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Zusammenfassung

Der Herzinfarkt ist nach wie vor eine der héufigsten Todesursachen in den Industrienationen.
Verursacht wird er durch Verschluss eines Herzkranzgefiles, der die Versorgung des
nachgeschalteten Gewebes mit Blut unterbricht und so einen Gewebeuntergang herbeifiihrt. Durch
Proliferation von extrazellulirer Matrix (ECM)-produzierenden Myofibroblasten wird eine
nichtkontraktile Infarktnarbe ausgebildet, welche zwar das Herz vor einer Ruptur bewahrt, jedoch
langfristig zu einer Herzinsuffizienz fithren kann.

Da Kardiomyozyten nur ein sehr geringes Potential zur Proliferation besitzen, ist eine Regeneration
des geschidigten Infarktareals durch korpereigene, d.h. endogene, Stammzellen ein moglicher
Ansatzpunkt der Forschung und zukiinftigen Therapie. Endogene Vorlduferzellen aus epikardialen
Zellen (epicardium-derived cells, EPDC) tragen entscheidend zur Entstehung des Herzens wéhrend
der Embryonalentwicklung bei, sie gehen jedoch nach der Geburt in einen Ruhezustand iiber. Durch
eine ischdmische Herzschidigung wie nach einem Infarkt reaktivieren die EPDC ihr embryonales
Programm und versuchen, wenn auch nicht erfolgreich, zu einer Regeneration des Herzens
beizutragen. Dazu gehort neben der Differenzierung in Endothelzellen, glatte Muskelzellen aber auch
Kardiomyozyten, die Modulation der Immunantwort nach Infarkt durch die Sekretion von Zytokinen.
Ziel dieser Arbeit war es, die EPDC aus humanen atrialen Biopsien zu isolieren und sie hinsichtlich
verschiedener molekularer Marker zu charakterisieren, um ihr regeneratives Potential besser
abschitzen zu konnen. Im Vergleich zu humanen EPDC wurden auch ventrikuldre murine EPDC
isoliert und charakterisiert, um Gemeinsamkeiten bzw. Speziesdifferenzen herauszuarbeiten. Folgende
wesentliche Ergebnisse wurden erzielt:

e Zunichst wurde eine Methode entwickelt und validiert, um EPDC aus humanen atrialen
Biopsien zu isolieren und diese in Kultur zu passagieren. Dabei zeigte sich, dass die Zellen
einen homogenen mesenchymalen Phinotyp besitzen, eine Verdopplungszeit von
47+6 Stunden zeigen und sich iiber 10-12 Wochen in Kultur vermehren lassen.

e Zellmarkeruntersuchungen mittels Durchflusszytometrie, mRNA-Analyse und Immun-
fluoreszenzanalyse zeigten die Expression von epikardialen Markern wie WT1 und Tbx18
sowie die Expression des kardialen Markers GATA4, was ihren epikardialen Ursprung belegt.

e Untersuchungen mit fluoreszenzmarkierten Nanopartikeln zeigten, dass humane EPDC ein
endozytotisches Potential besitzen, welches in seiner Stirke mit dem von humanen
mesenchymalen Stammzellen (MSC) vergleichbar ist. EPDC, die in das Infarktareal
einwandern, konnten somit an der Beseitigung von z. B. apoptotischen/nekrotischen Zellen
mitwirken.

e Analysen des Zellkulturiiberstands von EPDC zeigten, dass sie verschiedene Zytokine, welche
bei Entziindung (IL-6, IL-1B, IL-11, MCP1), Angiogenese (VEGF) und Differenzierung
(TGF-P) involviert sind, sezernieren.

¢ FEine Oberfldchenproteomanalyse zeigte, dass von allen identifizierten Proteinen 149 sowohl
von hEPDC als auch rEPDC exprimiert werden. Die Expression verschiedener Rezeptoren fiir
Wachstumsfaktoren (EGFR, PDGFR) und an Differenzierungsprozessen beteiligter
Signalmolekiile (NRP1, Notch2, Endoglin) konnte nachgewiesen werden. Ebenfalls wurden
ECM-modulierende Enzyme (MMP2, MMPI14) identifiziert, was auf eine mogliche
Beteiligung der hREPDC an Gewebeumbildungen hinweist.

¢ Die lentivirale Immortalisierung von humanen EPDC mit hTERT resultierte in einer schnell
wachsenden Zelllinie, welche sich jedoch in ihrer Markerexpression von primédren EPDC
deutlich unterscheidet.

Insgesamt konnten humane EPDC erfolgreich aus atrialen Biopsien isoliert werden. Kultivierte EPDC
sezernierten verschiedener Zytokine, welche an der Modulation der Immunantwort nach einem Infarkt
beteiligt sein konnten bzw. die Regeneration des Herzens nach der Verletzung fordern konnen.
Weiterhin konnten Oberflichenproteine identifiziert werden, welche auf eine Beteiligung der EPDC
an wesentlichen Prozessen der Proliferation und Differenzierung nach Herzinfarkt hinweisen.



Summary

Cardiac infarction is still one of the leading causes of death in western societies. It is caused by the
occlusion of a coronary artery, resulting in a lack of oxygen supply in downstream cardiac tissue and
the death of cardiomyocytes. A non-contractile scar is formed by proliferation of particularly ECM-
producing myofibroblasts. This prevents a rupture of the injured heart, but may eventually lead to
heart failure in the long term.

Since cardiomyocytes themselves only show a very limited proliferation potential, regeneration of
injured cardiac tissue by endogenous stem cells is a focus of current cardiac research. Endogenous
stem cells of the epicardium (epicardium-derived cells, EPDC) play a crucial role during embryonic
development of the heart, but become quiescent shortly after birth. However, EPDC can reactivate
their embryonic program after cardiac injury and therefore may contribute to cardiac regeneration.
This includes in addition to differentiation of EPDC to endothelial cells, smooth muscle cell and
cardiomyocytes the modulation of the immune response through secretion of cytokines.

The aim of this thesis was to isolate EPDC from human atrial biopsies and to characterize at the gene
and protein level their regenerative potential. In comparison to human EPDC, rat EPDC formed on the
ventricular myocardium after infarction were characterized in parallel. The following main results
were obtained:

¢ A method for isolation and cultivation of EPDC from human atrial biopsies obtained from
surgical specimens was established. Isolated cells revealed a homogenous mesenchymal
phenotype and showed a doubling time of 47+6 hours and could be cultured for up to 10-12
weeks.

¢ Analysis of cell markers with flow cytometry, qRT-PCR and immunofluorescence showed the
expression of epicardial markers such as WT1 and Tbx18 as well as cardiac markers such as
GATAA, substantiating their epicardial origin.

e Experiments with fluorescence-labeled nanoparticles revealed an endocytotic potential
comparable to human MSC. This suggests the involvement of EPDC in the removal of cell
debris and apoptotic cells.

e Analysis of the cell culture supernatant revealed the secretion of various cytokines involved in
inflammation (IL-6, IL-1f, IL-11, MCP1), angiogenesis (VEGF) and differentiation processes
(TGF-B).

e A surface proteome analysis revealed that from all proteins identified, 149 were expressed on
both human and murine EPDC. They include receptors for growth factors (EGFR, PDGFR) as
well as receptors for molecules involved in differentiation processes (NRP1, Notch2,
Endoglin). In addition, enzymes known to modulate ECM (MMP2, MMP14), were identified
in both human and rat EPDC.

e Lentiviral immortalization of human EPDC with hTERT resulted in a fast growing cell-line
which differed from primary EPDC in the expression of several marker proteins.

Overall, human EPDC were successfully isolated and characterized from human atrial biopsies. They
secreted numerous cytokines known to be involved in the modulation of the immune response and
regeneration of the heart after injury. Furthermore, surface proteome analysis identified proteins
involved in essential mechanisms of cell proliferation and differentiation.
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1 Einleitung

1.1 Embryonalentwicklung des Herzens unter besonderer
Beriicksichtigung der proepikardialen Stammzellen

Das adulte Herz von Wirbeltieren besteht aus dem Endokardium auf der Innenseite, dem
Myokardium und dem Epikardium, welches das Herz auf der AuBenseite als epitheliale
Einzelzellschicht bedeckt und iiber subepikardiales Bindegewebe mit dem Myokardium
verbunden ist. Dabei bildet das Epikardium eine glatte Oberfliche aus, welche zu der
optimalen Bewegungsfreiheit des Herzens im Herzbeutel beitrigt.

Die Entwicklung des Herzens beginnt mit der Entstehung des primitiven Herzschlauches [1].
Kurz nach der Ausbildung wird dieser von einer Zellschicht iiberzogen, die das Epikardium
ausbildet [2-4]. Weiterhin migrieren Zellen der neuralen Platte zum Herzen und scheinen dort
eine wichtige unterstiitzende Rolle bei der Herzentwicklung, insbesondere der Koronargefille,

zu spielen (s. Abb. 1.1) [5, 6].

Abb. 1.1: Schematische Darstellung des sich entwickelnden Herzens sowie der Entstehung des
Epikardiums aus dem proepikardialen Organ.

Das Herz entwickelt sich aus Zellen des Mesoderms. Kardiale Vorlduferzellen bilden das erste und zweite
Herzfeld (SHF) aus und formen den linken (LV) und rechten Ventrikel (RV) sowie das Atrium (A). Dabei haben
sowohl einwandernde Zellen der neuralen Platte (NCC) als auch das Leberprimordium (L) einen Einfluss. Das
Epikardium entwickelt sich aus dem proepikardialen Organ des arteriellen (aPEO) und vendsen Pols (VPEO).
Modifiziert nach [7].



Die Zellen des Epikardiums entstehen aus einer extrakardialen, mesodermalen Zellpopulation,
welche einen Vorsprung, das Proepikardium (PE), gegeniiberliegend des Sino-Atriums
ausbilden [2-4, 8-10]. Das Epikardium wird dabei sowohl von dem proepikardialen Organ des
arteriellen Pols (aPEO) als auch vom proepikardialen Organ des vendsen Pols (VPEO) aus
erzeugt (s. Abb. 1.1)[7]. Die Rolle des Epikardiums in der Entwicklung seiner
Differenzierung aus dem proepikardialen Organ (PEO) und der Differenzierung des kardialen
Epikardiums (cEP) zu epicardium derived cells (EPDC) ist in verschiedenen Reviews

ausfiihrlich beschrieben worden [7, 11].

Uber den embryonalen Ursprung des Proepikardiums ist vergleichsweise wenig bekannt. Es
besteht aus wenigstens zwei unterschiedlichen Zellpopulationen, dem mesothelialen
Epithelium und dem myokardialen Kern, welcher viel extrazelluldre Matrix aufweist [10].
Das PEO ist ein evolutionires Uberbleibsel des pronephritischen Systems [12]. Aus diesem
Grund beinhaltet es eine Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen wie die Zellen des Mesoderms.
Hierdurch erkldart sich die Expression von dem nephritischen System zugeordneten
Genprodukten wie dem Wilms Tumor 1 Suppressor-Gen (WT1), Podoplanin und Epikardin
(Pod1) im vendsen als auch im arteriellen Pol, sowie in den sich ausbreitenden cEP und PEO
am atrialen Pol (aEP) [12-14].

Hierbei unterscheidet sich das aEP sowohl strukturell als auch immunohistochemisch vom
cEP [15]. In der basalen Region des PE, gegeniiber dem sinus venosus, liegt eine Schicht von
kuboidalen Zellen, welche mit den mesenchymalen Zellen iiber zelluldre Ausldufer verbunden
sind [10]. Obgleich das PE in der Nihe des Sinusmyokardiums entsteht, ist es moglich, dass
es sich aus dem Randbereich des Herzfeldes heraus entwickelt [16, 17].

Mittels Cell tracking Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Zellen des
Proepikardiums aus Mespl-exprimierenden Zellen hervorgehen, welche ebenfalls in
myokardialen und endokardialen Zellen exprimiert werden [18]. Weiterhin wurde in der Maus
nachgewiesen, dass in proepikardialen Zellen nicht nur die Stammzellmarker Is// und Nkx2.5,
sondern auch myokardiale und mesotheliale Marker exprimiert werden [19, 20].

Vom PEO aus migrieren proepikardiale Zellen zum Herz. Dies geschieht vor allem iiber
multivesikuldre Vesikel oder Villi [21]. Dabei entwickelt das PE kurze Auswiichse, welche
sich in proepikardiale Zysten umwandeln. Diese konnen sich durch Herzwachstum oder
Bewegung vom perikardialen Mesothelium 16sen und als multizelluldre Vesikel oder Villi in

zufdlligen Kontakt mit der Oberfliache des Myokardiums treten [3, 22].



Bei Beriihrung mit dem Myokardium 6ffnen sich die multivesikuldren Vesikel oder Villi und
es kommt zu einer Ausbreitung der Epikardzellen als Zellschicht auf der Oberfliche des
Myokardiums, wobei die vorherige apikale Seite der Epikardzellen nun in Richtung des
Perikards ausgerichtet ist [10]. Durch Fusion der so entstehenden Epithelzellflecken wird das
Myokard vollstindig bedeckt. Im Gegensatz zum Epikardium des Myokardiums entsteht das
Epikardium des Atriums durch Migration der Epithelzellen vom Sinus.

Wihrend sich die Zellen des Proepikardiums iiber dem Myokardiums ausbreiten, macht eine
Subpopulation der proepikardialen und epikardialen Zellen eine epitheliale zu mesenchymale
Transition (EMT) durch, wobei diese epikardialen Zellen (EPDC) ihren epithelialen Kontakt
verlieren und in den proepikardialen Raum migrieren [3, 23-25]. Dazu konnte gezeigt werden,
dass sowohl fibroblast growth factor (FGF) als auch vascular endothelial growth factor
(VEGF) die EMT von epikardialen Zellen in vitro stimulieren [26].

Bisher ist nicht bekannt, ob alle epikardialen Zellen in der Lage sind, eine EMT zu
durchlaufen und sich zu EPDC entwickeln konnen. Eine epikardiale Heterogenitit mit einer
Untergruppe von Zellen, welche die initiale EMT durchlaufen und das Myokardium mit
interstitiellen Fibroblasten versorgen, wird diskutiert [23, 27, 28]). Die epikardiale EMT
konnte sowohl an der AV-Schnittstelle, dem ventrikuldren Epikardium sowie dem
Epikardium der Schnittstelle von Ventrikel und Ausflusstrakt, jedoch nicht bei dem
Epikardium des Atriums beobachtet werden [29]. Die nach epikardialem EMT in den
proepikardialen Raum migrierten EPDC differenzieren dort in eine Vielzahl unterschiedlicher
myokardialer Zelltypen.

Die Griinde fiir die unterschiedlichen Differenzierungsrichtungen sind bislang unbekannt;
vermutet werden jedoch Abhéngigkeiten von der Umgebung sowie von Wachstumsfaktoren.
Dazu konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass Zellen aus proepikardialen
Explantaten eine kardiale Differenzierung in vitro durchlaufen konnen. Dabei wurde die
spontane Bildung von Myozyten in Anwesenheit von Serum beobachtet [20]. Im Gegensatz
dazu konnte unter serumfreien Bedingungen eine Differenzierung zu kardialen Myozyten nur
nach Zugabe von bone morphogenetic protein 2 (BMP-2) oder Noggin nachgewiesen werden
[30]. Neben der Differenzierung von EPDC zu myokardialen Zellen stellt das Epikardium
Zellen der koronaren Blutgefifle und des Bindegewebes zur Verfiigung [31-35].



Sobald EPDC in das Myokardium migrieren, beginnt das kompakte Myokardium sich zu
entwickeln. Experimente an Herzen von adulten Zebrafischen konnten zeigen, dass die
Proliferation des Myokardiums sowohl von endokardialen als auch von epikardialen Signalen
wie Raldh2 abhidngig ist [36]. Weiterhin wird das Epikardium von Erythropoetin (EPO)
beeinflusst, welches durch die Induktion von Leberendothelzellen mit Retinsdure (RA)
entsteht. Dies fiihrt zu einer erhohten Expression von insulindhnlichen Wachstumsfaktoren
(IGF) im Epikardium, wodurch die Bildung von kompaktem Myokardium angeregt wird [37].
Sowohl im Mausmodell als auch bei Vogeln konnte gezeigt werden, dass eine normale
Entwicklung des kompakten Myokardiums von der Interaktion zwischen Kardiomyozyten,
EPDC und extrazelluldarer Matrix (ECM) abhingig ist [13, 38, 39]. Parakrine Signale aus dem
sich entwickelnden Epikardium spielen dabei eine entscheidende Rolle fiir das Wachstum des
Myokardiums wiéhrend der Herzentwicklung [40, 41].

Eine Storung des epikardialen Wachstums, der EMT oder der Migration der EPDC fiihrt zu
schweren Schidigungen wie einer Hyperplasie des kompakten Myokardiums [38]. Dies
konnte experimentell bei verschiedenen Mutanten in Wachstumsfaktoren und -rezeptoren
oder Signalmolekiilen, wie platelet derived growth factor receptor o. (PDGFRa), Podoplanin
oder WT1 nachgewiesen werden [13, 39, 42] [43].

Mit dem Beginn der atrialen Perfusion des koronaren MikrogefiB3systems umschlieen
migrierte EPDC die Hauptgefda3e und differenzieren in Zellen der glatten Muskulatur (SMC),
welche essenziell fiir die folgende Differenzierung in einen arteriellen Phénotyp sind. Hierbei
spielen Signale von PDGFB/PDGFRJ sowie Notch eine entscheidende Rolle [33, 42, 44-48].
Verschiedene Gene der FGF-Familie werden im Einflusstrakt des Myokardiums und dem
Proepikardium exprimiert [20, 30]. Dabei werden FGF8 im Einflusstrakt des Myokardiums,
FGF2 und FGF10 im Proepikardium exprimiert. Die Blockierung der FGF-Genexpression in
vivo verhindert die Ausbildung von Auswiichsen aus dem Proepikardium, wobei jedoch die
allgemeine Expression epikardialer Gene erhalten bleibt. Hieraus ldsst sich folgern, dass FGF
eine autokrine Rolle besitzt, welche das Uberleben und das epitheliale Wachstum
beeinflussen, jedoch nicht in die Spezifizierung der proepikardialen Zellen eingreift.
Untersuchungen am Hiihnerembryo konnten zeigen, dass die durch den FGF-Rezeptor
vermittelten Signale einen entscheidenden Einfluss auf die Proliferation von Myozyten in dem
sich entwickelnden Herz besitzen [49, 50]. Bestitigt wurde dies durch knockout-Experimente

mit dem FGF-Rezeptor in der Maus [41].



Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die epikardiale Sekretion von FGF durch RA, einem
Mitogen fiir myokardiale Proliferation, induziert wird [51, 52].

In Versuchen mit Kiiken konnte die Expression des Transkriptionsfaktors 7BX5 im
Proepikardium nachgewiesen werden. Bei Retrovirus-vermitteltem knockdown von TBX5
konnten keine proepikardialen Auswiichse oder ihre Fusion mit dem entstehenden
Epikardium oder dem Koronarsystem beobachtet werden [53]. Weiterhin konnte 7BX18 als

einer der frithesten Marker fiir die proepikardiale Entwicklung identifiziert werden [30].

1.2 Reaktivierung von EPDC nach Herzinfarkt

Das Herz pumpt durch seine rhythmische Kontraktion Blut durch den gesamten Korper und
versorgt dadurch Organe und Gewebe mit Sauerstoff und Néhrstoffen. Dabei versorgt es sich
selbst iiber die beiden Koronararterien, welche oberhalb der Aortenklappe entspringen und
sich kranzférmig um das Herz ziehen, um sich dann immer weiter zu verésteln. Durch diese
starke  Kapillarisierung kann der hohe Sauerstoffbedarf der Herzmuskelzellen
(Kardiomyozyten) durch geringe Diffusionswege gedeckt werden [54].

Kommt es jedoch zu einer Verengung oder einem Verschluss eines groeren Gefdlles, wird
das nachgeschaltete Gewebe nicht oder nur noch unzureichend versorgt (Ischimie)

(s. Abb. 1.2), wodurch das betroffene Gewebe infolge des Sauerstoffmangels abstirbt [55].

Rechte Koronararterie

Linke Koronararterie

Verschluss der Ramus
interventricularis

Ischimisches Infarktareal anterior (LAD)

Abb. 1.2: Skizze des Herzens einschlieBlich eines GefiBverschlusses eines Zweiges der linken
Koronararterie (Ramus interventricularis anterior (RIVA, engl.: left anterior descending, LAD) aufgrund
einer arteriosklerotischen Lision.

Das Herz besitzt eine starke Kapillarisierung, um den hohen Sauerstoffbedarf der Kardiomyozyten decken zu
konnen. Bei einem Verschluss oder einer Verengung eines grofleren Gefidfles kommt es zu einem Absterben des
nachgeschalteten Gewebes (dunkel dargestellt). Modifiziert nach [56].
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Ischamische Herzerkrankungen gehoren zu den haufigsten Todesursachen weltweit, obwohl
es bei der Behandlung eines akuten Herzinfarktes in den letzten Jahren groe Fortschritte
gegeben hat [57-60]. Die Ursache hierfiir ist, dass Patienten zwar durch eine frithzeitige
Offnung des verschlossenen GefiBes (Reperfusion) die akute Phase des Infarktes deutlich
ofter iiberleben, trotzdem durch die bereits entstandene Schidigung des Gewebes,
insbesondere der Kardiomyozyten, eine dauerhafte Leistungseinschrinkung des Herzens
hinnehmen miissen, was langfristig zu einer Herzinsuffizienz fithren kann [61-64]. Hierbei ist
die Leistungsreduktion vor allem vom myokardialen Heilungsverlauf nach dem Infarkt
abhédngig [65, 66]. Der Verlauf der Heilung umfasst dabei mehrere, zeitlich ineinander-

greifende Prozesse, von denen die wichtigsten im Folgenden erldutert werden.

1.2.1 Pathophysiologie des Herzinfarktes

Fiir die Versorgung des Korpers mit Blut ist die gerichtete rhythmische Kontraktion des
Herzens unerldsslich. Diese wird durch die Kontraktion der einzelnen Kardiomyozyten
verursacht, welche die Energie fiir diesen Prozess aus oxidativer Phosphorylierung beziehen
[67, 68]. Kommt bei einer Okklusion eines BlutgefiBBes die Sauerstoffversorgung zum
Erliegen, bricht auch die mitochondriale Bildung von ATP zusammen. Kurzzeitig kann die
Zelle iiber eine Aktivierung der anaeroben Glykolyse diesen Verlust teilweise kompensieren,
langfristig resultiert daraus jedoch eine Abnahme der intrazellularen ATP-Konzentration [69-
74].

Durch abnehmende Energieversorgung sowie aufgrund des durch Akkumulation von Laktat
absinkenden pH-Wertes kommt es zu einer Veridnderung im intrazelluldren Ionenhaushalt und
schlussendlich zum Zelltod [74]. Dabei werden, um den sinkenden pH-Wert zu
kompensieren, Protonen iiber den Na'/H'-Austauscher aus der Zelle heraustransportiert,
wodurch die intrazellulire Na*-Konzentration stark ansteigt [75, 76]. Dadurch wird wiederum
ein Na*/Ca*"-Austauschmechanismus aktiviert, aufgrund dessen Na® aus der Zelle heraus-
und Ca’" in die Zelle hineingeschleust wird [76-78]. Durch das einstromende Ca’" kommit es
in der Zelle zu einer Aktivierung von Ca2+—abh’angigen Proteasen, welche durch den Abbau
von wichtigen Proteinen des Zytoskeletts, des endoplasmatischen Retikulums und der

Mitochondrien den Zelltod einleiten [79-82].



Durch friihzeitiges Wiederherstellen der Blutversorgung (Reperfusion) kann dieser Prozess
zwar teilweise aufgehalten und das Infarktareal minimiert werden, es kann jedoch zu einer
weiteren Schidigung des Herzens, den sogenannten Reperfusionsschiden kommen [83, 84].
Die Griinde hierfiir sind vielfdltig. Zum einen fiihrt der Einstrom von Sauerstoff zu einer
Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), welche durch die Oxidation von Lipiden,
Proteinen und DNA die Zelle schiddigen [85]. Zum anderen fiihrt die schnelle Normalisierung
des extrazelluliren pH-Wertes zu einem groBen H'-Konzentrationsgradienten an der
Zellmembran, was einen schnellen Efflux von intrazelluldren Protonen zur Folge hat. Dies
wiederum verstirkt den beschriebenen Effekt des Na'- und Ca®*-Einstroms und die
resultierende Aktivierung von intrazellulidren Proteasen [78].

Durch diese beiden Prozesse kommt es zur Offnung einer groBen, nichtselektiven Pore in der
Mitochondrienmembran (mitochondrial permeability transition pore), durch welche Protonen
frei diffundieren konnen. Dies resultiert im Verlust des mitochondrialen Membranpotentials,
wodurch die oxidative Phosphorylierung zum Erliegen kommt und der zelluldre ATP-Mangel
verstarkt wird [86]. Zusammen bewirken diese Vorginge einen Zelltod durch Nekrose oder
Apoptose, wobei in den ersten 24 Stunden nach Infarkt der Zelltod von Kardiomyozyten vor
allem durch Nekrose, in den folgenden Tagen zunehmend durch Apoptose ausgelost wird [87-
90].

Dabei unterscheidet sich der Zelltod durch Apoptose und Nekrose unter anderem darin, dass
bei Nekrose der Zellinhalt in das umliegende Gewebe ausgeschiittet und dabei intrazellulédre
Gefahrensignale (damage associated molecular patterns, DAMPs) freigesetzt werden. Diese
Signale 16sen wiederum eine Entziindungsreaktion aus, welche aufgrund der Abwesenheit von
pathogenen Erregern als ,,sterile Entziindung" bezeichnet wird [91]. Apoptotische Zellen
konnen jedoch ebenfalls zu einer Rekrutierung von Immunzellen beitragen, indem sie

proinflammatorische Signalmolekiile, wie z. B. ATP, freisetzen [92].

Im weiteren Verlauf der Wundheilung nach einem Herzinfarkt kommt es zu einer
Entziindungsreaktion, die durch unterschiedliche Faktoren hervorgerufen wird. Neben den
durch nekrotische Zellen ausgeschiitteten DAMPs und Fragmenten der extrazelluldren Matrix,
die sowohl das Komplementsystem als auch Toll-like-Rezeptoren aktivieren, induzieren ROS
die Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen iiber die Aktivierung von NF-kB oder

vermitteln die Bildung des sogenannten Inflammasoms [93-96].



Hierbei handelt es sich um einen Multiproteinkomplex, welcher iiber die Aktivierung von
Caspase-1 sowohl Prozessierung als auch Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen wie
Interleukin 1 B (IL-1PB) bewirkt und die Entziindungsreaktion nach Ischdmie mit Reperfusion
(I/R) verstirkt [97]. Eingewanderte Immunzellen, wie z. B. neutrophile Granulozyten,
phagozytieren sowohl tote Zellen als auch Zellreste und setzen zusitzlich Matrix-
degradierende Enzyme (Matrix-Metalloproteasen, MMPs) frei, welche zur Beseitigung von
zerstorten Matrix- und Zellbestandteilen beitragen [98, 99]. Allerdings konnen durch dabei
freiwerdende toxische Molekiile wie ROS und proteolytische Enzyme die umliegenden Zellen

geschidigt werden [100].

Nach der Beseitigung von nekrotischen Zellen und Zelltriimmern durch Immunzellen kommt
es zu einer Ausbildung eines stabilen und stark vaskularisierten Ersatzgewebes, welches
insbesondere aus proliferierenden Endothelzellen und ECM-produzierenden Myofibroblasten
gebildet wird [99]. Weiterhin sezernieren akkumulierte Immunzellen antiinflammatorische
Zytokine wie IL-10 und transforming growth factor-f (TGF-B), wodurch der Ubergang von
der Entziindungs- zur Proliferations- und Heilungsphase vermittelt wird [101, 102].
Zusitzlich  werden  Zytokine und Wachstumsfaktoren freigesetzt, welche die
Fibroblastenproliferation und Angiogenese fordern [99]. So stimuliert TGF-f in Kombination
mit bestimmten Matrixproteinen unter dem FEinfluss von mechanischem Stress die
Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten [102, 103]. Im Gegensatz zu
Fibroblasten exprimieren Myofibroblasten a-smooth muscle actin (0-SMA) und sind zur
Kontraktion fihig [104]. Weiterhin kénnen Myofibroblasten in das Infarktareal einwandern
und dort durch Wachstumsfaktoren und Zytokine zur Proliferation und Produktion von
Matrixproteinen wie Prokollagenen angeregt werden [103].

Diese Prokollagene werden durch Prokollagen-Peptidasen zu Kollagen umgewandelt und
tragen dadurch zur Ausbildung einer stabilen Narbe bei [103, 105]. Dabei wird zunichst
durch die Sekretion der Myofibroblasten ein lockeres Netzwerk aus Kollagen Typ III
ausgebildet, welches dem Herzmuskel eine gewisse Elastizitiit verleiht, jedoch mechanisch
nicht besonders stabil ist [106, 107]. Im spdteren Verlauf wird dies dann durch dicht
gepacktes Kollagen I ersetzt, das die mechanische Stabilitdt der Infarktnarbe steigert [103,
105].

Zusitzlich zu der Synthese von Matrixproteinen wird die BlutgefdBBneubildung (Angiogenese)
angeregt [99, 108]. Dabei spielen die u. a. von Monozyten und Makrophagen sezernierten

Wachstumsfaktoren wie VEGF oder FGF eine entscheidende Rolle [109, 110].



Dariiber hinaus kann die Angiogenese auch durch MMPs gefordert werden, indem Matrix-
gebundene proangiogenetische Faktoren bei der Degradation von extrazellulirer Matrix
freigesetzt werden [111]. Die bei der Angiogenese entstehenden Mikrogefidf3e bilden sich an
am AuBenrand des Infarktareals liegenden BlutgefidBBen, durchziehen das geschidigte Areal
und versorgen dadurch die an der Wundheilung beteiligten Zellen mit Sauerstoff und

Nihrstoffen [112].

In der letzten Phase der Wundheilung verringert sich die Kapillardichte und Zellzahl in der
gebildeten Infarktnarbe aufgrund von gezielter Apoptose der meisten Myofibroblasten und
der beteiligten Immunzellen [108, 113]. Zusitzlich fiihrt eine erhohte Aktivitit von
Lysyloxidase, einem Enzym, welches die Quervernetzung von fibrillirem Kollagen
katalysiert, zur Ausbildung eines widerstandsfahigen und reiflfesten Narbengewebes im
Infarktgebiet [114-116].

Auch wenn das geschidigte Areal dadurch stabilisiert und das Herz vor einer Ruptur bewahrt
wird, so fiihrt die resultierende Steifigkeit des Ventrikels zu einer verringerten Kontraktilitat
und damit zu einer eingeschrinkten Pumpfunktion, was eine Herzinsuffizienz zur Folge haben
kann [114, 115, 117]. Im Gegensatz zu Zebrafischen und Molchen kann das Myokardium im
Saugetierherz nicht vollstindig regeneriert werden, da aufgrund der geringen Proliferation
von Kardiomyozyten die aus fibrotischen Zellen bestehende Narbe nicht ausreichend schnell
durch neue Kardiomyozyten ersetzt wird [118-121].

Aus diesem Grund stehen die Verwendung von endogenen und exogenen Stammzellen und
ihre Differenzierung zu Kardiomyozyten im Fokus der aktuellen kardiovaskuldren Forschung.
Versuche mit embryonalen Stammzellen, Stammzellen aus dem Knochenmark (BM-MSC),
mesenchymalen Stammzellen (MSC) und induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS)
zeigten jedoch nur moderate Verbesserungen [122-125]. Im Gegensatz dazu scheint das
Epikardium eine viel versprechende Quelle fiir endogene kardiale Progenitorzellen zu sein, da
die hier angesiedelten Zellen wihrend der Embryogenese malgeblich an der funktionellen
Entwicklung des Herzens beteiligt sind [19, 122, 126-133]. Die gezielte Aktivierung dieser
Stammzellen konnte daher einen bedeutenden Beitrag fiir die Regeneration des abgestorbenen

Myokardiums nach Infarkt darstellen [134].



1.2.2 Adulte epikardiale Stammzellen

EPDC spielen - wie oben bereits ausgefithrt wurde - eine wichtige Rolle in der
Embryonalentwicklung des Herzens. Diese Zellen befinden sich nach der Geburt in einem
Ruhezustand als einschichtiges Plattenepithel, dem Epikardium [7]. Wihrend wenig iiber die
Rolle des Epikardium in der Homoostase des adulten Myokardiums bekannt ist, wurde
beschrieben, dass bei einer ischdmischen Schiddigung des Herzens (s. Abb. 1.3) das

embryonale Programm reaktiviert wird [135-137].
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Abb. 1.3: Darstellung der Beteiligung von (pro)epikardialen Zellen an der Entwicklung des murinen
Herzens

Zellen des Proepikardiums bilden wihrend der Embryonalentwicklung eine FEinzelzellschicht iiber dem
Myokardium aus. Die durch EMT entstehenden EPDC migrieren in das Myokardium und differenzieren zu
Fibroblasten, Endothelzellen, SMC sowie Kardiomyozyten. Im adulten Herzen kann dieses regenerative
Potential durch MI reaktiviert werden. Modifiziert nach [138].

Zuerst beginnen die EPDC zu proliferieren, wodurch iiber dem Infarktbereich eine
mehrschichtige Zellschicht entsteht [133, 139]. Dabei kann bei einer lokalen Schiadigung
sogar weit entferntes atriales Epikardium aktiviert werden [140]. In diesem Prozess
exprimieren die EPDC kardiale embryonale Gene wie WT'I oder TBX18 [139].

Ein Teil der EPDC durchlauft bei der Aktivierung eine EMT, wodurch sich die Zellen analog
zur Embryonalentwicklung aus dem Zellverband 16sen und zu einer Migration in das

Myokardium befihigt werden [139, 141].
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Nach der Migration konnen die EPDC sowohl iiber Differenzierung, tiber Zell-Zell-Kontakte
mit anderen kardialen Zellen als auch durch Sekretion von verschiedenen Zytokinen und
Wachstumstaktoren zu einer Regeneration des Herzens beitragen [133, 142, 143].

Dabei konnen entsprechend ihres embryonalen Potentials sowohl Endothelzellen,
Fibroblasten und SMC als auch Kardiomyozyten gebildet werden, wobei die Differenzierung

in Kardiomyozyten umstritten ist [7, 137, 139, 142, 144, 145].

1.3 Biologie der adulten EPDC

Reaktivierte adulte EPDC haben eine lidngliche, Fibroblasten-dhnliche Morphologie. Sie
besitzen einen mesenchymalen Charakter, der sich auf Proteinebene in der Expression der
mesenchymalen Marker CD73, CD90 und CD105 widerspiegelt [142, 146]. Weiterhin konnte
eine Heterogenitit der EPDC durch die partielle Expression von unterschiedlichen Stamm-
bzw. Progenitorzellmarkern wie stem cell antigen-1 (Sca-1), c-Kit (CD117) und CD44
ermittelt werden, weshalb EPDC oftmals je nach Art der Analyse in Subpopulationen
aufgeteilt werden [135, 147, 148].

Ein entscheidender Marker fiir die Identifizierung von reaktivierten EPDC ist die Expression
von WTI, ein Transkriptionsfaktor, der bereits wihrend der Embryonalentwicklung eine
wichtige Rolle spielt und sowohl im Epikardium als auch bei in das Subepikardium migrierten
Zellen nachgewiesen werden kann [149, 150]. Wéhrend das Fehlen von WT1 im Verlauf der
Embryonalentwicklung zu einer fehlerhaften Ausbildung des Epikardiums fiihrt, kommt es
nach Migration von EPDC in das Herz zu einer Runterregulation von WT1 [14, 151].

Weitere wichtige Marker aus der Embryonalentwicklung sind TbxS und Tbx18, welche fiir
die Migration sowie fiir die Ausbildung des Proepikardiums verantwortlich sind [30, 53, 152-
154].

Ihre kardiale Zugehorigkeit zeigen EPDC durch die Expression kardialer Marker wie GATA4
und Nkx2.5, wodurch sich die Moglichkeit der Differenzierung in Kardiomyozyten ergibt
[142, 144, 155]. Dabei sind GATA4 ebenso wie GATAS und GATAG6 bereits im
Proepikardium zu finden und besitzen eine essentielle Rolle bei der Entwicklung des
Proepikardiums [156]. Ein spiter kardialer Marker, das kardiale Troponin T (cTnT), findet
sich ebenfalls in EPDC und zeigt eine fortgeschrittene kardiale Differenzierung an [144].

