig in der Apsgtvon Zellen (Kim et al, 2005).
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Uberdehnung der Zellverbande durch zu massive meéstiee Zugbelastung kénnen zu
irreversiblen Schaden fuhren. Als Folge hiervonrkame Reduzierung der Differenzierung

der ES-Zellen auftreten.

Dass bei verschieden starken Dehnungen der Memtiianmaximale Induzierung der
Gefal3flachengréfe und der kontrahierenden Herzrinsedlen auftreten, kann auf den
unterschiedlichen Signalkaskaden der Kardio- undkuWklgenese beruhen. Die Kaskaden
konnen wiederum unterschiedlich sensibel auf ieffalire ROI-Konzentrationen und

Uberdehnungsschaden reagieren.

Das intensive Studium der Kardiomyozytendifferenag von ES-Zellen zeigt ein
vermehrtes  Vorkommen  kontrahierender Areale in rmamler benachbarten
Gewebsbereichen. Kontrahierende Areale kénnen dihvoh Eigenbewegung somit die
umliegenden Zellen zur verstarkten Kardiomyogerasegen. Diese Eigenschaft kann unter
starkerer mechanischer Zugbelastung eine maximadeizlerung der Kardiomyogenese

bewirken.

Im Abschnitt 1.1 der Dissertation wird der Einfluschanischer Zugbelastung auf Zellen
und Gewebeverbande beschrieben. Die ArbeitsgrumpeerSuntersuchte die Auswirkung

eines kurzzeitig angelegten elektrischen FeldesdaufDifferenzierung von ES-Zellen der

Maus. Infolge der Strombehandlung kam es, abhéwgig der gewéhlten Stromdosis, zu

einer redoxabhangigen Stimulierung der Kardiovasehese. Die Studie sieht in den

generierten ROIs ein wichtiges Signalmolekil detetgeordneten Signalkaskade (Sauer et
al, 2005).

Mechanische Dehnung als Hauptursache der karditypertrophie wird schon seit langerer
Zeit thematisiert. Neonatale Kardiomyozyten steigenter Einwirkung mechanischer Krafte
die Sekretion und Produktion vasoaktiver Peptidie angiotensin Il und Endothelin, die
wiederum Schlisselrollen in der kardialen Hypettiepeinnehmen (Komuro |, 2001 und
2000).

Eine sehr aktuelle Untersuchung beschéftigt sichdaem Effekt laminarer Scherkrafte auf
ES-Zellen (llli et al, 2005). Scherstress steigaite die Lysinacetylierung von Histon H3 an
Position 14, die Serinphosphorylierung an Position(S10) und die Lysinmethylierung an
Position 79 (K79). Zuséatzlich wurden Herzmarkerotiuen Scherstress positiv beeinflusst.
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Diese Erkenntnisse decken sich mit den Ergebnissaar japanischen Arbeitsgruppe
(Yamamoto et al, 2004). In den Versuchen wurderlHtlositive ES-Zellen der Maus einem
statischen Flissigkeitsstrom ausgesetzt. Als Fobgeten einen Expressionsanstieg des Flk-
1, des vaskularen endothelialen Cadherin und d€3AREL auf Protein- sowie auf mRNA-

Ebene nachgewiesen werden.

Die redoxsensitive Regulation der PECAM-1 Thyrobiogphorylierung in Zellen unter.B,
Inkubation konnte von einer amerikanischen Arbeitpge (Maas et al, 2003) gezeigt
werden. Die Forscher fanden heraus, dass PECAMilSeinsor fur oxidativen Stress,

besonders im Entzindungsprozess, darstellt.

Somit konnte wissenschaftlich schon mehrfach eisafimenhang zwischen mechanischen,
extern einwirkenden Kréften und einer gesteigekiamaiovaskularen Differenzierung gezeigt

werden. ROIs kénnen hierbei wichtige Bedeutungein&ignaltransduktion einnehmen.