Bei den EPDC handelt es sich folglich um eine heterogene Zellpopulation, wobei die daraus

resultierenden funktionellen Konsequenzen derzeit weitgehend unklar sind.
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1.3.1 Autokrine und parakrine Zytokinsekretion

Sowohl bei der Embryonalentwicklung als auch bei der regenerativen Wirkung nach einer
ischdmischen Schiadigung des Herzens ist die Sekretion von verschiedensten Zytokinen durch

EPDC von entscheidender Bedeutung [40, 41, 133, 157].

Unterschiedliche Studien zeigen, dass injizierte adulte EPDC sich nicht in vivo zu
Kardiomyozyten differenzieren [133, 148, 158, 159]. Daraus wird allgemein geschlossen,
dass der iiberwiegende Anteil der durch EPDC verursachten positiven reparativen
Auswirkungen von durch EPDC sekretierte, parakrin wirkende Zytokine verursacht wird

[133, 136, 148, 158, 159].

Ein wichtiger Faktor der Embryonalentwicklung ist RA, welches durch Genexpression von
Retinaldehyd Dehydrogenase 2 (RALDH?2) entsteht. Ohne RA kommt es zu einer fehlerhaften
Entwicklung des Herzens, sowohl des Epikardiums als auch des Myokardiums [160, 161].

Als ein im Signalweg nachgelagertes Mitogen konnte der im Epikardium exprimierte basic
fibroblast growth factor (FGF-2, bFGF) identifiziert werden [52]. FGF-2 ist ein parakriner
Faktor, der die Umgestaltung des Herzgewebes iiber Aktivierung des MAPK-Signalweges
fordert und einen Einfluss auf Proliferation, Uberleben und Differenzierung unterschiedlicher
Zellen hat [162, 163]. Weiterhin bewirkt FGF-2 die Entwicklung von mesodermalen Zellen
zu einem kardialen Zelltyp wihrend der Embryogenese [164-166]. Ebenso konnte gezeigt
werden, dass FGF-2 nach einer Schidigung des Herzens wie bei Ischimie/Reperfusion und
bei dem folgenden remodeling des Herzgewebes erhoht ist [167]. Zusitzlich konnte im

Tiermodell eine kardioprotektive Wirkung von FGF-2 nachgewiesen werden [168-170].

Ein entscheidender Faktor fiir die Regeneration des bei I/R geschiddigten Areals ist die
Revaskularisierung des abgestorbenen Gewebes. Ohne ausreichende Revaskularisierung
kommt es zu einer mangelhaften Versorgung der an der Regeneration beteiligten Zellen mit
Sauerstoff, wodurch das Absterben weiterer Kardiomyozyten, sowie eine Atrophie und
Ausbildung einer interstitiellen Fibrose folgt [171-174].

Im Tierversuch konnte gezeigt werden, dass die Bildung von Gefden sowohl durch FGF-2
als auch durch VEGF (vascular endothelial growth factor) maB3geblich induziert wird [175,
176].
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VEGF fordert Uberleben, Migration und Proliferation von Endothelzellen durch die
Aktivierung des Akt-Signalweges, wobei VEGF hauptsdchlich mit den beiden Rezeptoren
VEGFR-1 (FMS-like tyrosine kinase-1, Flt-1) und VEGFR-2 (kinase insert domain receptor,
KDR) interagiert [177]. Dabei wird VEGF auch von Kardiomyozyten exprimiert, wodurch bei
einer  Kardiomyozyten-spezifischen = Deletion @ von  VEGF  eine  verringerte
Mikrovaskularisation folgt [178].

Da Kardiomyozyten auch Flt-1 und KDR exprimieren, hat dies bei Hypoxie, Hyperglykdmie
oder Hypoferrimie zur Folge, dass verstirkt exprimierte VEGF direkt auf die
Kardiomyozyten wirken [179, 180].

Bei EPDC konnte die Expression des proinflammatorischen Zytokins Interleukin-6 (IL-6)
nachgewiesen werden [133, 181]. IL-6 wird oftmals bei Patienten mit Herzversagen nach
Herzinfarkt als prognostischer Marker fiir Mortalitdt und Morbiditédt untersucht [182, 183].
Die Signalweiterleitung erfolgt iiber den IL-6-Rezeptor, was intrazelluldr die Aktivierung des
signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) bewirkt. Dabei konnte den durch
IL-6 ausgelosten Signalen eine kardioprotektive Wirkung sowie die Induktion von
Neovaskularisation nachgewiesen werden [184-187]. Dadurch wurde bei Mdusen bei
Uberexpression von Kardiomyozyten-spezifischem STAT3 aufgrund einer erhdhten
Kapillardichte in Kombination mit einer verstirkten Expression von VEGF und VE-Cadherin
die Bedeutung von STAT3 fiir die Angiogenese gezeigt [186, 188]. Dariiber hinaus wurde bei
der Injektion des Komplexes aus IL-6 und 16slichem IL-6-Rezeptor (sIL-6R) eine Inhibierung
der Apoptose von Kardiomyozyten und eine daraus resultierende Reduzierung der
Infarktgroe nach I/R beobachtet [189]. Jedoch sind fiir IL-6 auch negative Wirkungen
beschrieben. So kann eine langfristig hohe Sekretion von IL-6 zu einer chronischen
Entziindungsreaktion fiihren, die eine verstirkte Fibrose auslost und eine Hypertrophie des
Herzens hervorrufen kann [190-192].

Ein weiterer prognostischer Marker ist der Tumornekrosefaktor-a (TNF-o). Erhohte Mengen
von TNF-a konnen bei Patienten mit Herzversagen in der Zirkulation detektiert werden [193,
194]. Bei Kardiomyozyten induziert TNF-a Apoptose, reduziert die Kontraktilitdt und fiihrt
zu einer Verringerung von sarkomeren Proteinen [195, 196].

Ein ebenfalls wichtiges Zytokin ist TGF-f3, welches eine entscheidende Rolle bei der EMT der
EPDC spielt [197, 198]. Zusitzlich fordert TGF-p die Differenzierung der EPDC zu Zellen
der glatten Muskulatur [144, 199].
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Einen weiteren positiven Einfluss auf Migration, Proliferation und Differenzierung von
kardialen Stammzellen hat der Signalweg von hepatocyte growth factor (HGF)/(IGF-1) [200-
202].

1.3.2 Differenzierungspotential von EPDC
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Abb. 1.4: Differenzierungswege von EPDC

Schematische Darstellung der vermuteten Differenzierung von EPDC sowie der Einfliisse von
Wachstumsfaktoren. EPDC migrieren nach EMT in das Myokardium, wo sie zu unterschiedlichen Zelltypen
differenzieren konnen [29].

Das Differenzierungspotential von EPDC sowie der durch die Differenzierung geleistete
Beitrag an der Regeneration des Herzens nach Schiddigung sind in Abbildung 1.4 im
Uberblick dargestellt. Grundsitzlich wire es wiinschenswert, wenn nach Schidigung des

Herzens alle an der Struktur des Herzens beteiligten Zellen wieder gebildet werden.
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Den Hauptbestandteil machen dabei Kardiomyozyten aus, die aufgrund ihrer
Kontraktionsfihigkeit fiir die Pumpleistung hauptverantwortlich sind. Kardiale Fibroblasten
geben dem Herzen strukturelle Stabilitit und sind zusammen mit Kardiomyozyten der
hiufigste Zelltyp des Herzens [203, 204]. Glatte Muskelzellen (SMC) und Endothelzellen
bilden die kardialen Gefdlle und sind damit fiir die Sauerstoffversorgung des Gewebes von

entscheidender Wichtigkeit.

Fir EPDC konnte die spontane Differenzierung zu SMC unter Regulation des Notch-
Signalweges und TGF-B in vivo im Mausmodell mit Tbx18 als Reporter gezeigt werden
[199]. Bei MSC konnte eine Differenzierung zu SMC nach Stimulation mit TGF-$ oder
BMP-2 in vitro nachgewiesen werden [144]. Analog dazu wurde bei einer Stimulation mit
BMP-2 in vivo eine Subpopulation im Proepikardium zur Bildung von Kardiomyozyten
angeregt, jedoch scheinen die Zellen dieses Potential in Zellkultur zu verlieren [20, 30].

Ebenfalls konnte in einem transgenen Mausmodell eine Subpopulation von PDGFRa-
positiven Zellen gefunden werden, welche sensitiv fiir die Differenzierung in SMC in vivo zu
sein scheinen [205]. Die Differenzierung zu SMC wird dabei durch verschiedene Faktoren
wie den serum response factor (SRF) sowie PDGFRf und seine Liganden gesteuert [42, 47,
206]. Weiterhin wurden connective tissue growth factor (CTGF) und VEGF als potentielle
Mediatoren der Differenzierung von MSC zu Fibroblasten oder Endothelzellen identifiziert
[207, 208]. Aufgrund des dhnlichen Transdifferenzierungspotentials von EPDC und MSC
liegt die Vermutung nahe, dass auch EPDC durch Stimulation mit Zytokinen und

Wachstumsfaktoren gezielt differenziert werden konnen.

Eine Differenzierung von EPDC zu Fibroblasten und Myofibroblasten konnte in
verschiedenen Mausmodellen nachgewiesen werden [19, 52, 209]. Weiterhin wurde gezeigt,
dass mittels Retrovirus fluoreszenzmarkierte EPDC nach EMT in das Myokardium migrieren
und dort einen myofibroblastartigen Phéanotyp annehmen konnten [141]. Dies ist nicht
verwunderlich, da bereits in der Embryonalentwicklung das Epikardium die Hauptquelle fiir

Fibroblasten darstellt [27, 28, 209].
Die Differenzierung von adulten EPDC zu Kardiomyozyten ist umstritten. So wurde in

verschiedenen Studien ohne Zugabe von speziellen Wachstumsfaktoren oder Modifikationen

keine signifikante Differenzierung zu Kardiomyozyten in vivo oder in vitro detektiert.
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In Mausstudien mit WT1 und Tbx18 als epikardialen Reportern wurde die Differenzierung
eines Teils der EPDC in einen Zelltyp mit myokardialem Phénotyp bereits beschrieben [19,
209]. Jedoch wird die Aussagekraft der Studien bezweifelt, da auch Progenitorzellen von
Kardiomyozyten aus dem zweiten Herzfeld positiv fiir WT1 sind [7, 28, 210]. Jedoch fand
sich eine Differenzierung von EPDC zu Kardiomyozyten, sofern die Zellen zuvor mit
Thymosin beta 4 (TP4) behandelt wurden [137]. Zusitzlich induziert T4 die Bildung von
SMC, Endothelzellen und Fibroblasten [211, 212]. Allerdings ist TP4 nicht essenziell fiir die
korrekte Entwicklung des Myokardium, weshalb seine Rolle bei der Differenzierung

angezweifelt wurde [213].

Die Differenzierung von reaktivierten EPDC zu Endothelzellen nach MI konnte in
verschiedenen Mausmodellen nicht nachgewiesen werden, wobei jedoch die Sekretion von
angiogenetischen Faktoren wie VEGF und MCPI1 gefunden wurde [133, 199]. Weiterhin
wurde eine verbesserte Angiogenese und Arteriogenese detektiert, wenn EPDC nach MI mit
Tp4 stimuliert wurden [211]. Eine andere Studie mit Miusen konnte hingegen eine geringe
Rate der Differenzierung von EPDC zu Endothelzellen zeigen, wobei hier ebenso wie bei

Kardiomyozyten WT1 als Reporter verwendet wurde [139].

Es wird vermutet, dass die Differenzierung von EPDC zu Endothelzellen und SMC stark
abhidngig von Wachstumsfaktoren wie VEGF (Endothelzellen) und PDGFs (SMC) ist,
wodurch bei der Embryonalentwicklung durch Konzentrationsgradienten der Faktoren die
Ausbildung von funktionalen GefdBsystemen mit Endothelzellen auf der Innenseite und der

umschliefenden SMC gesteuert wird [214, 215].
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1.4 Purinerges Signalling

Die Modulation der Entziindungsreaktion spielt eine entscheidende Rolle bei der
Wundheilung nach einem Herzinfarkt. Hierbei hat die Gruppe der extrazelluldren Nukleotide
und Nukleoside einen groen Einfluss, wobei vor allem dem Adenosin bei der Hemmung von
inflammatorischen Prozessen eine wichtige Rolle zukommt [216, 217].

Nukleotide und Nukleoside (s. Abb. 1.5) sind Grundbausteine von Nukleinsduren und
zentraler Bestandteil im Energiestoffwechsel aller Zellen. Sie erfiillen in der Zelle eine
zentrale Funktion in der Signaltransduktion [218]. In chemischer Hinsicht ist das Nukleosid
Adenosin ein Bestandteil von Adenosintriphosphat (ATP), Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid
(NAD™) und dem zyklischen Adenosinmonophosphat (cAMP) (s. Abb. 1.5).
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Abb. 1.5: Strukturformeln von Adenosin sowie einiger wichtiger Adenin-Nukleotide
ATP = Adenosintriphosphat, ADP = Adenosindiphosphat, AMP = Adenosinmonophosphat, NAD* =
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid [219].

Wihrend ATP aufgrund seiner energiereichen Phosphorsdureanhydridbindungen einen
wichtigen Energietriiger und -lieferant des Stoffwechsels darstellt, ist NAD" als Koenzym an
einer Reihe von zelluliren Redoxreaktionen, wie z. B. der Glykolyse oder der

Fettsdaureoxidation, beteiligt [218].
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Zusitzlich zu ihren intrazelluldren Funktionen konnen Nukleotide und Nukleoside auch
extrazelluldr gebildet werden und dort bei unterschiedlichen physiologischen Prozessen als

Signalmolekiile fungieren [220-222].

1.4.1 Die Ektonukleotidkaskade: CD73 und Adenosin

Der purinerge Stoffwechsel- und Signalweg umfasst eine Vielzahl an Kanilen, Transportern,

Enzymen und Rezeptoren (s. Abb. 1.6).

Extracellular

P2XRs F1-ATPase CD39 CD73 P1Rs ENT1
ENT2
Intracellular Vesicular release
ABC transporters
Connexins
Pannexins
P2X7R

Abb. 1.6: Schematische Darstellung des an purinergen Signalwegen beteiligten Rezeptoren sowie

des Metabolismus von ATP auf der Zellmembran

ATP kann als Reaktion auf Ereignisse wie Stress, Zelltod oder Inflammation durch unterschiedliche
Mechanismen aus der Zelle ausgeschleust werden. Im extrazelluldren Raum wird ATP von Ektonukleasen wie
CD39 hydrolysiert. Extrazellulare Nukleotide konnen auf P2-Rezeptoren wirken, werden aber auch von
Ektoenzymen wie CD73 weiter dephosphoryliert. Das entstehende Adenosin wirkt auf P1-Rezeptoren und kann
iber dquilibrative Nukleosidtransporter (ENT) von Zellen aufgenommen werden [223].

Die Nukleotide ATP und NAD" konnen sowohl aktiv iiber nicht-lytische Mechanismen
(Connexine, Pannexine) als auch passiv durch lytische Prozesse (Apoptose, Nekrose)
freigesetzt werden. Dabei sind die extrazelluliren Konzentrationen der beiden Nukleotide
ATP und NAD" unter normalen physiologischen Bedingungen gering.

Mit ca. 0,1-0,3 uM ist die extrazellulire Konzentration von NAD" mehr als 1000-fach

geringer als die intrazelluldre Konzentration mit 0,3 mM [224-226].
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Mit 1-10 nM extrazelluldr und 1-10 mM intrazellulér ist fiir ATP der Konzentrationsgradient
noch groBer als der von NAD" [227]. Der basale Efflux von ATP aus der Zelle heraus betriigt
dabei ca. 20-200 fmol*min™' pro 10° Zellen in vitro [228].

Unter pathologischen Bedingungen wie einer Ischdmie oder Entziindungsreaktion erfolgt eine
gesteigerte Freisetzung an Nukleotiden in den Extrazellularraum, wobei neben der
Freisetzung durch nekrotische oder apoptotische Zellen auch aktivierte Zellen kontrolliert
Nukleotide freisetzen konnen [91, 229, 230]. Dabei erfolgt ein Transport der Nukleotide iiber
Connexin- oder Pannexin-Halbkanile, welche jeweils aus sechs Connexinen oder sechs
Pannexinen bestehen und in der Mitte eine zentrale Pore ausbilden [231-234]. Zusitzlich

werden Transportmechanismen iiber Anionenkanile oder Vesikel diskutiert [235, 236].

Die Rezeptoren der purinergen Signalkaskade lassen sich in Adenosinrezeptoren (P1-
Rezeptoren) und ATP-Rezeptoren (P2-Rezeptoren) einteilen. Dabei werden P2-Rezeptoren
noch einmal in P2X-Rezeptoren (Liganden-aktivierte lonenkanile) und P2Y-Rezeptoren
(G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, GPCR) gegliedert [237].

Freigesetztes ATP wirkt primér auf P2-Rezeptoren und nach extrazellulirem Abbau auf P1-
Rezeptoren. Eine Aktivierung von P2-Rezeptoren fiihrt vorzugsweise zu einer Stimulation
von inflammatorischen Signalkaskaden, wohingegen die Aktivierung von PI1-Rezeptoren

meist eine antiinflammatorische Wirkung vermittelt.

Da die extrazelluliren Nukleotide einem stindigen Abbau durch membranstindige
Ektoenzyme unterliegen, die sowohl ATP als auch NAD" kaskadenférmig zu Adenosin
umsetzen, ist das Ausmall der P2-Rezeptor-vermittelten Signaltransduktion durch die
Nukleotide unter anderem vom Vorkommen und von der Aktivitit dieser Ektoenzyme
abhingig [238].

Nukleosid-Triphosphat-Diphosphohydrolasen (NTPDasen) hydrolisieren mit
unterschiedlicher Priaferenz sowohl Nukleotidtriphosphate (z. B. ATP) als auch
Nukleotiddiphosphate (z. B. ADP) [239, 240]. Im Gegensatz zu den anderen
membranstindigen NTPDasen hydrolisiert die NTPDasel, auch als CD39 bezeichnet,
extrazellulires ATP direkt zu AMP [239, 241]. Dabei wird CD39 aufgrund seiner
Lokalisation in der Ndhe von P2Y-Rezeptoren eine Rolle bei der Regulation der Aktivierung

dieser Rezeptoren zugeschrieben [242].
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Das entstehende extrazellulire AMP wird wiederum durch die Katalyse des Ektoenzyms
Ekto-5’-Nukleotidase (CD73) =zu Adenosin dephosphoryliert [243]. Bei diesem
Schliisselenzym fiir die Bildung von extrazellulirem Adenosin handelt es sich um ein iiber
Glykosylphosphatidylinositol (GPI) als Dimer verankertes Glykoprotein, wobei jedes
Monomer aus zwei verschiedenen Dominen besteht [244].