4.2 Die Rolle von HIF-1a und VEGF in der vaskularen Signalkaskade von ES-Zken

nach mechanischer Zugbelastung

Bedeutung und Zusammenhang zwischen dem Transkrgbsiktor HIF-Dr und der VEGF-
Expression in der vaskularen Signalkaskade istrsahte@nsiv untersucht worden (Akeno et
al, 2002; Shih et al, 2001).

In der vorliegenden Studie kommt es nach mechaais@ugbelastung auf Gen- und
Proteinebene zu einer signifikant gesteigerten HiF=xpression. Gleichzeitig steigt nach
mechanischer Stimulierung die VEGF-Expression inZeffen der Maus (siehe Abschnitt
3.3/3.4).

Die Involvierung der VEGF-Expression in die Vaslgg#oese von ES-Zellen der M&asnte
durch Untersuchungen der Arbeitsgruppe Sauer/\Waetgnbewiesen werden (Wartenberg et
al, 2001).

Eine deutsche Arbeitsgruppe aus Minster (Petersem, €004) erhielt durch zyklische
Dehnung von Fibroblasten ahnliche Resultate. Fodéganechanischen Induzierung waren ein
gleichzeitiger Anstieg von HIFelund VEGF.
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Der redoxsensitive Zusammenhang zwischen einer Glerierung und dem HIFalund
dem VEGF-Anstieg konnte schon in einer Studie ddyefisgruppe Sauer/Wartenberg Uber
die Auswirkungen von elektrischen Feldern auf di@n8nzelldifferenzierung nachgewiesen
werden (Sauer et al, 2005).

Die Aktivierung von HIF-Ir als Zellantwort auf Verschiebungen von intrazéltah
Sauerstoffkonzentrationen wurde kirzlich in ein&tuallen deutschen Studie nochmals

aufgegriffen (Kietzmann et al, 2005).

Unter mechanischer Zugbelastung kann in der vahdgn Promotionsarbeit eine
Abhangigkeit der intrazellularen ROI-Freisetzungdueine Steigerung von HIFalund
VEGF gezeigt werden. Durch Vorinkubation der Zelteit freien Radikalfangern konnten

erzielte Stimulationseffekte in der Vaskulogenesesequent inhibiert werden.

HIF-1a kann in seiner Aktivitat auch durch Erk 1/2 undKJbeeinflusst werden (Liu et al,
2003; Commerford, 2004).

Mechanische Zugbelastung fuhrt angesichts deregefiden Ergebnisse zu einer vermehrten
Generierung intrazellularer ROI. Die Veranderung aellularen ROI kann zu einer
Stimulierung von HIF-& und des VEGF fihren. VEGF spielt eine Schlisdelrol der

Differenzierung und im Wachstum von Endothelzellen.

4.3 Die Funktion intrazellularer ROI in der kardiovasku laren Signalkaskade von ES-

Zellen nach mechanischer Zugbelastung

Die Stimulation der ROI durch mechanische Zugbalagt wird an Tag vier der
Differenzierung analysiert. Zu diesem Zeitpunkt d@DI-Generierung befinden sich die
Stammzellen in einem undifferenzierten Entwicklwstgdium. Invitro bilden sich die
Zelllinien des Herzkreislaufsystems zwischen Tagé 9 der Entwicklung aus (Hescheler et
al, 1999).

Augenscheinlich ist die Erh6hung der ROI-Konzemtrat zu diesem Zeitpunkt ein
entscheidendes Ereignis, das die unterschiedliChié@renzierungsprogramme und —abléufe

einleitet. Da ROI frei im Zellgewebe diffundierenduzellmembranpermeable Molekile sind,
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ist anzunehmen, dass individuelle Zellen durch R@hzentrationen in ihrer

Differenzierungsfahigkeit zu beeinflussen sind.

Bei der Thematik der Stammzellforschung liefert drerliegende Dissertation neue
Erkenntnisse und Informationen. Im angewendeten sixdrsmodell werden durch
mechanische Zugbelastung einerseits kurzfristigRid-Konzentrationen erhoht (Abschnitt
3.5). Andererseits wird durch eine Aktivierung déADPH-Oxidase fur eine langfristige

Steigerung des intrazellularen ROI-Niveaus ges@lschnitt 3.8).