Wihrend die C-terminale Domaéne die Bindestelle fiir das Nukleotid-Substrat beinhaltet, kann
die N-terminale Domine zwei Zinkionen binden, die fiir die katalytische Aktivitit des
Enzyms wichtig sind [245, 246]. Wihrend AMP mit einem Km-Wert von 1-50 uM das
bevorzugte Substrat der CD73 ist, konnte auch die Hydrolyse von NAD* zu Adenosin gezeigt
werden [247-249].

Neben CD73 konnen auch eine Reihe von alkalischen Phosphatasen (ALP) extrazellulires
AMP zu Adenosin umsetzen, wobei die Hydrolyse mit einem Km-Wert von 441 uM fiir
ALPI deutlich ineffizienter ist als bet CD73 und ebenfalls andere Phosphatverbindungen wie
ATP, ADP und cAMP hydrolysiert werden [238, 250]. ALP kommt neben dem Herz auch in
anderen Organen wie Lunge und Leber vor. Bei CD73-defizienten Mdusen wurde hier jedoch
deutlich weniger extrazelluldres Adenosin bzw. weniger AMPase-Aktivitit gemessen, was die
CD73 als Schliisselenzym in der Entstehung von extrazellulirem Adenosin beweist [251,

252].

Da extrazellulires Adenosin durch Bindung an P1-Rezeptoren entziindungshemmende
Effekte einleiten kann, ist CD73 somit ein wichtiger Regulator in einer Vielzahl von
inflammatorischen Prozessen [253]. Hierzu konnte im Mausmodell bei CD73-Defizienz eine
verstarkte Infiltration von Immunzellen sowie eine verstiarkte Schiadigung des Gewebes bei
arterieller GefdBverletzung [254], I/R im Darm [255] oder Lungenschddigung [251, 256]
festgestellt werden. Da CD73"-Miuse erst bei zusitzlicher Belastung wie Ischimie einen
auffilligen Phénotyp besitzen, scheint die durch CD73 vermittelte Bildung von Adenosin
insbesondere unter pathologischen Bedingungen zum Tragen zu kommen [241, 252].
Adenosin kann wiederum extrazelluldr enzymatisch zerlegt oder tiber Transporter in die Zelle
aufgenommen und erneut zu Nukleotiden aufgebaut werden.

Die Aufnahme von extrazellulirem Adenosin in die Zelle erfolgt iiber Nukleosidtransporter,
wobei abhingig vom Transportmechanismus zwischen konzentrativen (CNTs, Kationen-
abhingig) wund Adquilibrativen (ENTs, Kationen-unabhingig) Nukleosidtransportern
unterschieden werden kann [257, 258].
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Gut charakterisierte #dquilibrative Transporter sind die equilibrative nucleoside
transporter (ENT) 1 und 2, die sowohl verschiedene Purin- und Pyrimidinnukleoside als auch
Nukleobasen (z. B. Hypoxanthin) transportieren konnen [258, 259]. Ihre Beteiligung an der
Regulation der extrazelluliren Adenosinkonzentration konnte im Mausmodel gezeigt werden,
in dem bei ENTI1- und ENT2-defizienten Maiusen eine deutlich erhohte Adenosin-
Konzentrationen im Vergleich zum Wildtyp vorlag [260, 261].

Der Abbau von extrazellulirem Adenosin zu Inosin erfolgt iiber Adenosin-Desaminase
(ADA), welche auf unterschiedlichen Zellen im Zytosol und als Ektoenzym auf der
Oberfliache gefunden wurde [238, 262].

1.4.2 ATP- und Adenosinrezeptoren sowie ihre Signalwege

P2-Rezeptoren werden von nahezu allen Zelltypen exprimiert; es gibt insgesamt sieben P2X-

Rezeptoren und acht P2Y-Rezeptoren [227, 263, 264].

P2X-Rezeptoren werden ausschlieBlich durch ATP aktiviert, wodurch vor allem
proinflammatorische =~ Signale ausgelost werden. Dies geschieht durch eine
Konformationsidnderung der Rezeptoren bei der Bindung des Nukleotids. Dabei wird eine
intrinsische Pore geoffnet, durch welche ein Ausstrom von Ca** und Na* sowie ein Einstrom
von K'-Ionen ermdglicht wird [265, 266]. Die resultierende Depolarisation der
Plasmamembran und der Anstieg der zytosolischen Ca®*-Konzentration fiihren zu einer

Induktion unterschiedlicher Signalwege [264].

Im Gegensatz zu P2X-Rezeptoren konnen P2Y-Rezeptoren neben ATP auch durch andere
Purin- oder Pyrimidinnukleotide aktiviert werden. Dabei fiihrt die Substratbindung - wie auch
bei anderen GPCRs - zu einer Aktivierung eines heterotrimeren G-Proteins, ein Prozess, bei
dem das Protein in seine a-Untereinheit und den By-Komplex dissoziiert [264].

Die Aktivierung von Signalkaskaden wird nun durch die Interaktion beider Komponenten mit
anderen Proteinen ausgelost, wobei der Effekt aufgrund der unterschiedlichen a-Untereinheit
der P2Y-Rezeptoren je nach Rezeptor unterschiedlich ist [264]. Eine Stimulation der P2Y-

Rezeptoren an Immunzellen wirkt im Wesentlichen proinflammatorisch [267].
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P1-Rezeptoren werden als Adenosinrezeptoren bezeichnet, da sie durch extrazellulires
Adenosin aktiviert werden. Hierbei werden verschiedene intrazelluldre Signalkaskaden
aktiviert, die bei physiologischen und pathologischen Prozessen eine Rolle spielen [268].

Wie auch P2Y-Rezeptoren gehdren die P1-Rezeptoren zu den G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren. Dabei werden die Adenosinrezeptoren in vier Subtypen unterschieden: A, Aja,
Aop und Aj [269, 270]. Die Aktivierung der Signaltransduktion bei Ligandenbindung verlduft
dabei iiber G;-, G,- oder G4-Proteine [271].

Die Adenylatzyklase bildet den Effektor aller Adenosinrezeptoren und wird je nach
Rezeptorsubtyp entweder inhibiert oder aktiviert. Dabei sind A;- und Asz-Rezeptoren an Gi,-
Proteine gekoppelt, die bei einer Rezeptoraktivierung eine Hemmung der Adenylatzyklase
bewirken und zu einer verringerten intrazelluliren cAMP-Konzentration fithren [268, 272,
273]. Im Gegensatz dazu sind die Aza- und Ajg-Rezeptoren an Gs-Proteinen gekoppelt,
wodurch iiber eine Aktivierung der Adenylatzyklase eine Erhdhung der intrazellulidren
cAMP-Konzentration erfolgt [274]. Weiterhin konnte eine Kopplung des A,g-Rezeptors an

Gq-Proteine gezeigt werden, was zu einer Aktivierung von Phospholipase C fiihrt [275].

1.4.3 Purinorezeptor-vermittelte Signaltransduktion

Die Aktivierung der P1-Rezeptoren fithrt je nach Rezeptorsubtyp zu unterschiedlichen
Reaktionen im Gewebe. So fiihrt die Aktivierung des A;-Rezeptors im kardiovaskulidren
System zu einer Verringerung der Herzfrequenz [276]. In Bezug auf proinflammatorische
Effekte induziert die Aktivierung des Aj-Rezeptors bei humanen Granulozyten die
Chemotaxis, die Adhédsion an Endothelzellen, die Bildung von Sauerstoffradikalen und die

Fcy-vermittelte Phagozytose [277-280].

Dem A;-Rezeptor oft in seiner Wirkung entgegengesetzt ist der Aja-Rezeptor. Die
Aktivierung des Aja-Rezeptors hat supprimierende Effekte auf die Phagozytose, auf die
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies sowie auf die Adhésion an das Endothel zur Folge
[88, 278-280].

Der Aja-Rezeptor vermittelt vor allem entziindungshemmende Effekte, da eine Erhohung des
intrazelluldren cAMP-Spiegels zu einer Inhibierung der proinflammatorischen Signalwege

von NF«B sowie JAK/STAT fiihrt [281].
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Aufgrund seiner Expression auf den meisten Immunzellen ist der A,;a-Rezeptor wesentlich an
der Modulation von Entziindungsreaktionen beteiligt [281]. So wird durch den A,s-Rezeptor
die Expression von proinflammatorischen Thl-Zytokinen wie IL-12, IFN-y und TNF-a in
Monozyten/Makrophagen, dendritischen Zellen und T-Zellen gehemmt [282-287].
Andererseits wurde auch eine antiinflammatorische Reaktionen iiber die Aktivierung des Aja-
Rezeptors durch das antiinflammatorischen Zytokin IL-10 beschrieben [288, 289].

In einer Vielzahl von Krankheitsmodellen wurden Aja-Rezeptoragonisten erprobt. Dabei
konnte eine entziindungshemmende und gewebeprotektive Wirkung der Agonisten
nachgewiesen werden. Beispielsweise kann die Behandlung mit Ajs-Rezeptoragonisten im
Herzinfarktmodell eine Verringerung der Infarktgrofle bewirken, wobei der Effekt durch eine
geringere Akkumulation von CD4" T-Zellen und eine verringerte Degranulation von

Mastzellen erklart werden kann [290-294].

Die Aktivierung des Asg-Rezeptors erfolgt erst bei mikromolaren Adenosinkonzentrationen
(EC50 = 24 uM), wohingegen die anderen drei Adenosinrezeptoren bereits im nanomolaren
Bereich werden konnen (EC50 = 300-700 nM) [269]. Dies bedeutet, dass der Ajg-Rezeptor
vermutlich erst unter pathologischen Bedingungen eine Rolle spielt [295]. Dabei vermitteln
die Signalwege sowohl pro- als auch antiinflammatorische Effekte [290, 296].

Bei antiinflammatorischen Effekten sind dabei sowohl die Hemmung der TNF-a-Sekretion
bei Granulozyten und Makrophagen als auch die Steigerung der Sekretion von
entziindungshemmendem IL-10 bei Makrophagen bekannt [297-299]. Dazu wird
angenommen, dass dieser antiinflammatorische Effekt durch den Gs-vermittelten Anstieg der
intrazellularen cAMP-Konzentration hervorgerufen wird [290].

Die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6 und IL-8 kann durch
Aktivierung des Ajg-Rezeptors auf einer Vielzahl von Zellen erfolgen und verlduft
anscheinend sowohl iiber Gs- als auch iiber G¢-Signalwege [290, 300, 301]. Die Aktivierung
des Ajg-Rezeptors verringert die Proliferation von Fibroblasten und Myofibroblasten, daher
fiihrt im Infarktmodell eine Stimulation durch entsprechende Agonisten zu einer Verringerung
der kardialen Fibrose [302]. Ebenfalls blockiert die Aktivierung des Ajp-Rezeptors die
Apoptose bei Kardiomyozyten im Randbereich des Infarktes, wodurch eine reduzierte

InfarktgroBe resultiert [303].
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Der Asz-Rezeptor weist im Vergleich zu den anderen P1-Rezeptoren eine Besonderheit auf.
Wihrend die anderen P1-Rezeptoren eine relativ hohe Sequenzhomologie zwischen
verschiedenen Sdugetierfamilien besitzen (86-93 %), sind diese bei dem Ajz-Rezeptor mit nur
74 % Sequenzhomologie deutlich geringer [269]. Entsprechend ist auch die Affinitit zu
Liganden bei den Asz-Rezeptoren in unterschiedlichen Spezies verschieden [276].

Eine Aktivierung des As-Rezeptors fiihrt zu pro- als auch antiinflammatorischen Wirkungen
[290]. Beispielsweise wird iiber As-Aktivierung der Entziindungsmediator Histamin durch
Mastzellen ausgeschiittet bzw. die LPS-stimulierte Bildung des proinflammatorischen

Zytokins TNF-a auf humanen und murinen Makrophagen-Zelllinien gehemmt [304-306].
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1.5 Zielsetzung

Epikardiale Progenitorzellen (EPDC) sind wesentlich an der Entstehung des Koronarsystems
und Bildung von Herzmuskelzellen wéhrend der Embryonalentwicklung des Herzens
beteiligt. Nach einem Myokardinfarkt kommt es zu einer Proliferation der einschichtigen
epikardialen Zellschicht und zu einem Einwandern der EPDC in das geschidigte Myokard,
was als Reaktivierung des embryonalen Programms gedeutet wird. Wihrend die Biologie der
EPDC nach Infarkt im Tierversuch bereits gut untersucht ist, gibt es bislang nur wenige

Informationen iiber epikardiale Zellen am Herzen des Menschen.

Ziel dieser Arbeit war es, die aus klinischem Biopsiematerial gewonnenen humanen EPDC
des Vorhofs reproduzierbar zu isolieren und sie hinsichtlich Morphologie, Zellwachstum,
Gen- und Proteinexpression zu charakterisieren. Dabei sollten insbesondere folgende

Themenkomplexe untersucht werden

1. Etablierung einer robusten Isolationstechnik von EPDC aus humanen Vorhofen

2. Phinotypische und funktionelle Charakterisierung (Endocytose) von EPDC in Kultur
3. Lokalisation von EPDC im Vorhof-Myokard

4. Herstellung einer immortalisierten humanen EPDC Zelllinie

5. Bestimmung des basalen Zytokin-Sekretoms von EPDC

6. Adenosin-Rezeptoren und deren Einfluss auf das Zytokin-Sekretom

7. Bestimmung des Oberflachenproteoms von humanen EPDC mit massenspektro-

metrischen Methoden und Vergleich mit dem Oberflichenproteom von Ratten-EPDC

Insgesamt sollten die Versuche Aufschluss geben hinsichtlich des vermuteten Potentials von

EPDC, sich in Herzmuskelzellen und Zellen des Gefia3systems zu differenzieren.
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2 Material

2.1 Laborausstattung

Tabelle 1: Verwendete Laborgerite und Apparaturen

Geriit Hersteller und Typenbezeichnung
Analysewaagen Ohaus Europe (Greifensee, Schweiz), PA214
Kern (Balingen, Deutschland), AEJ
Autoklav F. & M. Lautenschldiger (Koln, Deutschland), 5169

Bio-Plex Multiplex-System
Bio-Plex Waschstation
Chemolumineszenz Imager
Durchflusszytometer
EKG-Messgeriit
Gelanalysesystem
Gelelektrophoresesysteme

Heizblocke

Homogenisator
Inkubator
Intubator
Kaltlichtlampe
Konfokales Mikroskop
Kryotom

Laser
Nukleotidmesser
Magnetriihrer
Mikrofluidizer
Mikroskope

Mikroplatten Reader
Mikrotiterschiittler
MNR-Spektrometer
Digitalkamera
Polarisationsfilter
MR-Microimagingsystem
MR-Resonatorspule
MR-Spektrometer

pH-Meter

Pipetten
Plattenschiittler
Real-time PCR Geriit
Rollenmischer

Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA), Bio-Plex 200

Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA), Proll Waschstation
Intas (Gottingen, Deutschland), Intas ECL Chemilum Imager
BD Biosciences (San Jose, USA), FACSCantoTM II

Physio Control (Redmond, USA), LIFEPAK 9

Vilber (Eberhardzell, Deutschland), FUSION-FX7 SPECTRA
Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA), Bio-Rad Powerpack HC
mit Bio-Rad Mini Protean 3 cell

Biometra (Gottingen, Deutschland), Standard PowerPack P25 mit
Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA ), mini SubCell GT
Eppendorf (Hamburg, Deutschland), Thermomixer compact
Eppendorf (Hamburg, Deutschland), Thermomixer comfort
AVESTIN Europe (Mannheim, Germany), Avestin Emulsiflex C5
Thermo Fisher (Rockford, USA), Heracell 150 i

Harvard Apparatus (Holliston, USA), Small animal ventilator
Pulch + Lorenz (March, Deutschland), Schott KL 1500 LCD
Zeiss (Oberkochen, Deutschland), LSM 710

Leica (Wetzlar, Deutschland), CM 1850

Lasos (Jena, Deutschland), RCM 7812 72

Thermo Fisher (Rockford, USA), Nanodrop 2000

MP Biomedicals (Santa Ana, USA), FastPrep-24

IKA-Werke, (Staufen, Deutschland), Ultra Turrax TP 18/10
Olympus (Hamburg, Deutschland), BX 61

Olympus, CKX31

Tecan (Mdnnedorf, Schweiz), Infinite® M200 Pro

IKA (Staufen, Deutschland), MTS 2/4

Bruker (Billerica, USA), AVANCEIII 9.4 Tesla Wide Bore (89 mm)

Olympus, F-View, UC30

Olympus, U-Ant, U-Pot

Bruker (Rheinstetten, Deutschland), Mini 0.5

Bruker (Rheinstetten, Deutschland), 30-mm-birdcage
Bruker (Rheinstetten, Deutschland), 400 MHz Bruker
AUANCE III Widebore

Knick (Berlin, Deutschland), 766 Calimatic
Eppendorf (Hamburg, Deutschland), Research

IKA Werke (Staufen, Deutschland), MTS 2/4

Life Technologies (Karlsruhe, Deutschland), StepOnePlus™
CAT (Staufen, Deutschland), RMS
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Scanner
Sekretionsanalysierer

Sterilbdnke
Transblotsystem

UV-Vis Spektrophotometer
Vakuum-Absaugsystem

Vortexer

Zellsortierer
Zentrifugen

Canon (Krefeld, Deutschland), Canon LiDE 700F

Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA), Bioplex Pro II Wash Station,
Bioplex 200

Labogene (Lynge, Ddnemark), Scanlaf Mars Pro, Cytosafe Class 2
Telstar (Terrassa, Spanien), Bio II A

Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA), Transblot turbo

transfer system

Thermo Fisher (Rockford, USA), NanoDrop 2000

HLC (Pforzheim, Deutschland), AC 04

VWR International (Darmstadt, Deutschland)

neoLab (Heidelberg, Deutschland), Vortex-Genie 2

Beckman Coulter (Brea, USA), MoFlo XDP

Beckman Coulter (Brea, USA), Allegra X-30R

Eppendorf (Hamburg, Deutschland), 5415R

Thermo Fisher (Rockford, USA), Heraeus Megafuge 16R

Thermo Fisher (Rockford, USA), Heraeus Biofuge Primo P

2.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Mit Ausnahme der im Folgenden aufgelisteten Materialien wurden alle verwendeten Chemikalien von
den Firmen Applied Biosystems (Carlsbad, Deutschland), Biochrome AG (Berlin, Deutschland),
Biozym (Hessisch Oldendorf, Deutschland), Bio-Rad (Miinchen, Deutschland), Carl Roth GMBH
(Karlsruhe, Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland), Thermo Fisher (Rockford, USA) und
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) bezogen. Allgemeine Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle 2
aufgelistet, spezifische Materialien sind in der jeweiligen Methode in Kapitel 3 aufgefiihrt.

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Material

Hersteller

6-well-Platten

12-well-Platten
24-well-Platten
96-well-Platten

Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
Greiner (Frickenhausen, Deutschland)

cOmplete ULTRA Tablets, Mini,

EDTA-free, EASYpack
EASYstrainer 70 uM
Erlenmeyerkolben 500 ml
Glasgefiie 25/50/100 ml
Isofluran

Klebefolie (PCR)
Parafilm

Pipettenspitzen

Nail Colour RdeL. Young
Skalpell

Spritze

Stripetten 2/5/10/25 ml

Zellkulturflaschen 275/75/25 cm®

Zellkulturschalen 10 cm

Roche (Mannheim, Deutschland)

Greiner (Frickenhausen, Deutschland)

Duran (Mainz, Deutschland)

Duran (Mainz, Deutschland)

Actavis GmbH (Langenfeld, Deutschland)
Bio-Rad (Miinchen, Deutschland), microseal ,,B"
Bemis (Neenah, WI, USA)

StarLab (Hamburg, Deutschland)

Rossmann (Burgwedel, Deutschland)

Feather Safety Razor Co. (Osaka, Japan), No. 10
Becton Dickinson (Heidelberg, Germany), Micro Fine 0,5 ml
Corning (Kaiserslautern, Deutschland)

Greiner (Frickenhausen, Deutschland)

Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
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Zellschaber Greiner (Frickenhausen, Deutschland)
Zentrifugationsrohrchen 15ml/50 ml  Greiner (Frickenhausen, Deutschland)

2.3 Marker, Restriktionsenzyme und -puffer

Tabelle 3: Verwendete Standards, Restriktionsenzyme und -puffer

Bezeichnung Hersteller

Pageruler Prestained Protein Ladder ~ Thermo Fisher (Rockford, USA)

Gene Ruler 1 kb DNA-Ladder Thermo Fisher (Rockford, USA)

EcoNI/Xagl Thermo Fisher (Rockford, USA)

EcoRI New England Biolabs (Frankfurt am Main, Deutschland)
EcoRI-Puffer New England Biolabs (Frankfurt am Main, Deutschland)
EcoRV Thermo Fisher (Rockford, USA)

HindIII Thermo Fisher (Rockford, USA)

Puffer R 10x Thermo Fisher (Rockford, USA)

2.4 Kits fiir Isolierung und Nachweis von RNA, DNA und Proteinen

Tabelle 4: Verwendete Kits fiir Isolierung und Nachweis von RNA, DNA und Proteinen

Bezeichnung Hersteller

NucleoBond Xtra midi EF Macherey-Nagel (Diiren, Deutschland)
Pierce BCA Protein Assay Thermo Fisher (Rockford, USA)
Quiagen RNeasy Micro Kit Qiagen (Venlo, Niederlande)
QuantiTect Reverse Transcription Kit Qiagen (Venlo, Niederlande)

Human IL-11 DuoSet ELISA R&D Systems (Minneapolis, USA)
Roti®-Black P Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Pierce Cell Surface Protein Isolation Kit Thermo Fisher (Rockford, USA)
Bio-Plex Pro™ Human Cytokine Assay Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)

2.5 Assays fiir die Analyse von Zytokinkonzentrationen

Tabelle 5: Verwendete Assays fiir die Analyse von Zytokinkonzentrationen

Bezeichnung Hersteller

Pro TGF-B1 Set Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)
Pro Human Cytokine VEGF Set Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)
Pro Human Cytokine MCP-1 (MCAF) Set Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)
Pro Human Cytokine IL-1f Set Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)
Pro Human Cytokine 1L-6 Set Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)
Pro Human Cytokine TNF-a Set Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)

28



2.6 Antikorper

2.6.1 Primarantikérper

Tabelle 6: Verwendete Primérantikorper fiir Durchflusszytometrie und Immunfluoreszenz

Spezifitat Fluorochrom Ursprung Klon Hersteller
CD13 n. Maus COB10 Biorbyt

CD31 n.v. Maus JC70A Dako

CDh44 n. v. Maus 8E2 Cell Signaling
CD73 n. v. Maus AAG60-E3-3  Millipore
CD90 n. v. Maus 5E10 Biorbyt

CD105 n. v. Maus 8A1 Abcam

CD117 (c-Kit) n. v. Kaninchen n. a. Biorbyt
GATA4 n. v. Kaninchen n. a. Biorbyt
pSTAT3 (Y705) n.v. Kaninchen D3A7 Cell Signaling
STAT3 n.v. Maus 124H6 Cell Signaling
SMActin n.v. Kaninchen n. a. Abcam

Tbx5 n. v. Kaninchen n. a. Novus Biologicals
Tbx18 FITC Kaninchen n. a. Biorbyt
TroponinT n.v. Maus 13-11 Thermo Fischer
VE Cadherin FITC Kaninchen n. a. Bioss

Vimentin Alexa Fluor® 488 Kaninchen S-20 Santa Cruz
WTI n. v. Kaninchen C-19 Santa Cruz

2.6.2 Sekundarantikorper

Tabelle 7: Verwendete Primérantikorper fiir Durchflusszytometrie und Immunfluoreszenz

Spezifitat Fluorochrom/Tag Ursprung Hersteller

Streptavidin FITC Maus Biolegend

Anti-Rabbit IgG FITC Ziege Life Technologies
Anti-Maus FITC Esel Life Technologies
Anti-Rabbit IgG Cy3 Ziege Jackson Immuno Research
Anti-Maus IgG Cy3 Esel Jackson Immuno Research
TrueBlot®Anti-Rabbit IgG HRP Maus Rockland

TrueBlot®Anti-Maus IgG HRP Ratte Rockland




2.7 Humane Biopsien
Die im Folgenden aufgelisteten Daten wurden anonymisiert vom Institut fiir kardiovaskulédre Chirurgie
zu den erhaltenen Biopsien iibermittelt. Eine ausfiihrlichere Liste befindet sich im Anhang dieser

Arbeit.

Tabelle 8: Daten der erhaltenen Biopsien

Biopsienummer | OP-Datum | Geschlecht | Alter Operation Vorhof
1 18.12.2103 m 57 ACB re
2 28.01.2014 m 60 AKE re
3 25.02.2014 w 76 AKE+ 4-fach Bypass re
4 12.03.2014 m 78 AKE re
5 14.03.2014 m 78 AKE + ACB re
6 04.04.2014 m 81 AKE, TKR, PFO-Verschluss VHF li
7 15.04.2014 m 62 MK+TK Annuloplastik li

8/9 22.04.2014 m 64 HTX li/re
10 01.07.2014 A 67 MKR + Bypass li
11 07.07.2014 m 39 AKE re
12 15.07.2014 m 62 HTX li
13 18.07.2014 m 71 Bypass re
14 24.08.2014 m 55 HTX re
15 06.01.2015 m 70 AKE+ACB re
16 08.01.2015 m 75 AKE re
17 15.01.2015 \ 57 AKE re
18 27.01.2015 m 75 AKE re
19 03.02.2015 m 84 AKE re
20 12.02.2015 m 77 AKE re
21 18.02.2015 W 69 ACB re
22 23.02.2015 A 74 AKE re
23 26.03.2015 m 71 AKE li
24 13.05.2015 m 63 HTX
25 17.05.2015 w 47 HTX
26 10.06.2015 w 71 AKE, subvalvuldre Myektomie re
27 24.06.2015 m 73 MIC-MKR+TKR re
28 10.07.2015 m 51 AKE, Vorhofablation re
29 13.08.2015 m 76 AKE
30 20.08.2015 m 65
31/32 20.08.2015 m 56 HTX li/re
33 16.09.2015 A 70 AKE, MKR
34 01.10.2015 m 45 AKE, MKE
35 23.10.2015 m 68 ACVB re
36 24.10.2015 m 61 HTX
37 02.11.2015 m 68
38 10.12.2015 w 75 MIC-MKR+TKR re
39/40 31.12.2015 m 55 HTX li/re
41 14.01.2016 m 74 | AKR mit Ektasie der Aorta ascendens
42 15.01.2016 m 66 AKE re
43 01.02.2016 m 71 AKE, MKE, Exklusion li Vorhofohr li
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2.8 Zelllinien, Bakterienstimme, Plasmide und Oligonucleotide

2.8.1 Zelllinien

Tabelle 9: Verwendete Zelllinien

Bezeichnung Hersteller
HEK293FT (human embryonic kidney) Invitrogen

CHO (chinese hamster ovary) DSMZ

Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) AG PD Dr. Zorg
Rat lung epithelial cells (RLE) AG Prof. Unfried
RAT?2 (Rattenfibroblasten-Zelllinie) Sigma-Aldrich

2.8.2 Bakterienstimme

Tabelle 10: Verwendete Bakterienstimme

Bezeichnung Hersteller
DH5a ABM
XL-Blue kompetente Zellen AG Prof. Goedecke

2.8.3 Plasmide

Tabelle 11: Verwendete Plasmide

Bezeichnung Genotyp Referenz
pLenti-GIII-CMV-GFP-2A-Puro-CDK4 s. Anhang ABM
pBABE-hygro-hTERT s. Anhang Addgene (Plasmid #1773),
AG Prof. Royer-Pokora
psPAX2 s. Anhang Addgene (Plasmid #12259),
AG Prof. Royer-Pokora
pMD2.G s. Anhang Addgene (Plasmid #12260),

AG Prof. Royer-Pokora

2.8.4 TaqMan Gene Expression Assays

Die quantitative real-time PCR (q-PCR) wurde im 96-well-Format mit TagMan Gene Expression
Assays (Life Technologies, Carlsbad, USA) durchgefiihrt. Die dabei verwendeten Assays bestehen aus
Primerpaaren sowie einer fluoreszenzmarkierten Sonde, welche am 5°-Ende mit dem Reporterfarbstoff
FAM und am 3”-Ende mit einem nicht-fluoreszierenden Quencher markiert sind.
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Tabelle 12: Verwendete TagMan Gene Expression Assays

Zielgen

Assay-ID

Referenz

Beta Actin

CC-Chemokinligand 2 (CCL2/MCP1)
GATA binding protein 4 (Gata4 )
Interleukin 1 beta (IL-1B)

Interleukin 6 (IL-6)

Interleukin 6 Rezeptor (IL-6R/CD126)
Interleukin 11 (IL-11)

Interleukin 11 Rezeptor (IL-11R)
Interleukin 12 Untereinheit B (IL-12B)
Interleukin 23 Untereinheit A (IL-23A)
Kardiales Troponin T Typ 2 (cTnt)
Kardiotropin 1 (CT-1)

Hs01060665_g1
Hs00234140_ml1
Hs00171403_m1
Hs00174097_ml
Hs00985639_m1
Hs01075660_m1
Hs01055413_¢gl
Hs00234415_m1
Hs01011518_m1
Hs00900828_g1
Hs00993911_ml1
Hs00173498_ml

Platelet/endothelial cell adhesion molecule 1 (Pecam-1, CD31)

Smooth muscle alpha-actin (Sm-actin, a-SMA)

T-box gen 5 (Tbx5)
T-box gen 18 (Tbx18)

Transforming growth factor beta (TGF-p3)

Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a)
Tyrosine kinase kit (c-Kit)

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Wilm's Tumor Suppressor Gen (WT1)

Hs00169777_ml
Hs00909449_m1
Hs00361155_ml1
Hs01385457_ml
Hs00998133_ml
Hs01113624 ¢l
Hs00174029_ml1
Hs00900055_m1
Hs01103751_ml

Thermo Fischer
Thermo Fischer
Thermo Fischer
Thermo Fischer
Thermo Fischer
Thermo Fischer
Thermo Fischer
Thermo Fischer
Thermo Fischer
Thermo Fischer
Thermo Fischer
Thermo Fischer

Thermo Fischer
Thermo Fischer
Thermo Fischer
Thermo Fischer
Thermo Fischer
Thermo Fischer
Thermo Fischer
Thermo Fischer
Thermo Fischer

2.9 Software

Die fiir diese Arbeit verwendeten Computerprogramme sind in Tabelle 13 aufgelistet. Spezielle
weitere Computerprogramme sind im direkten Zusammenhang mit den jeweiligen Methoden in

Kapitel 3 aufgefiihrt.

Tabelle 13: Verwendete Software

Software Verwendung
Durchflusszytometrieanalye BD FACSDiva Software

FusionCapt Advance FX7 Agarosegelanalyse

Gimp 2.8 Bildbearbeitung

GraphPad Prism 5 Statistische Analysen und Abbildungen
Imagel Bildbearbeitung

Nanodrop 2000/2000c RNA/DNA-Konzentrationsanalyse
Microsoft 2003 Textverarbeitung und Tabellen
StepOnePlus™ V.2.3 PCR-Analyse
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3 Methoden

3.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Die fiir die Isolierung von EPDC aus Rattenherzen nach Myokardinfarkt verwendeten Tiere wurden in
der Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf gehalten und erhielten
Standardfutter sowie Wasser ad libitum. Bei den Tieren handelte es sich um ménnliche Wistar-Ratten,
welche von der Firma Janvier bezogen wurden.

Die Tiere wurden vor Versuchsbeginn fiir wenigstens 8 Tage in der Tierversuchsanlage akklimatisiert
und hatten bei Versuchsbeginn ein Gewicht von 220-280 g sowie ein Alter von 12-16 Wochen. Eine

entsprechende Tierversuchsgenehmigung liegt unter dem Aktenzeichen 84-02.04.2014.A174 vor.

3.1.1 Myokardiale Ischdmie mit Reperfusion am Herzen der Ratte

Die Proliferation von EPDC auf der Herzoberfliche wird durch eine Okklusion der linken
Koronararterie mit anschlieBender Reperfusion hervorgerufen.

Zur Auslosung des Herzinfarktes wurden ménnliche Wistar-Ratten mittels Isofluran betdubt und mit
Sauerstoff/1,5 % Isofluran iiber einen Tubus beatmet. Zur Uberwachung der Herzfunktion sowie zur
Kontrolle der Ischdmie wurde ein 2-Punkt-EKG angelegt. Die Ratte wurde auf eine Wirmeplatte
gelegt, die Extremititen wurden mit Klebeband (Leukoplast, BSN medical GmbH, Hamburg,
Deutschland) fixiert und die linke Thoraxseite wurde rasiert und desinfiziert. Es folgte ein Schnitt
durch die Haut in medial-lateraler Richtung auf Brusthohe. Der Brustmuskel wurde stumpf zur Seite
prapariert und fixiert, ein Schnitt durch den Intercostalraum getitigt und das so erzeugte Loch stumpf
auf eine ausreichende GroBe prépariert.

Mit einem Haken mit Faden (7-0) wurde ein Stich ca. 2 mm unterhalb des linken Atriums unter dem
Ramus interventricularis anterior (RIVA) / left anterior descending (LAD) vorgenommen, der Faden
durch ein Hartplastikrohrchen gefithrt und der Blutfluss durch Druck des Rohrchens auf die
RIVA/LAD gestoppt. Eine erfolgreiche Okklusion zeigte sich im EKG durch eine Hebung der ST-

Strecke sowie am Herzen selbst durch eine Aufhellung des Infarktbereiches.
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vor Okklusion nach 60-miniitiger Okklusion
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Abb.3.2: Hebung der ST-Strecke im EKG bei myokardialer Ischimie
Gezeigt ist ein reprisentatives EKG einer Ratte zu Beginn der Operation (A) und nach erfolgreicher
60-miniitiger Okklusion der RIVA/LAD vor der Reperfusion (B).

Die Wundrinder wurden mit sterilem PBS angefeuchtet und die Ratte mit einem Tuch abgedeckt.
Nach 60 min wurde die Okklusion geldst, die Reperfusion eingeleitet und der Faden vorsichtig
gezogen. Der Intercostalraum wurde mit zwei Stichen eines Hakens mit Faden (4-0) geschlossen und
die Haut separat mit Faden (4-0) vernéht.

Die Wunde wurde mit Betaisodona desinfiziert, dem Tier wurden 0,05 mg/kg Korpergewicht
Buprenorphin appliziert und das Tier wurde mit Sauerstoff ohne Isofluran bis zum Erwachen intubiert.
Buprenorphin (0,05 mg/kg Korpergewicht) sowie Carprofen (4 mg/kg Korpergewicht) wurden als

postoperative Nachbehandlung gem. Tierversuchsgenehmigung eingesetzt.

3.1.2 Isolierung und Kultivierung von EPDC aus infarzierten
Rattenherzen (rEPDC)

Nach myokardialer Ischdamie und Reperfusion (s. Kapitel 3.1.1) kommt es zu einer Proliferation der
EPDC, welche durch ein enzymatisches Verfahren von der Herzoberfliche abgelost wurden. Im
Einzelnen wurde dabei wie folgt vorgegangen:

Fiinf Tage nach dem Infarkt wurden die Ratten mit Isofluran betdubt und ihnen wurde 500 ul Heparin
(100 U/ml) intraperitoneal appliziert. Nach 15 min wurde das Tier iiber Inhalation von Isofluran
getotet, der Thorax gedffnet und das Herz herauspripariert. Das Herz wurde mit 2 ml PBS durch
retrograde Perfusion iiber die Aorta gespiilt und in 10 ml PBS mit 1100 U/ml Kollagenase fiir 20 min
bei 37 °C inkubiert. Danach wurde die Kollagenase mit 3 ml FCS neutralisiert. Die Zellsuspension
wurde durch einen 70 uM Filter gegeben und bei 350 g fiir 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in
rEPDC-Medium resuspendiert und in Zellkulturflaschen bei 5 % CO, und 37 °C kultiviert.
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Alle 48 bis 72 h wurde das Medium erneuert und die Zellen wurden bei 80 — 90 % Konfluenz neu
ausgesit. Dazu wurden die Zellen mit 2 ml Trypsin/EDTA fiir 5 min bei 37 °C abgelost und die
Reaktion mit 5 ml Medium abgestoppt. Die Zellen wurden fiir 5 min bei 350 g zentrifugiert, das Pellet

in Medium resuspendiert und ein Viertel der Zellen neu ausgesiit.

rEPDC-Medium
DMEM, high glucose
30 % FCS

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2 mM Glutamax

3.1.3 Isolierung von glatten Muskelzellen aus der Rattenaorta

Zellen der glatten GefdBmuskulatur (SMC) wurden aus der Rattenaorta isoliert. Hierfiir wurde ein
2 mm grofles Stiick der Aorta ascendens einer infarzierten Ratte nach Entnahme des Herzens
(s. Kapitel 3.1.2) abgetrennt und mit 1 ml PBS mit 100 ul Heparin (100 U/ml) gespiilt. Anschlieend
wurde die Aorta mit 1 ml DMEM mit 30 % FCS und 100 ul Heparin (100 U/ml) gespiilt, mit DMEM
mit 2 mg/ml Kollagenase (1.100 U/ml) gefiillt und bei 37 °C fiir 45 inkubiert. Danach wurde die Aorta
mit 1 ml DMEM mit 30 % FCS ausgespiilt, mechanisch zerkleinert und die Gewebefragmente wurden
mit der Innenseite nach unten in SMC-Medium auf mit Gelatine beschichteten Zellkulturplatten bei
5 % CO, und 37 °C kultiviert, wobei es zum Auswachsen von SMC kam. Nach fiinf Tagen wurden die

Gewebefragmente entfernt und das Medium wurde gewechselt.