Die Induzierung der ROIs durch zyklische, mechdmszugbelastungen bei Endothelzellen
(Howard et al, 1997; De Keulenear et al, 1998; Hyvahal, 2003; Wang et al, 2001), bei
Zellen der glatten Muskulatur (Cowan et al, 2008t& et al, 2003; Chen et al, 2003) und bei
isolierten Herzmuskelzellen des Ventrikdskawa et al, 2001; Yatamoto et al, 1999) ist ein

bereits intensiv untersuchtes Phanomen.

Die Arbeitsgruppe Sauer/Wartenberg wies in frihes&mdien darauf hin, dass es auch bei
unbehandelten Stammzellen im Differenzierungsstadizu einer kontinuierlichen
Freisetzung von freien Sauerstoffradikalen kommaug® et al, 2000). Die intrazellular
erzeugten ROIs greifen in Signalkaskaden ein, mkBn Transkriptionsfaktoren und Gene
und beeinflussen somit zielgerichtet die kardiowu#sie Differenzierung. Somit scheinen
ROIs in niedrigen Konzentrationen signalvermittelmdolektile zu sein.

Eine induzierte Kardiomyogenese durch geringe RO#W#€ntrationen in nanomolaren
Bereich, ausgel6st durch elektrische Felder odegex appliziertes $#D,, demonstrierte die
Arbeitsgruppe Sauer/Wartenberg mehrfach (Sauer 8999; Sauer et al, 2000). Zusatzlich
konnte ein Zusammenhang zwischen der Cardiotrophi€T-1) -Induzierung in

embryonalen Kardiomyozyten und der ROI-Konzentragiezeigt werden.
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Mechanische Zugbelastung
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Abbildung 4-1 ROIs als wichtiger Signaltransduktorin der Vaskulo- und
Kardiomyogenese von ES-Zellen der Maus nach mechather Zugbelastung

Experimentelle mechanische Zugbelastung erhoht idigazellulare ROI-Generierung. Die
freigesetzten ROIs nehmen als Signalmolekile Emffwf die kardiovaskulare Differenzierung von
ES-Zellen der Maus

4.4 Die Rolle der NADPH-Oxidase nach mechanischer Zugksstung bei der
Freisetzung von ROI

Unter den moglichen Entstehungsmaoglichkeiten vorisRaherhalb der Zelle ist bis heute die
enzymatische Aktivitait der NADPH-Oxidase von phadezenden Zellen am besten
analysiert. Das Vorhandensein dieser Plasmamengalmrdenen Oxidase konnte auch in

nicht phagozytierenden Zellen beschrieben werdegdfset al, 1997).

In Stammzellen kdnnen die NADPH-Oxidase Untereitgmep47-phox, p22-phox, gp91-phox

und p67-phox wéahrend der Differenzierung nachgesviegerdenSauer et al, 2005).

Es stellt sich nun die Frage, ob die durch meclkhriZugbelastung induzierten ROIs durch

die NADPH-Oxidase generiert werden.
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In der vorliegenden Dissertation kann eine Aktiureg der NADPH-Oxidase Untereinheiten
Nox 4 p22-phox, p47-phox und p67-phox 24 h nach meskcler Dehnung der Zellen
mittels der immunzytochemischen Farbung nachgewiegerden (Abschnitt 3.8). Diese
Daten kdnnen auch auf m-RNA Ebene experimenteidieberden. Die RT-PCR zeigt eine
verstarkte Expression dBiox 1undNox 4

In der Literatur existieren bereits viele Beispjelaut denen ROIs nach Stimulation
phagozytierender oder nicht phagozytierender Zedierch Liganden freigesetzt werden. In
den meisten Fallen kann dort die NADPH-Oxidase @Qlselle der ROI-Produktion

ausgemacht werdémhannickal et al, 2000; Thannickal et al, 1998).