SMC-Medium

DMEM, high glucose
30 % FCS

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2 mM Glutamax

3.2Isolierung von humanen stromalen Zellen (hSC) aus atrialen
Biopsien

Humane Vorhofbiopsien wurden bei Bypassoperationen, Herzklappenoperationen oder
Herztransplantationen von Chirurgen der kardiovaskuldren Chirurgie (Universitatsklinikum
Diisseldorf) entnommen und in eiskaltes PBS iiberfiihrt. Die hierfiir notwendige Erlaubnis der

Ethikkommission lag vor (Aktenzeichen 4125, 4412R und 4646).
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Die Biopsie wurde anhand der Morphologie und Farbe optisch in Fettgewebe, Epikard und Myokard
unterteilt. Das Fettgewebe wurde mechanisch mit einem Skalpell entfernt und das verbliebene Gewebe
gewogen. Epikard und Myokard wurden entweder getrennt oder zusammen mit einer Schere
mechanisch in 1 mm groBle Stiicke zerkleinert und in steril filtriertem Ham’s:F12-Medium mit
1.100 U/ml Kollagenase fiir 180 min bei 37 °C inkubiert.

Die Losung wurde durch einen 70 pm Filter in ein Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt und fiir 10 mit 350 g
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Medium fiir humane SC (hSC-Medium) resuspendiert und in
einer Zellkulturflasche fiir 180 bei 37 °C und 5 % CO, als Vorkultur inkubiert. Dies diente dazu, eine
Kontamination mit Fibroblasten zu vermeiden. Der Uberstand wurde in eine neue Zellkulturflasche
tiberfiihrt und anwachsende Zellen bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert und analysiert.

Alle 48 bis 72 h wurde das Medium erneuert und die Zellen bei 80 — 90 % Konfluenz neu ausgesit.
Dazu wurden die Zellen mit 2 ml Trypsin/EDTA fiir 5 min bei 37 °C abgelost und die Reaktion mit
5 ml Medium abgestoppt. Die Zellen wurden fiir 5 min bei 350 g zentrifugiert, das Pellet in Medium

resuspendiert und ein Viertel der Zellen neu ausgesit.

hSC-Medium

DMEM, high glucose

20 % FCS

100 U/ml Penicillin (Gibco)

100 pg/ml Streptomycin (Gibco)
2 mM Glutamax (Gibco)

10 ng/ml bFGF

3.3 Phanotypisierung und Quantifizierung von hSC

3.3.1 Berechnung der Wachstumsgeschwindigkeit von hSC in vitro

Die Wachstumsgeschwindigkeit bzw. die Verdopplungszeit von Zellen in Kultur ist eine wichtige
Kenngrofle sowohl fiir die Planung von Experimenten als auch fiir die Bestimmung der zeitlichen
Kultivierbarkeit in vitro.

Fiir die Berechnung der Wachstumsgeschwindigkeit von hSC in vitro wurden jeweils 1*10* hSC,
welche bereits zwei Wochen in Kultur gewachsen waren, in 6-well Platten ausgesit. Nach jeweils vier,
sechs und acht Tagen wurden die Zellen von jeweils zwei technischen Replikaten mit
PBS+5 mM EDTA abgelost, mit einer Neubauer-Zihlkammer ausgezédhlt und der Mittelwert gebildet.
Durch Anlegen einer exponentiellen Trendlinie (Microsoft Excel) konnte die Verdopplungszeit

berechnet werden.

36



3.3.2 Berechnung der Anzahl an hSC pro pg Gewicht aus atrialen
humanen Biopsien

Die Ausbeute von hSC aus humanen atrialen Biopsien stellt ein Mal} fiir die Effizienz des
verwendeten Protokolls dar. Dieses wurde zu Beginn optimiert, um eine moglichst hohe Ausbeute zu
gewihrleisten. Fiir die Berechnung der isolierten hSC wurden geméall der beschriebenen Methode
(s. Kapitel 3.2) die hSC aus humanen atrialen Biopsien kultiviert.

Nach sechs Tagen wurden die Zellen mit PBS/S mM EDTA abgelost und mit einer Neubauer-
Zihlkammer ausgezdhlt. Die dabei berechnete Menge an kultivierten hSC wurde mithilfe der
ermittelten Verdopplungszeit (s. Kapitel 3.3) zuriickgerechnet auf die Anzahl an kultivierten hSC
unmittelbar nach Isolierung. Da bei der Isolierung der hSC auch das Gewicht der Biopsie bestimmt

wurde, konnte die Anzahl an hSC relativ zum Gewicht der Biopsie berechnet werden.

3.3.3 Kryokonservierung

Die Kryokonservierung erlaubt die Asservierung von Zellen fiir die Analyse unabhingig vom Datum
ihrer Isolierung. Jedoch konnen nicht alle Zellen generell kryokonserviert werden oder verindern
durch die Kryokonservierung ihren Phinotyp. Daher wurde untersucht, ob hSC kryokonservierbar sind
und dabei ihren Phinotyp beibehalten.

Fir die Kryokonservierung von Zellen wurden sie in 1 ml Zellkulturmedium resuspendiert. Der
Zellsuspension wurden 10 % DMSO zugefiigt und die Zellen wurden unmittelbar bei -80 °C
eingefroren und gelagert.

Fiir die Rekultivierung wurden die hSC im Wasserbad aufgetaut und ziigig in 2 ml hSC-Medium
gegeben. Die Zellen wurden fiir 5 min bei 350 g zentrifugiert, das Pellet in hSC-Medium resuspendiert
und in Zellkulturflaschen bei 5 % CO, und 37 °C inkubiert.

Eine Analyse des Phinotyps erfolgte mittels Durchflusszytometrie (s. Kapitel 3.5) und mRNA-
Analyse (s. Kapitel 3.7), wobei die kryokonservierten hSC mit den Analysen von hSC der jeweils

gleichen Biopsie verglichen wurden.

3.41solierung und Kultivierung von humanen mesenchymalen
Stammzellen (hMSC)

Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) wurden von der AG Immuntherapeutika des Institutes
fir Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika (ITZ) der Universititsklinik Diisseldorf zur

Verfiigung gestellt.
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Die hMSC wurden im ITZ mit einem etablierten Verfahren aus Knochenmarkaspiraten isoliert und
kultiviert [307]. Die hMSC wurden nach dem Erhalt in DMEM mit 30 % FCS, 2 mM L-Glutamin,
100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert.

Alle 48 bis 72 h wurde das Medium erneuert und die Zellen bei 80 — 90 % Konfluenz neu ausgesiit.
Dazu wurden die Zellen mit 2 ml Trypsin/EDTA fiir 5 min bei 37 °C abgeldst und die Reaktion mit
5 ml hMSC-Medium abgestoppt. Die Zellen wurden fiir 5 min bei 350 g zentrifugiert, das Pellet in

hMSC-Medium resuspendiert und ein Viertel der Zellen neu ausgesit.

hMSC-Medium
DMEM, high glucose
30 % FCS

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2 mM Glutamax

3.5 Immunfluoreszenzanalyse von hSC

Die Messung der Expression von intrazelluldren und kernlokalisierten Proteinen sowie die Analyse der
Lokalisation von hSC im Gewebe erfolgten mittels Immunfluoreszenzanalyse. Das Prinzip der
Immunfluoreszenzfarbung durch Antikorperfirbung beruht auf der spezifischen Bindung eines
Primérantik6rpers an Peptidsequenzen des Zielgewebes. Mit einem Fluorochrom-gekoppelten
Sekundidrantikdrper, welcher gegen den Primirantikorper gerichtet ist, kann die Expression des

gewiinschten Proteins lichtmikroskopisch auf zelluldrer Ebene erfasst werden.

3.5.1 Anfertigen von Kryoschnitten von humanen Biopsien

Um die Lokalisation von hEPDC mittels Immunfluoreszenzanalyse zu erfassen, wurden Kryoschnitte
von humanen Biopsien hergestellt. Dazu wurden humane Biopsien weitgehend von PBS befreit und in
fliissiges KP-CryoCompound (Klinipath, Duiven, Niederlande) iiberfiithrt. Die eingebettete Biopsie
wurde bei -35 °C bis -40 °C in Isobutanol ausgehirtet und bei -80 °C gelagert.

Vor der Herstellung der Schnittpriparate wurde die eingebettete Biopsie bei -20 °C aufbewahrt. Im
Kryotom wurde die Biopsie bei -20 °C eingespannt und es wurden 8 pm dicke Kryoschnitte
hergestellt. Die Schnittpriparate wurden auf Objekttriger aufgezogen und kurz angetrocknet. Die

Priparate wurden trocken bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
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3.5.2 Kultivierung von hSC auf Deckgliaschen

Fiir die Untersuchung von intrazellularen und kernlokalisierten Proteinen sowie Membranproteinen
von hSC in vitro wurden hSC auf Deckgldschen kultiviert. In 6-well Platten wurden dafiir
Deckglischen platziert und mit 2 ml hSC-Medium bedeckt. AnschlieBend wurden 5%10* hSC pro well
zugegeben und die Zellen fiir 24 h bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.

Auf Deckgldschen kultivierte hSC wurden zweimal mit PBS gewaschen und fiir 10 min bei
Raumtemperatur (RT) mit Zamboni-Fixierlosung inkubiert. AnschlieBend wurden die Deckglidschen
dreimal mit PBS gewaschen. Die Zellpriparate wurden in PBS bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung

gelagert.

Zamboni-Fixierlosung

125 ml 16 % Paraformaldehyd

150 ml Pikrinsiure (gesittigt)

725 ml 0.1 M NaH,PO,/Na,HPO,
Einstellung auf pH 7.3 mit 10 M NaOH

3.5.3 Immunfluoreszenzfarbung

Die Kryoschnitte und die auf Objekttriagern fixierten Zellen wurden mit PBS/0,1 % Triton X100 fiir
5 min gewaschen und anschlieend in PBS/0,5 % Triton X100 fiir 5 min inkubiert. Danach wurden die
Proben zweimal mit PBS/0,1 % Triton X100 fiir je 5 gewaschen und mit PBS/0,1 % Triton und 5 %
normal goat serum (NGS) oder donkey serum (DS) fiir 60 min bei RT geblockt. Anschlieend wurde
tiber Nacht mit dem Primérantikorper in PBS/0,1 % Triton und 1 % NGS/DS bei 4 °C inkubiert.
Danach wurden die Priparate dreimal fiir 5 min bei RT mit PBS/0,1 % Triton gewaschen und fiir
60 min bei RT mit dem Sekundarantikorper in PBS/0,1 % Triton und 1 % NGS/DS lichtgeschiitzt
inkubiert. Die Pridparate wurden zweimal mit PBS/0,1 % Triton und nachfolgend einmal mit PBS
jeweils 5 min bei RT gewaschen und mit ProLong® Gold Antifade mit DAPI eingedeckt. Die
Kryoschnitte wurden mit einem Deckgldschen abgedeckt und die Zellprdparate auf einen Objekttriger

gelegt. Die Proben wurden mit Klarlack versiegelt, getrocknet und lichtmikroskopisch analysiert.

3.5.4 Auswertung der Immunfluoreszenzfirbung

Fiir die Auszidhlung der gefiarbten hSC auf Deckgldaschen wurden jeweils fiinf zufdllige Ausschnitte
mit 400-facher VergroBerung im DAPI-Kanal ausgewihlt. Der Zellkern wurde fokussiert und das Bild

aufgenommen.
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Ohne weitere Anderungen wurde auf den entsprechenden Kanal zur Antikérperdetektion (FITC
(488 nm, griin) oder Cy3 (550 nm, rot)) umgestellt und ein Bild fotografisch erfasst. Die
Signalintensitidt wurde auf ein Kontrollbild ohne Antikdrper normiert und am Computer separat auf
positive und negative Zellen hin ausgewertet.

Fiir die Berechnung der WT1 positiven Zellen pro cm® humanem atrialem Gewebe wurden mehrere
Ausschnitte mit 200-facher VergroBerung fotografisch erfasst und anhand der betrachteten Fldche und
der detektierten Zellen die Anzahl der WT1 positiven Zellen pro cm® humanem atrialem Gewebe

berechnet.

3.6 Durchflusszytometrische Zellanalyse

Bei der Durchflusszytometrie werden Zellen mit Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern markiert und
anschlieBend anhand des von den Zellen und der Markierung ausgesendeten Streu- und
Fluoreszenzlichts optisch analysiert. Dabei werden Zellen in FEinzelzellsuspension durch einen
monochromatischen Laserstrahl geleitet und das entstehende Streu- und Fluoreszenzlicht mithilfe
eines Detektors erfasst. Das Vorwirtsstreulicht (FSC = forward scatter) ist dabei abhingig von der
GroBe der Zelle, wohin gegen das Seitwirtsstreulicht (SSC = side scatter) durch die Granularitit der
Zelle bestimmt wird. Das Fluoreszenzlicht hingegen ist proportional abhingig von an die Zelle
gebundener Fluorochrom-gekoppelten Antikdrper. Durch diese drei Parameter koénnen Zellen
hinsichtlich ihrer Morphologie als auch ihrer Antigenexpression untersucht werden. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden sowohl Untersuchungen der Oberfldachen- und Kernproteinexpression von hSC als auch

die Aufnahme von Fluorochrom-gekoppelten Nanopartikeln untersucht.

3.6.1 Analyse von Oberflichenproteinen

Fiir die Untersuchungen der Oberfldachenproteinexpression wurden Zellen in Zellkulturflaschen bis zu
einer Konfluenz von 90 % kultiviert. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und mittels PBS/5 mM
EDTA abgelost. Die Anzahl der Zellen wurde tiber eine Neubauer-Zihlkammer ermittelt und jeweils
1%#10* Zellen in ein FACS-Rohrchen iiberfiihrt. Die Zellen wurden fiir 5 min bei 350 g zentrifugiert
und das Pellet in 3 ml MACS-Puffer (PBS/0,5 % BSA/2 mM EDTA) resuspendiert.

Die Zellen wurden erneut fiir 5 min bei 350 g zentrifugiert, in 1 ml Blockpuffer (MACS-Puffer/5 %
BSA) resuspendiert und fiir 30 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde das Pellet mit dem
Primérantikorper in 200 ul MACS-Puffer fiir 60 min bei RT inkubiert. Die Zellen wurden zweimal mit
MACS-Puffer gewaschen, in 200 ul MACS-Puffer mit Sekundérantikdrper resuspendiert und fiir
60 min bei RT inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut zweimal mit MACS-Puffer gewaschen und

in 500 ul MACS-Puffer mit 1 ul DAPI resuspendiert.
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3.6.2 Datenauswertung

Nach der Messung der zu untersuchenden hSC und hMSC mithilfe des FACSCanto™ II
Durchflusszytometers (BD Bioscience) wurden die Daten mit der FACSDiva™ Software (BD
Bioscience) ausgewertet. Fiir die Bestimmung von positiven und negativen hSC und hMSC wurden
Negativkontrollen ohne Primérantikorper vermessen. Anhand der Kontrollzellen wurden
Analysefenster (gates) bestimmt, welche auf die Analyse der Zellen mit Primérantikorpern tibertragen
wurden. Je nach Fluoreszenzintensitit ergab sich anteilig die Zellpopulation an positiven und
negativen Zellen. Weiterhin wurden tote Zellen aufgrund ihrer Anfarbung mit DAPI von der Analyse
ausgeschlossen. Die in dieser Arbeit prisentierten Histogramme wurden mit der FACSDiva™

Software erhalten und mittels Gimp 2.8 Software iiberlagert.

3.7 Quantifizierung der mRNA-Expression von hSC und hMSC

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Transkription von verschiedenen Markergenen, welche
beispielsweise fiir Differenzierung oder Immunantwort wichtig sind, quantitativ untersucht. Aulerdem
wurden quantitative Anderungen der Transkription durch den Einfluss unterschiedlicher Faktoren in
der Zellkultur analysiert.

Die Menge der Transkription kann mithilfe der quantitativen real-time PCR (qQRT-PCR) bestimmt
werden. Dabei konnen mehrere spezifische mRNA-Transkripte in einer einzelnen Probe analysiert
werden. Hierfiir muss die aus Zellen isolierte mRNA (s. Kapitel 3.6.1) zunidchst mittels RNA-
abhingiger DNA-Polymerase (reverse Transkriptase) in komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben
werden (s. Kapitel 3.6.2). AnschlieBend kann die cDNA quantifiziert werden (s. Kapitel 3.6.3), wobei
durch die zyklisch verlaufende Amplifikation der qRT-PCR mit fluoreszenzmarkierter DNA-Sonden
die entstehenden PCR-Produkte quantifiziert werden konnen. Dabei hybridisieren die DNA-Sonden
zwischen den beiden PCR-Primern des TagMan Assays (s. Kapitel 2.8.4).

Die Sonden besitzen einen Reporterfarbstoff am 5°‘-Ende und einen Quencher am 3‘-Ende. Bei
Einstrahlung mit einem Laser kommt es zwar zu einer Anregung des Reporterfarbstoffs am 5°-Ende,
die Energie wird jedoch aufgrund der rdaumlichen Nihe zum Quencher am 3‘-Ende strahlungsfrei
ibertragen. Dieser Effekt wird als Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) bezeichnet und bewirkt,
dass die intakte DNA-Sonde keine Fluoreszenz emittiert. Bei der PCR-Reaktion wird jedoch bei der
Synthese der DNA-Stringe - ausgehend vom 3‘-Ende des Primers durch die 5°3°-
Exonucleaseaktivitit der DNA-Polymerase - die Sonde abgebaut. Dadurch sind Reporterfarbstoff und
Quencher nicht mehr in lokaler Ndhe und es kommt nicht mehr zu einem FRET, sodass Fluoreszenz

detektiert werden kann.
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Die Intensitit ist dabei proportional zur DNA-Synthese, weshalb die Amplifikation der cDNA direkt
verfolgt werden kann. Da bei jedem Zyklus der PCR-Reaktion die synthetisierte DNA-Menge unter
optimalen Bedingungen verdoppelt wird und die zu Beginn vorhandene Intensitit der Fluoreszenz im
Hintergrund verschwindet, kann der exponenticlle Anstieg des Fluoreszenzsignals iiber einen
festgelegten Grenzwert als MaB fiir die Menge an vorhandener cDNA dienen. Dieser Messwert wird in
Zyklenzahlen gemessen und als Ct-Wert (cycle threshold) angegeben. Dies bedeutet, dass bei einer

hoheren cDNA-Menge zu Beginn der PCR-Reaktion der Ct-Wert entsprechend geringer ist.

3.7.1 Isolierung von RNA

Die Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von 90 % kultiviert, mit PBS gewaschen und mittels
PBS+5mM EDTA abgelost. Anschliefend wurde fiir 5 bei 350 g zentrifugiert und das Pellet
bei -80 °C fiir die mRNA-Isolierung eingefroren.

Fiir die Isolierung der mRNA wurde das RNeasy Micro Kit (s. Kapitel 2.4) verwendet. Dazu wurde
das Zellpellet in 600 pul RLT-Puffer mit 6 ul B-Mercaptoethanol auf Eis lysiert. Sodann wurde 600 pl
eiskaltes Ethanol (70 %) zugegeben und auf die im Kit enthaltene Sdule aufgetragen. Es wurde fiir
15 sec bei 15000 g zentrifugiert, die Saule mit 350 ul Waschpuffer beladen und erneut zentrifugiert.
Danach wurden 10 ul DNAse in 70 ul RDD-Puffer auf die Sdule aufgetragen und fiir 15 min bei RT
inkubiert. Die Sédule wurde zweimal mit je 500 pl RPE-Puffer gewaschen und nach dem zweiten
Waschen erneut fiir 2 min bei 15.000 g trocken zentrifugiert. AnschlieBend wurde auf die Sdule 50 pl
RNAse freies Wasser aufgetragen, fiir 2 min bei RT inkubiert und die Sdule auf ein 1,5 ml
Reaktionsgefal iibertragen. Die mRNA wurde durch Zentrifugation fiir 2 min bei 15.000 g eluiert und
mittels NanoDrop 2000 quantifiziert. Dabei wird zur Beurteilung der Reinheit von RNA und DNA die
Absorption bei 230 nm, 260 nm und 280 nm gemessen. Wihrend Licht mit einer Wellenldnge von
260 nm von DNA und RNA absorbiert wird, liegt das Absorptionsmaximum von Proteinen bei
280 nm. Ebenfalls konnen bei 280 nm Riickstinde von Alkoholen nachgewiesen werden.

Der Quotient aus Abs260/Abs280 gibt entsprechend Aufschliisse iiber eine mogliche Verunreinigung
mit Proteinen oder Alkoholen und sollte fiir reine RNA bei 2,0 liegen. Die Absorption bei 230 nm
kann Verunreinigungen mit Polysacchariden aufzeigen und sollte fiir reine RNA ebenfalls etwa 2,0

betragen.
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3.7.2 Reverse TransKkription

Fiir die reverse Transkription wurde das QuantiTect Reverse Transcription Kit (Quiagen) verwendet.
Dabei wurden 500 ng isolierte mRNA zusammen mit 2 pl 7xWipeout Buffer vermischt und mit
RNAse-freiem Wasser auf 14 ul aufgefiillt. Zusitzlich zu den Proben wurde eine Kontrolle ohne
mRNA angesetzt. Die Proben wurden fiir 2 min bei 42 °C inkubiert und mit 4 pl 5x Quantiscript RT
Puffer, 1 pl RT Primer Mix und 1 pl Quantiscript Reverse Transkriptase kombiniert.

Als Negativkontrollen wurde eine Probe ohne Reverse Transkriptase sowie eine Probe ohne RNA

angesetzt. Die Proben wurden fiir 15 min bei 42 °C und weitere 3 min bei 95 °C inkubiert.

3.7.3 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion

Danach wurden jeweils 5 ul 2x Fast qPCR Mastermix Plus (Eurogentec, Koln, Deutschland) mit
spezifischen 0,5 ul TagMan Gene Expression Assays (s. Kapitel 2.8.4), 3,5 ul ddH,0 und 1 ul RT-
PCR-Produkt auf eine 96-well Platte gegeben und die quantitative Polymerase-Kettenreaktion mittels
StepOnePlus™ V.2.3 durchgefiihrt. Dabei wurden die Proben in einem ersten Schritt 10 min bei 95 °C
inkubiert. Anschlieend wurden die Proben fiir 40 Zyklen inkubiert, wobei jeder Zyklus aus 15 sec bei
95 °C und anschliefenden 60 °C fiir 1 min bestand.

3.7.4 Analyse und Vergleich der mRNA-Konzentration

Die Expressionsstirken eines Zielgens in verschiedenen Proben kann nicht direkt miteinander
verglichen werden. Stattdessen muss auf einen Vergleich der relativen Expression zuriickgegriffen
werden. Dabei wurde die ACt-Methode verwendet, welche die Expression einzelner Gene in Bezug zu
einer endogenen Kontrolle setzt [308]. Dafiir wurden zunéchst die Ct-Werte der einzelnen Zielgene
sowie des verwendeten Referenzgenes B-Actin bestimmt, wobei der Mittelwert aus jeweils drei
technischen Replikaten ermittelt wurde. AnschlieBend wurde mit der Formel
ACt = Ctreferenzgen — CtZielgen
die Differenz zwischen den Ct-Werten des Referenz- und Zielgens gebildet. In der Formel wird dabei
von einer optimalen qRT-PCR ausgegangen, bei welcher sich je Zyklus die Menge der DNA
verdoppelt. Aufgrund dieses exponentiellen Anstiegs bedeutet ein um eine Einheit groflerer Ct-Wert
eine Verdopplung der DNA-Menge. Entsprechend gilt fiir die relative Expression des Zielgens:
relative Expression [AU] = 2*(ACt)
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3.8 Bestimmung der Endozytose von hSC und hMSC

Eine Bestimmung der Endozytose von hergestellten Nanopartikeln durch hSC und hMSC erfolgte
sowohl lichtmikroskopisch als auch mittels Durchflusszytometrie und PF-

Magnetresonanztomographie.

3.8.1 Herstellung von Nanopartikeln

Um zu priifen, ob hSC und hMSC die Fahigkeit zur Endozytose zeigen, wurden eine 10 %ige
Emulsion aus Perfluoro-15-Kronenether enthaltenden Nanopartikel hergestellt, welche fiir die
Fluoreszenzanalyse zusitzlich mit 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-
(carboxyfluorescein) (PE-CF) gekoppelt waren.

Fiir die Herstellung von Nanopartikeln wurden 1,7 g Lipoid S75 (Lipoid AG, Ludwigshafen,
Deutschland) mit 62,5 g Phosphatpuffer, 7,1 g Perfluoro-15-Kronenether (PFCE) (ABCR, Karlsruhe,
Deutschland) und fiir die Herstellung von fluoreszenzaktiven Nanopartikeln zusitzlich 1 ml PE-CF-
Losung mittels Mikrofluidizer Ultra Turrax TP 18/10 vermischt und insgesamt zehnmal mittels

mithilfe Avestin Emulsiflex C5 bei 1.500 bar homogenisiert.

Phosphatpuffer

3 mM NaH,PO,
7 mM Na,HPO,
2,5 % m/V Glycerol
11 ddH,O
Einstellung auf pH 7.4

Entgasung fiir 60 min unter Vakuum

PE-CF-Losung
10 mg 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(carboxyfluorescein)
1 ml Chloroform

3.8.2 Fluoreszenzmikroskopische Analyse

Die Endozytose von Fluorochrom-gekoppelten Nanopartikeln durch hSC wurde mikroskopisch
erfasst. Dazu wurden kultivierte hSC mit PBS/5S mM EDTA abgeltst, mit einer Neubauer-
Zihlkammer ausgezihlt, bei 350 g fiir 5 min zentrifugiert, das Zellpellet resuspendiert und jeweils
5%10* Zellen in einer 6-well Platte mit Deckglischen mit 5 % CO, bei 37 °C kultiviert. Nach 24 h
wurde das Medium abgenommen und 2 ml neues Medium zugegeben. Es wurden 10 pl einer Losung
aus FITC-gekoppelten Perfluorkarbon-Partikel (PE-CF-PFC) zugegeben und fiir 1 h bei 37 °C

inkubiert.
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Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen, fiir 10 min bei RT mit Zamboni-Fixierlosung
inkubiert und anschlieBend dreimal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit ProLong® Gold
Antifade mit DAPI auf einem Objekttriager eingedeckt. Die Proben wurden mit Klarlack versiegelt,

getrocknet und lichtmikroskopisch analysiert.

3.8.3 Analyse mittels Durchflusszytometrie

Fir die Untersuchung der Endozytose von Nanopartikeln mittels Durchflusszytometrie wurden
kultivierte hSC und hMSC mit PBS/5S mM EDTA abgelost, mit einer Neubauer-Zihlkammer
ausgezihlt, bei 350 g fiir 5 min zentrifugiert, das Zellpellet resuspendiert und jeweils 1*10° Zellen in
einer 6-well Platte mit 5% CO” bei 37 °C kultiviert. Nach 24 Stunden wurde das Medium
abgenommen, die hSC und hMSC mit PBS gewaschen und mit PBS/5 mM EDTA abgel6st. Die hSC
und hMSC wurden bei 350 g fiir 5 min zentrifugiert und das Zellpellet in 2 ml DMEM resuspendiert.
Nanopartikel wurden wie unter Kapitel 3.8.1 beschrieben hergestellt.

Es wurden 10 pl einer Losung aus PE-CF-gekoppelten Perfluorcarbon-Partikeln (PE-CF-PFC)
zugegeben, bei 37 °C inkubiert und jeweils 200 pl der Zellsuspension nach 5, 10, 20, 40, 80 min
abgenommen. Die abgenommene Zellsuspension wurde in 200 pl eiskaltes PBS iiberfiihrt, fiir 5 min
bei 350 g zentrifugiert und das Zellpellet in 500 ul MACS-Puffer mit 1 ul DAPI resuspendiert. Die
Analyse erfolgte am FACSCanto™™ II Durchflusszytometer (BD Bioscience) wie unter Kapitel 3.6.2

beschrieben.

3.8.4 Analyse mittels 1°F-Magnetresonanztomographie (MRI)

Ebenso wie bei der 'H-Magnetresonanztomographie nutzt die '’F-Magnetresonanztomographie das
magnetische Dipolmoment. Dabei hat die Vermessung des '’F-Isotopes den Vorteil, dass
Fluorverbindungen natiirlicherweise kaum im Gewebe vorkommen und daher der Hintergrund bei
einer Messung gering ist.

Zur Analyse der Endozytose wurden kultivierte hSC und hMSC mit PBS+5mM EDTA abgelost, mit
einer Neubauer-Zahlkammer ausgezihlt, bei 350 g fiir 5 min zentrifugiert, das Zellpellet resuspendiert
und jeweils 1*10° Zellen in einer 6-well Platte mit 5 % CO? bei 37 °C kultiviert. Nach 24 h wurde das
Medium gewechselt und gleichzeitig jeweils 50 ul '*F-Perfluorcarbon-Nanopartikel (PFC) zugegeben.
Die dabei verwendeten Nanopartikel wurden wie unter Kapitel 3.8.1 beschrieben hergestellt.
Anschlieend wurden die Zellen fiir 60 min bei 37 °C inkubiert, viermal mit PBS gewaschen und mit

wenigen Tropfen Trypsin+5 mM EDTA abgelost.
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Die Zellen wurden in 1 ml PBS iiberfiihrt und bei 350 g fiir 5 min zentrifugiert, das Zellpellet in
500 ul 0,5 % Paraformaldehyd (PFA) resuspendiert und fiir 5 min bei 37 °C inkubiert. Die Zellen
wurden zweimal mit PBS gewaschen, bei 350 g fiir 5 min zentrifugiert und das Zellpellet in 100 pl
PBS resuspendiert.

Die Messung erfolgte mittels MRI gemill eines etablierten Verfahrens [146] an einem Bruker
AVANCEI 9.4 Tesla Wide Bore (89 mm) NMR Spektrometer. Dabei wurde in einem ersten Schritt
ein Protonenbild erzeugt, um das zu untersuchende Areal der Zellsuspension zu bestimmen. In einem

zweiten Schritt wurde das '’F-Bild aufgenommen.

3.9 Analyse der zelluldren Zytokinsekretion bei hSC und hMSC nach
Stimulation mit A2A- oder A2B-Rezeptoragonisten

Die Stimulation der Rezeptoren erfolgte mit dem Aja-Rezeptoragonist CGS-21680 (Tocris, Bristol,
Vereinigtes Konigreich), dem A,g-Rezeptoragonist BAY 60-6583 (Tocris, Bristol, Vereinigtes
Konigreich) oder dem nichtselektiven Adenosinrezeptoragonist NECA (Tocris, Bristol, Vereinigtes
Konigreich).

Fiir die Stimulation wurden hSC und hMSC aus Zellkulturflaschen mit Trypsin abgelost und bei 250 g
fiir 5 min zentrifugiert. Die Zellen wurden in Medium resuspendiert und mittels einer Neubauer-
Zihlkammer ausgezihlt. In die Kavititen einer 6-well Platte wurden je 3*10° Zellen ausgesit. Nach
24 h wurde das Zellkulturmedium abgenommen und die Zellen zweimal mit Medium gewaschen. Die
in DMSO gelosten Agonisten wurden 1:100 mit Medium verdiinnt und diese Vorverdiinnung (VV) fiir
die Stimulation eingesetzt. Zusétzlich wurde DMSO 1:100 mit Medium verdiinnt (DMSO-Medium).
Fiir die Stimulation der hSC und hMSC mit Adenosinrezeptoragonisten wurde 1,5 ml neues Medium
zugegeben. Die Stimulation wurde mit 0,77 uM bzw. 36 uM BAY 60-6583-VV, 2,07 uM bzw. 10 uM
CGS-21680-VV oder 14 uM bzw. 100 pM NECA-VV durchgefiihrt. Als Kontrollen wurden Zellen
mit der entsprechenden Menge an DMSO inkubiert. Nach 24 h wurde der Zellkulturiiberstand
abgenommen, bei 500 g fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand als Aliquots fiir die Analyse der
sezernierten Zytokine IL-1B, IL-6, IL-11, MCP1, VEGF, TGF-f und TNFo mittels Multiplex
bei -20 °C eingefroren. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und mittels PBS+5mM EDTA
abgelost. AnschlieBend wurde fiir 5 min bei 350 g zentrifugiert und das Pellet bei -80 °C fiir die RNA-
Isolierung (s. Kapitel 3.7.1.) eingefroren.

Die Uberstinde von hSC und hMSC wurden gemiB des Bio-Plex Pro™ Human Cytokine Assay
Instruction Manual (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) aufgearbeitet. Die Zytokinkonzentration wurde
unter Verwendung der spezifischen Assays (s. Kapitel 2.5) iiber den Bioplex 200 analysiert und iiber

den Vergleich mit einer Standardreihe berechnet.
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3.10 Nachweis der funktionellen Rezeptoren fiir IL-6 und IL-11 bei
hSC

Um zu priifen, ob bei hSC funktionelle Rezeptoren fiir die Aktivierung von intrazelluldren
Signalwegen durch Zytokine vorliegen, wurden hSC mit IL-6 oder IL-11 stimuliert und die
Aktivierung des JAK/STAT3-Signalweges anhand der Phosphorylierung von STAT3 bestimmt. Die
Detektion von phosphoryliertem STAT3 (pSTAT3) und STAT3 erfolgte mittels spezifischer
Antikorper. Dazu wurden die Proteine zunichst mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und auf
eine Membran transferiert. Durch Inkubation mit Antikorpern wurden die Proteine markiert und iiber

ein Nachweisverfahren durch Enzymreaktionen detektiert.

3.10.1 Stimulation der hSC mit IL-6 und IL-11

Humane SC wurden in 10 cm Zellkulturschalen ausgesit und 3 Tage bis zu einer Konfluenz von 80 %
kultiviert. Das Medium wurde entfernt, die Zellen mit DMEM ohne Zusitze gewaschen und fiir 4 h
mit DMEM ohne Zusitze inkubiert. Das Medium wurde gewechselt und IL-6 (10 oder 100 ng/mL),
IL-11 (10 oder 100 pL) oder 20 ng/mL HyperIL6 (0,2 % Zellkulturiiberstand von CHO-K1
Hybridomzellen, [309] zugegeben. Die Zellen wurden fiir 15 min bei 37 °C unter langsamem
Schiitteln inkubiert. Das Medium wurde abgenommen, die Zellen mit 2 ml PBS gewaschen und 1 ml
eiskaltes PBS auf die Zellen gegeben. Mit einem Zellschaber wurden die Zellen abgelost und in ein
ReaktionsgefiB iiberfiihrt. Die Zellen wurden bei 4 °C fiir 5 min bei 500 g pelletiert, der Uberstand
wurde entfernt und die Zellen wurden in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die Zellen wurden bis zur
weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Zur Lyse der Zellen wurden diese in 100 pl Lysepuffer resuspendiert und fiir 2 h bei 4 °C unter
Schiitteln inkubiert. Das Lysat wurde bei 15.000 g fiir 30 min bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand

in ein neues Reaktionsgefil iiberfiihrt.