Eine Aktivierung der NADPH-Oxidase in Endothelzall@lurch mechanische Dehnung
konnte schon von einer amerikanische Forschergrdpp®nstriert werden (Chapmann et al,
2005). In den Experimenten wurden pulmonale Endo¢tien zyklischen Zugbelastungen
ausgesetzt. Nach zwei Stunden mechanischer Indagidtonnte ein Anstieg der NADPH-
Oxidase Aktivitat vermerkt werden. Gleichzeitig wan in diesen Experimenten ein

intrazellularer Anstieg der ROI-Generierung beolbetch

Ahnliche Resultate liefert eine Studie Uber glatgerienmuskulatur unter zyklischer
Zugbelastung (Mata-Greenwood et al, 2005). Untechameischer Dehnung stieg in den
Muskelzellen die NADPH-Oxidase an. Gleichzeitig ktsneine erhohte intrazellulare ROI-

Konzentration vermerkt werden.

Frihere Studien der Arbeitsgruppe Sauer/Wartenlsetgten sich mit Aktivierung der
NADPH-Oxidase durch exogen zugeflihrte physikalisStinuli auseinander. Wahrend der
Differenzierung von ES-Zellen kommt es zu einertkanerlichen Freisetzung von ROI in
EBs, deren Quelle eine NADPH-Oxidase darstellt. dduden konsequenten Einsatz
spezifischer Blocker der NADPH-Oxidase, wurde digcti elektrische Felder induzierte

Radikalfreisetzung deutlich verringé8auer et al, 2005).

Die in der Studie erzielten Daten weisen auf eireteligung der NADPH-Oxidase als
Ursprungsquelle der intrazellularen ROI hin. Die tidiat der Oxidase kann durch

mechanische Zugbelastung induziert werden (sielseixbtt 3.8).
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4.5 Die Rolle der MAPKs nach mechanischer Zugbelastunimp der kardiovaskuléaren
Signaltransduktion

Fur die Vermittlung und Modulation von Informationewischen dem Zellkern und den an
der Zellmembran sitzenden Rezeptoren ist ein Netzwerschiedener intrazellularer

Signalkaskaden notwendig.

Unter diesen Kaskaden mit ihren zahlreichen Enzym@ktivierungsschritten und
Interaktionen spielen die drei mitogen aktiviertddPKs p38, ERK 1/2 und JNK in der
Regulation von Zelldifferenzierung und —prolifecati eine wichtige Rolle (siehe auch
Abschnitt 1.10).

Die exogene Applikation mechanischer Zugbelastung BS-Zellen fuhrt zu einer

signifikanten Induzierung der kardiovaskularen Bxiénzierung (siehe Abschnitt 4.1).

Ein zu klarender Punkt bleibt weiterhin, ob und iefern die drei mitogen aktivierten

MAPKs bei der Ubermittlung dieser Differenzierurgjge eine Rolle spielen.

Um dies herauszufinden werden die Zellen nach 3inmung durch mechanische Reize auf
die Aktivierung der Mapkinasen hin untersucht. Esrdwmit phosphospezifischen

Antikdrpern gearbeitet, die nur auf die aktive Fates entsprechenden Enzyms reagieren.

4.6 Mechanische Zugbelastung als Aktivator von p38

Dass mechanische Zugbelastung als wichtiger Stiowtder MAPK p38-Aktivitat in ES-
Zellen der Maus anzusehen ist, kann im Abschnitg&zeigt werden.

Nach einer halben Stunde mechanischer Stimulieishglas Maximum der Aktivierung
erreicht. Durch den Einsatz von Radikalfangern kdienredoxabhéangige Phosphorylierung

erfolgreich inhibiert werden.

Ein Ausschalten der MAPK durch den spezifischenbindr SB203580 lasst unterschiedliche
Aussagen uber die Rolle der p38 in der Vaskulo- Kiacdiomyogenese zu (siehe Abschnitt
3.10). Die MAPK p38 ist von entscheidender Bedegtum der embryonalen

Kardiomyogenese. Das Phanomen lasst sich bei dehamisch-gedehnten Zellen, sowie bei
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den Kontrollzellen beobachten. Durch eine konsetubkrhibition der MAPK mit SB203580
kommt es zu einer signifikanten Reduzierung dertdatmerenden Kardiomyozytenareale
(siehe Abbildung 3.16). Die Vaskulogenese hingegeint von der Aktivierung der MAPK
p38 unbeeinflusst. Bei der Untersuchung PECAM-litpes GefalRareale kommt es zu
keiner signifikanten Veranderung (siehe Abbildunt/3.

Schon seit einem langerem Zeitraum wird der p38 KA¥tivierung eine besondere Rolle
in der Herzmuskeldifferenzierung zugeteilt. In deteratur wurde eine Aktivierung der
MAPK p38 im Zusammenhang mit einer gesteigerten REFAktivitat beschriebefZao et
al, 1999).

Weiterhin konnten Wissenschatftler durch eine Irttohivon p38 mit spezifischen Blockern
Differenzierungsablaufe bestimmter Muskelzellliniemd humaner primarer Myozyten
unterdricken und verzodgern. Gleichzeitig wurde duegterne Aktivierung der Mapkinase
eine Transkriptionssteigerung von MEF-2c durch ldee”hosphorylierung erreich@Wu et
al, 2000).

Zusammenhange zwischen der p38-, sowie der ERKARtiRierung konnten mit der stress-
induzierten Steigerung der GATA 4 Bindungsberei$chm adulten Herzen festgestellt
werden (Tenhunen et al, 2004). Diese Erkenntnis lasst uegm dass es vergleichbare
Ablaufe in der Differenzierung von ES-Zellen in idemmyozyten und Endothelzellen sowie
im adulten, intakten Herzen gibt.

Die Verbindung zwischen ROI und der Tatigkeit deARKs werden schon langer diskutiert
(Torres et al, 2003; Sauer et al, 2001) und begsttdie in unserer Studie erhobenen Daten.

Dass zwischen der p38-Aktivierung und der embryema/askulogenese kein sichtbarer
Zusammenhang zu sehen ist, zeigte die Arbeitsgrigmesr/Wartenberg schon zu einem
friheren Zeitpunkt. Bei den Untersuchungen des liSeés elektrischer Felder auf die
Vaskulogenese von ES-Zellen konnten keine Hinwaidgesine Involvierung der p38 MAPK

in die vaskulare Signalkaskade gefunden we(8aner et al, 2000).
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4.7 Mechanische Zugbelastung als Aktivator von ERK 1/2

In der vorliegenden Studie kann eine Aktivierungnv&RK 1/2 durch mechanische
Zugbelastung gezeigt werden. Die maximale Aktividér MAPK tritt nach 10minutiger
mechanischer Dehnung auf (siehe Abschnitt 3.8)cBbunkubation mit dem Radikalfanger
Trolox kann dieser Effekt konsequent inhibiert weerd Ruckschliisse auf eine Verbindung
zwischen der ROI-Generierung und der ERK 1/2 -Aktivng sind somit nahe liegend.

Durch Inhibition von ERK 1/2 mit dem spezifischenhibitor UO126 lasst sich eine
Reduzierung der Anzahl kontrahierender Areale, sayer PECAM-1 positiven Gefal3flache
feststellen (siehe Abbildungen 3.16 und 3.17).

Nach mechanischem Einfluss konnte eine Aktivieruog ERK 1/2 in Endothelzellen schon
mehrfach gezeigt werden (Offenberg Sweeny et @4 28lexander, 2004).

Eine sehr aktuelle Studie beschreibt die Auswirlkeimgon ERK 1/2 auf Endothelzellen. Die
humanen Lungenepithelzelllinien H441 und MLE15 wardzyklischer mechanischer
Zugbelastung ausgesetzt. Dieser Stimulus wurddi@inormale Entwicklung der Lunge als
wesentlich angesehen. Nach kurzer Stresseinwirkongte ein Anstieg der intrazellularen
ROI beobachtet werden. Die generierten ROI hatiae Aktivierung von ERK 1/2 und
letztendlich eine Endothelzellproliferation zur @l Diese Zellproliferation konnte durch
Inkubation der Zellen mit (N-)Acetylcystein sowierdh den Einsatz der spezifischen ERK
1/2 Blocker UO126 und PD98059 unterdriickt wer&mess et al, 2005).

Durch Aktivierung der MAPKs ERK 1/2 und p38 wurdeeestressinduzierte Steigerung der
GATA 4-Bindung im adulten Herzen festgestélliienhunen et al, 2004).

Durch die Dehnung von Muskelzellen konnte eine Wktung der ERK 1/2
Phosphorylierung beobachtet werden (Hornbergel 2085).

Die Untersuchungen von Effekten elektrischer Fehldrdie Vaskulogenese von ES-Zellen
der Maus liefern weitere Erkenntnisse Uber die IWMieoung von ERK 1/2 in die
Signalkaskade der GefalRentwicklung. Die ERK 1/2 thAdrung konnte durch den
Radikalfanger Trolox inhibiert werden und deutef aine redoxsensible Regulierung von
ERK 1/2 hin (Sauer et al, 2005).
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4.8 Mechanische Zugbelastung als Aktivator von JNK

Die Daten der vorliegenden Arbeit belegen eine VA&tung der MAPK JNK nach 10
Minuten mechanischer Zugbelastung. Der Effekt kalumch eine Inkubation mit dem
Radikalfanger Trolox kontinuierlich inhibiert weml¢siehe Abschnitt 3.9).

Die nach dem Einsatz des JNK-Blockers SP600125%l&zErgebnisse, schreiben der
Proteinkinase eine wichtige Bedeutung in der kams&ularen Differenzierung von ES-
Zellen der Maus zu (siehe Abbildungen 3.16 und )3.Bétrachtet man die unterschiedlichen
Einflisse der drei untersuchten MAPKs auf die Hellentwicklung genauer, lasst sich
erkennen, dass die prozentuale Anzahl der kontexiden Areale trotz eines signifikanten
Ergebnisses bei der Blockade von JNK mit dem InbikisP600125 am geringsten reduziert
werden. Im Vergleich zu den unbehandelten Kontetién ist kein Unterschied in Grél3e und

Schlagfrequenz der Areale zu erkennen.

Mechanische Krafte als Aktivatoren von JNK wurden der Literatur schon mehrfach
beschrieben. Daher tragt das Enzym auch den Narsgrss-aktivierte Proteinkinase*.
Weiterhin nehmen inflammatorische Zytokine, Tumdrosefaktoren, bakterielle Endotoxine
und chemischer sowie osmotischer Schock Einflugsnanazellulare JNK Prozess@Paul et
al, 1997).

Der Einfluss intrazellularer ROI-Konzentrationenf agie JNK-Aktivierung ist in der
Forschung ein schon héufig diskutiertes Thema €Boet al, 2003; Sauer et al, 2005; Sauer et
al, 2001).

In neuesten Untersuchungen wird die JNK-Aktivitat ider Kardiomyogenese in

Zusammenhang mit einer gesteigerten MEF-2c-Exmesgesehen. Experimentell wurden
neonatale Ventrikelmyozyten der Ratte mechaniseugbelastung ausgesetzt. Es kommt
unter den Stimuli zu einer vermehrten JNK-Phospliemyng. Dieser Phosphorylierung folgt

eine verstarkte MEF-2c DNA-Bindungsaktivittiadruz et al, 2005).

Der kardiale Transkriptionsfaktor MEF-2c ist wieder bedeutend fir die Herzformation,
den kardialen Auswurf und die Entstehung des reckentrikels wahrend der embryonalen
Entwicklungder Maus (Dodou et al, 2004).
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Diskussion

Die Rolle der JNK in der Vaskulogenese sieht eapapische Arbeitsgruppe (Naruishi et al,
2003) in der Aktivierung von AP-1 in FibroblastelP-1 nimmt eine SchlUsselrolle in der
Transkription von VEGF ein. VEGF ist nachweisliclir fdie Einleitung der Angio- und

Vaskulogenese mitverantwortlich. Die ExprimierungsWEGF konnte durch den Einsatz

von SP600125 erfolgreich inhibiert werden.

Ahnliche Ergebnisse liefern frilhere Studien der efdgruppe Sauer/Wartenberg. Unter
Einwirkungen kurzzeitiger elektrischer Felder a@-Eellen kam es zu einer Aktivierung der
JNK-Phosphorylierung. Die JNK-Induzierung nimmt rhiginfluss auf die GroéRe der

PECAM-1 positiven Zellflache. Durch Behandlung dallen mit SP600125 konnte dieser
Effekt durchweg inhibiert werden (Sauer et al, 2005

Mechanische Zugbelastung
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Abbildung 4-2 Funktion der MAPKs p38, ERK 1/2 und INK in der kardiovaskularen
Differenzierung von ES-Zellen der Maus nach mechascher Zugbelastung

Durch die extern zugeflihrte mechanische Zugbelgsthkommt es zu einer redoxsensitiven
Phosphorylierung der drei untersuchten MAPKs. DuEthsatz von spezifischen MAPKSs Inhibitoren
konnte ein Einfluss von JNK und ERK 1/2 auf die kWlagienese festgestellt werden. Die
Kardiomyogenese wird von allen drei MAPKSs, am dehsten jedoch von der MAPK p38, signifikant

reguliert.
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Diskussion

4.9 Die Funktion der kardialen Transkriptionsfaktoren G ATA 4 und MEF-2c nach
mechanischer Zugbelastung

Uber die Feststellung hinaus, dass mechanischeefagibing zu einer prozentualen Zunahme
kontrahierender Kardiomyozytenareale in ES-Zellgmt liefert die vorliegende Dissertation
Hinweise auf eine gesteigerte Expression kardiatanskriptionsfaktoren (siehe Abschnitt
3.12).

Die vorliegenden Ergebnisse der Promotionsarbegepeeinen signifikanten Anstieg des
kardialen Transkriptionsfaktors MEF-2c nach mecbelmer Zugbelastung. Der Effekt kann

durch eine durchgehende Behandlung der Zellen adikalfangern inhibiert werden.

Parallel steigt die GATA 4 Expression unter meckemer Dehnung signifikant an. Die
GATA 4-Expression verstarkt sich paradoxer Weistetuinkubation mit Antioxidantien in

den gedehnten, sowie den Kontrollzellen. Diese Agssscheint ein Hinweis auf eine ROI-
unabhangige Aktivierung von GATA 4 zu sein. Der enyqmentell ausgeloste GATA 4-
Anstieg unter Radikalfangerinkubation spielt keiRelle in der Kardiomyogenese. Unter
Versuchsbedingungen kommt es weder zu einem AnstagMEF-2c oder einer Zunahme

der Anzahl kontrahierender Areale.

Die unterschiedliche Regulation kardialer Trangikompsfaktoren unter ROI-Generierung
innerhalb der Differenzierung deuten auf ein sebénsgives Zusammenspiel zwischen

redoxabhangigen und —unabhangigen Faktoren hin.

In der Literatur wird laminarer Scherstress alsadhe einer verstarkten MEF-2c-Expression

in ES-Zellen der Maus angesehen (llli et al, 2005).

Die Bedeutung von GATA 4 in der kardialen Differmrang von ES-Zellen wurde
erfolgreich von einer japanischen ArbeitsgruppewHaura et al, 2005) gezeigt. Die HATs
Aktivitat von p300 ist fur die Acetylierung und DN/ABindung von GATA 4 wichtig. Unter
der Expression von p300 kommt es wahrend der Rifftderung von Stammzellen zu einer

vermehrten Bindung von acetyliertem GATA 4 an d¢/D

Der Anstieg der GATA 4-Expression nach mechanisdennung konnte von finnischen

Forschern (Pikkarainen et al, 2003) an kultiviek@&mdiomyozyten gezeigt werden.
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Diskussion

Eine Aktivierung der Bindungsaktivitat von MEF-2atar oxidativen Stress in humaner
Muskulatur kann wissenschatftlich belegt werden Kalii et al, 2004). Hydrogenperoxid im

Nahrmedium simuliert in diesem Experiment den otiga Stress.

Eine japanische Arbeitsgruppe (Suzaki et al, 20&yte, dass eine Inkubation von PC12
Zellen mit HO, eine signifikant gesteigerte DNA-Bindungsaktivit&@in MEF-2c mit sich

zieht.

Die Expressionssteigerung von MEF-2c, induziercbutie MAPKs p38, ist bekanr{zhao
et al, 1999) und ist in den hier diskutierten Expenten von Bedeutung. Eine Inhibition der
p38 MAPK durch SB203580 fuhrt zu einem signifikant&kickgang der kardialen

Differenzierung.

Die Involvierung von ERK 1/2 in die myogene Tranpkon wird schon in Abschnitt 4.4.3
ausfuhrlich diskutiert (Tenhunen et al, 2004).
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Zusammenfassung

4.10 Schematische Zusammenfassung der mechanisch-stinarten kardiovaskularen
Signalkaskade von ES-Zellen der Maus

Mechanische Zugbelastung

ES-Zelle

—

T HIF-1a, VEGF

'
ROI

f f
/N
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Abbildung 4-3 Zusammenfassung der kardiovaskularemifferenzierung von ES-Zellen
nach mechanischer Zugbelastung

Nach mechanischer Zugbelastung kommt es zu eidexsensitiven Regulation von HIELIVEGF
und den MAPKSs. HIF-&, und VEGF sind fur die Einleitung der Vaskulogenesrantwortlich. Die

aktivierten MAPKSs induzieren die vaskulare, sovigekérdiale Differenzierung
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Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Die Mechanismen der kardiovaskularen Differenzigryturipotenter ES-Zellen der Maus
sind bisher unbekannt. Einen mdglichen Differerungsstimulus stellen mechanische
Zugbelastungen dar, die auf physiologische Art Weise im wachsenden Gewebe erzeugt

werden.

Die vorliegende Arbeit vertritt die Hypothese, dass kardiovaskulare Differenzierung ES-

Zellen der Maus durch exogen-applizierte mechamigaigbelastung induziert werden kann.
Hierbei werden folgende Versuchsergebnisse erzielt:

Mechanische Zugbelastung an ES-Zellen erhoht ddosiseyig die Anzahl spontan
kontrahierender Foci von Kardiomyozyten und vergrol3 parallel hierzu deren

Gewebsflache.

Mechanische Zugbelastung fiihrt dosisabhangig zwerewWergroRerung der PECAM-1
positiven Zellflache und erh6ht sowohl auf mRNAs alich auf Proteinebene die Expression
des proangiogenen Transkriptionsfaktors HtFdnd des endothelialen Wachstumsfaktors
VEGF.

Mechanische Zugbelastung fiihrt zu einer Erhdhung ddrazellularen reaktiven
Sauerstoffmediatoren (ROI) -Konzentrationen. Alselu der freigesetzten ROI kann die

NADPH-Oxidase angesehen werden.

Die mechanisch-induzierte intrazellulare ROI-Gememg fuhrt innerhalb kurzer Zeit zu
einer Aktivierung der MAPKs p38, ERK 1/2 und JNKufdlge spezifischer Inhibition der
einzelnen MAPKs kann allen drei Informationsvertaitt eine entscheidende Rolle bei der
Kardiomyogenese zugesprochen werden. JNK und ERKxdhimen weiterhin signifikanten

Einfluss auf die vaskulare Differenzierung.

Mechanische Zugbelastung verstéarkt die Expressavdi&ler Transkriptionsfaktoren. Folge
dieses signifikanten Expressionsanstieges ist gnezentuale Erhéhung der Anzahl

kontrahierender Kardiomyozytenareale.
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