Lysepuffer
50 mM Tris HCI pH7,5

150 mM KaCl

2 mM EDTA

1 % Nonidet P-40

1 % TritonX100

1 Tablette Complete (fiir 50 ml)
1 mM NaF

1 mM Na;VO,
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3.10.2 BCA-Assay

Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration aus den Lysaten der stimulierten hSC wurde der Pierce
BCA Protein Assay (Thermo Fisher) verwendet. Dabei wurden 57 ul H,O mit 3 pl des Lysats in
einem Reaktionsgefdl vermischt und jeweils 20 ul dieser Verdiinnung (1:20) in zwei wells einer
96-well Platte pipettiert. Zusétzlich wurde ein Proteinstandard in Doppelbestimmung verwendet. In
jedes well wurden 200 pl einer Mischung (50:1) aus Pierce BCA Protein Assay Reagent A
(BCA-Lo6sung) und Reagent B (Kupfersulfat-Losung) gegeben und die Platte fiir 30 min bei 37 °C im
Dunkeln bei vorsichtigem Schiitteln inkubiert. Hierbei erfolgte eine temperaturabhingige Reduktion
der Cu**-Tonen zu Cu*-Ionen sowohl durch Peptidbindungen als auch durch Tyrosin-, Cystein- und
Tryptophanreste der Proteine. Die entstandenen Cu'-Ionen waren dabei proportional zur enthaltenen
Proteinenkonzentration und bildeten zusammen mit jeweils zwei BCA-Molekiilen einen farbigen
Chelatkomplex mit einem Absorptionsmaximum von 562 nm. Dieser Komplex wurde mittels
Mikroplatten Reader (Infinite® M200 Pro, Tecan) detektiert. Uber eine Eichgrade des
Proteinstandards mit definierter Proteinkonzentration von Serumalbumin aus dem Rind (bovine serum
albumin, BSA) wurden die Proteinkonzentrationen in den Lysaten ermittelt und jeweils 100 pg Protein
mit 5-fachem Lammlipuffer auf 50 ul Volumen aufgefiillt. Die Mischung wurde fiir 15 min bei 95 °C

im Heizblock aufgekocht und danach bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

S-fach Lammlipuffer 40 ml

5 ml 0.5M Tris-HCL pH6.8
4 ml Glycerol

8 ml 10 % SDS

2 ml 0,05 % Bromphenolblau
2 ml B-Mercaptoethanol

19 ml ddH,0O

3.10.3 SDS-Gelelektrophorese und Western Blot

Die Trennung von Proteinen aus Proteingemischen wie Zelllysaten hinsichtlich ihrer GroBe fiir den
anschlieBenden Nachweis mittels spezifischer Antikorper wurde mit einer SDS-PAGE (sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) erreicht. Dabei wurde durch die Anlagerung des
negativ geladenen Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) an die Proteine ihre natiirliche Eigenladung
tiberdeckt und eine negative Gesamtladung des Protein-SDS-Komplexes erreicht. Weiterhin wurden
die Proteine mittels B-Mercapthoethanol bei 95 °C durch Reduzierung der Disulfidbriicken und

Losung der Wasserstoffbriickenbindungen denaturiert.
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In einem elektrischen Feld wurden die negativ geladenen Protein-SDS-Komplexe zur Anode gezogen.
Zur Trennung wurden die Proteine auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen, welches aus zwei
unterschiedlichen  Gelschichten, ~Sammelgel und Trenngel, bestand. Die netzartigen
Polyacrylamidstrukturen des Gels behindern die denaturierten Proteine, daher bewegen sich kleine
Proteine schneller durch das Gel als grof3e Proteine.

Fiir die SDS-Gelelektrophorese (Bio-Rad Laboratories) wurde zwischen zwei Glasplatten (12,5 cm x
6,5 cm) mit einem Abstandshalter (1 mm) auf einem Agaroseful (1 % Agarose in TBS) ein Trenngel
gegossen und mit Isobutanol iiberschichtet. Nach 15 min wurde das Isobutanol abgegossen und das
ausgehirtete Trenngel mit Sammelgel iiberschichtet. Pro Probe (s. Kapitel 3.10.1) wurden 20 pl des
Proteinlysats in jeweils eine Tasche des Gels eingefiillt. Zur Kontrolle wurden 5 pl des
Molekulargewichtsmarkers (Thermo Fischer) in eine freie Tasche gegeben und das Gel bei 90 V fiir

2 h in SDS-Laufpuffer behandelt.

Trenngel (10 ml)

4 ml H20

3,3 ml Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)
2,5ml 1,5 M Tris pH 8,8

100 ml 10 % SDS

100 ul 10 % APS

4 ul TEMED

Sammelgel (2 ml)
1,4 ml H20

0,33 ml Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)
0,25 ml 0,5 M Tris pH 6,8

20 ul 10 % SDS

20 ul 10 % APS

2 ul TEMED

SDS-Laufpuffer
25 mM Tris

0,1 % SDS
192 mM Glycin

Fiir die Detektion von STAT3 und pSTAT3 in Lysaten von hSC wurden die mittels SDS-PAGE
aufgetrennten Proteine im semi-dry-Verfahren auf eine PVDF-Membran iibertragen.

Dazu wurde die Membran fiir 2 min in Methanol aktiviert, kurz in Transferpuffer geschwenkt und
anschlieBend auf vier Blétter mit Transferpuffer befeuchtetem Whatman-Papier gelegt. Ein SDS-Gel
mit aufgetrennten Proteinen des Zelllysats wurde auf die Membran platziert und mit weiteren vier

Blittern mit Transferpuffer befeuchtetem Whatman-Papier abgedeckt.
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Der Transfer in orthogonaler Richtung zum Gel erfolgte fiir 1 h bei 20 V. Im Anschluss wurde die
Membran fiir 2 h bei RT in TBST mit 5 % Magermilchpulver inkubiert. Die Membran wurde dreimal
fr 5 min mit TBST gewaschen und danach mit dem Primirantikorper pSTAT3(Y705) (Cell
Signalling) 1:5.000 in TBST/5 % BSA iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Membran wurde dreimal
mit TBST gewaschen und mit dem Sekundérantikdrper TrueBlot®Anti-Rabbit IgG HRP (Rockland)
1:1.000 in TBST/5 % Milchpulver fiir 1 h bei RT inkubiert. Danach wurde sie zweimal mit TBST und
hierauf einmal mit TBS gewaschen. Die Membran wurde mit 800 pul Immobilon Western HRP
Substrat 50/50 (Merck Millipore) inkubiert, kurz geschwenkt und unmittelbar danach die durch
enzymatische Oxidation des Luminols entstandene Chemilumineszenz mittels Intas ECL Chemilum
Imager (Intas) detektiert.

Nach der Messung des pSTAT-Signals wurde die Membran zweimal mit TBST gewaschen und fiir
30 min bei 65 °C in Strippingbuffer inkubiert. Hinterher wurde die Membran dreimal mit TBST
gewaschen. Darauthin erfolgte die Detektion des STAT3-Signales. Hierfiir wurde die Membran fiir
2 h bei RT in TBST mit 5 % Magermilchpulver inkubiert und dann dreimal fiir 5 min mit TBST
gewaschen. Die Inkubation mit dem Priméarantikorper STAT3 124H6 (Cell Signalling) 1:5.000 in
TBST/5 % BSA erfolgte iiber Nacht bei 4° C. Nachfolgend wurde die Membran dreimal mit TBST
gewaschen und mit dem Sekundirantikorper TrueBlot®Anti-Rabbit IgG HRP (Rockland) 1:1.000 in
TBST/5 % Milchpulver fiir 1 h bei RT inkubiert. Die Membran wurde zweimal mit TBST und danach
einmal mit TBS gewaschen. Inkubiert wurde die Membran mit 800 ul Immobilon Western HRP
Substrat 50/50 (Merck Millipore), kurz geschwenkt und unmittelbar danach die durch enzymatische
Oxidation des Luminols entstandene Chemilumineszenz mittels Intas ECL Chemilum Imager (Intas)

detektiert.

TBST

10 mM Tris

150 mM NaCl

0,1 % Tween20
Einstellung auf pHS8

Transferpuffer
62,5 mM Tris-HCI (pH 6.8)

2 % SDS
0,1 % B-Mercaptoethanol

Strippingbuffer 50 ml

62,5 mM Tris-HCI (pH 6.8)
2 % SDS

0,1 % B-Mercaptoethanol
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3.11 Oberflachenproteomanalyse von hSC und rEPDC

Um einen Uberblick iiber die Oberflachenproteine von SC zu erhalten, wurden diese biotinyliert,
mittels Neutravidin-Agarose isoliert und mit Nano-Elektrospray-lonisation (ESI) gekoppelte

Massenspektrometrie analysiert.

3.11.1 Biotinylierung von hSC

Die Isolierung von Oberflidchenproteinen erfolgte mithilfe des Pierce Cell Surface Protein Isolation
Kits (Thermo Fischer). Hierbei werden die Oberflichenproteine biotinyliert und die biotinylierten
Proteine nach der Lyse der Zellen an Neutravidin-Agarose gebunden, wobei die biotinylierten Proteine
selektiv von intrazelluldren Proteinen und anderen Zellbestandteilen getrennt wurden.

hSC wurden in 175 cm® Zellkulturflaschen bis zu einer Konfluenz von 90 % kultiviert. Die Zellen
wurden von Medium befreit und dreimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Kontrollflaschen wurden mit
eiskaltem PBS fiir 30 min bei 4 °C inkubiert. Die Zellen fiir die Biotinylierung wurden fiir 30 min bei
4 °C mit 15 ml Biotinylierungslosung inkubiert. Die Biotinylierung wurde mit 500 ul Quenching-
16sung gestoppt, der Uberstand verworfen und die Zellen mit 15 ml eiskaltem PBS bedeckt. Mit einem
Zellschaber wurden die Zellen abgeldst, in ein Reaktionsgefdf3 iiberfithrt und bei 1.000 g fiir 5 min
zentrifugiert. Die Zellen wurden in 15 ml eiskaltem TBS resuspendiert und in ein 15 ml
ReaktionsgefiB iiberfithrt. Es wurde erneut bei 1.000 g fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und die Zellen bei -20 °C eingefroren.

Die Lyse erfolgte durch Resuspension der Zellen in 600 pl Lysepuffer mit anschlieBender Inkubation
fiir 30 min auf Eis. Zellreste wurden durch Zentrifugation bei 13.200 g fiir 30 min vom Lysat getrennt.
Aufgeschlimmte Neutravidin-Agarose (1 ml) wurde dreimal mit Waschpuffer A in einem
Reaktionsgefdl mit Ablauf gewaschen. Das Zelllysat wurde zur gewaschenen Neutravidin-Agarose
gegeben und die Suspension iiber Nacht bei 4 °C unter stindigem Schiitteln inkubiert. Danach wurde
die Neutravidin-Agarose viermal mit Waschpuffer A mit cOmplete Proteaseinhibitor (Roche) und im
Anschluss dreimal mit Waschpuffer B mit cOmplete Proteaseinhibitor (Roche) gewaschen.

Die Agarose wurde in ein Reaktionsgefil tiberfithrt und mit 2 ml TBS gewaschen. Es folgte eine
Zentrifugation bei 1.000 g fiir 5 min. Der Uberstand wurde abgenommen und die Agarose fiir 2 h bei
RT mit 400 pl Lidmmlipuffer mit 50 mM DTT inkubiert. Die Sédule wurde auf ein neues
Reaktionsgefidll gegeben und zentrifugiert. Das Eluat enthielt die isolierten und aufgereinigten
Proteine. Zur Kontrolle der Biotinylierung wurden 20 ul des Eluates auf ein 12 % SDS-Gel
aufgetragen und eine Silberfarbung durchgefiihrt (s. Kapitel 3.21.2).
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Biotinylierungslosung
48 ml PBS
12 mg Sulfo-SS-NHS Biotin

Quenchinglosung
1M Glycin

Waschpuffer A
PBS

1 % Nonoxinol 40
0,1 % SDS

Waschpuffer B

PBS

1 % Nonoxinol 40

0,5 M NaCL

3.11.2 Bestimmung der Protein-Biotinylierung mittels
Silberfarbung, Immunfluoreszenz und
Durchflusszytometrie

Eine Bestimmung der erfolgreichen Aufreinigung von biotinylierten Oberflachenproteinen erfolgte
mittels Silberfirbung mit dem Roti®-Black P Kit (Roth). Dabei wurde durch Anlagerung von SDS an
die isolierten Proteine eine negative Gesamtladung der Proteine erhalten, welche genutzt wurde, um
Silberionen (Ag") an die Proteine anzulagern. Durch Reduktion der angelagerten Silberionen wurde
das als schwarzer Niederschlag ausfallende Silber optisch detektiert.

Dazu wurde ein SDS-Gel hergestellt, indem zwischen zwei Glasplatten (12,5 cm x 6,5 cm) mit 1 mm
Abstandhalter ein 12 % Trenngel gegossen und mit Isobutanol iiberschichtet wurde. Nach 15 min
wurde das Isobutanol abgegossen und das ausgehirtete Trenngel mit Sammelgel {iberschichtet. Je
20 pl Proteinproben vor und nach der Aufreinigung mittels Neutravidin-Agarose wurden mit 5 pl
S-fachem Ladmmlipuffer 15 min bei 95 °C inkubiert und in je eine Tasche des SDS-Gels aufgetragen.
In eine weitere Tasche wurden 7,5 pul Molekulargewichtsmarker (1 kD) eingebracht und das Gel fiir
15 min einer Spannung von 80 V und fiir 1 h von 180 V ausgesetzt und iiber Nacht bei RT in
Fixierlosung inkubiert. Das Gel wurde dreimal fiir 10 min Minuten mit Waschlosung behandelt und
danach fiir 1 min in Sensibilisierungslosung inkubiert. Es wurde dreimal fiir 20 sec mit Wasser
gewaschen und fiir 40 min mit Imprignierlosung behandelt. Anschliefend wurde dreimal fiir 20 sec
mit 100 ml Wasser gewaschen und mit Entwicklungslosung solange geschwenkt, bis deutliche

Proteinbanden zu sehen waren.
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Es wurde zweimal fiir 20 sec mit Wasser gewaschen und zweimal fiir 30 sec mit Stopplosung P
inkubiert, gefolgt von 10 min Inkubation mit Stopplosung P. Gele wurden in Waschlosung bei 4 °C

gelagert. Eine optische Detektion erfolgte mittels Canon LiDE 700F (Canon) analysiert.

Sammelgel
1 ml Tris 1,5 M, pH 6,8

1 ml Acrylamid
4 ml ddH,0

80 ul 10 % APS
20 ul TEMED

Trenngel 12 %

1,5 ml Tris 1,5 M, pH 8,8
5,1 ml Acrylamid

5,34 ml ddH,O

60 ul 20 % SDS

80 ul APS

20 ul TEMED

SDS-Laufpuffer
25 mM Tris

0,1 % SDS
192 mM Glycin

Fixierlosung
20 ml Methanol

12 ml Essigsédure
50 pl Formaldehyd aus Reaktionsgefd3 D
68 ml ddH,O

Waschlosung 1 1
200 ml Methanol
800 ml ddH,O

Sensibilisierungslésung
100 ml ddH,O
gesamter Inhalt des Reaktionsgefifies A (Natriumthiosulfat) in 1 ml ddH,O

Imprignierlosung

100 ml ddH,O

gesamter Inhalt des Reaktionsgefdles B (Silbernitrat) in 1 ml ddH,O
75 pl aus Reaktionsgefidl D (Formaldehyd)
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Entwicklungslésung

20 ml Natriumcarbonat-Losung (Reaktionsgefifl E gelost in 250 ml ddH,0)

60 ml ddH,0O

gesamter Inhalt des Reaktionsgefdales C (20 ul aus Reaktionsgefifs A /480 ul ddH,0)
70 pl aus Reaktionsgefidl D (Formaldehyd)

Auffiillung mit ddH,O auf 100 ml

Stopplésung P
60 ml Methanol

36 ml Eisessig
204 ml ddH,O

Fiir die Bestimmung der Biotinylierung mittels Immunfluoreszenz wurden kultivierte Zellen mit
PBS+5 mM EDTA abgelost, mit einer Neubauer-Zdhlkammer ausgezéhlt, bei 350 g fiir 5 min
zentrifugiert, das Zellpellet resuspendiert und jeweils 1%10° Zellen in einer 6-well Platte mit
Deckglidschen mit 5 % CO, bei 37 °C kultiviert. Nach 24 h wurde das Medium abgenommen und
dreimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Die Zellen wurden biotinyliert die Reaktion mit 200 pl
Quenchinglésung abgestoppt, der Uberstand abgenommen und die Zellen zweimal mit 1 ml eiskaltem
PBS gewaschen (vgl. Kapitel 3.21.1). Die Zellen wurden fiir 30 min mit WGA Alexa Fluor® 633
(Invitrogen, 10 pg/ml) und Streptavidin-FITC (1:1000) bei RT inkubiert. Hiernach wurden die Zellen
dreimal mit 1 ml eiskaltem PBS gewaschen, fiir 10 min bei RT mit Zamboni-Fixierlosung inkubiert
und anschlieend dreimal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit ProLong® Gold Antifade mit
DAPI auf einem Objekttriger eingedeckt. Die Proben wurden mit Klarlack versiegelt, getrocknet und
mittels Lichtrastermikroskop (LSM 710, Zeiss) analysiert.

Fiir die durchflusszytometrische Bestimmung wurden kultivierte Zellen mit PBS/S mM EDTA
abgeldst, mit einer Neubauer-Zihlkammer ausgezihlt, bei 350 g fiir 5 min zentrifugiert, das Zellpellet
resuspendiert und jeweils 1*10* Zellen in ein ReaktionsgefiB iiberfiihrt. Die Zellen wurden einmal mit
PBS gewaschen und fiir 30 min bei 4 °C mit 1 ml PBS/50 ul Biotinylierungslosung inkubiert. Die
Biotinylierung wurde mit 200 ul Quenchinglésung abgestoppt, der Uberstand abgenommen, die Zellen
zweimal mit 1 ml eiskaltem PBS gewaschen und fiir 1 h mit 1 ml PBS/1 pl Streptavidin-FITC
inkubiert. Danach wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen, bei 350 g fiir 5 min zentrifugiert,

das Zellpellet in 500 ul PBS resuspendiert und mittels BD FACSCanto™ II analysiert.

3.11.3 Massenspektrometrie mit Nano-Elektrospray-lonisation
(ESI)

Die im Folgenden beschriebene massenspektrometrische Analyse der isolierten Proteine wurde von
Dr. Gereon Poschmann (Molecular Proteomics Laboratory (MPL), Diisseldorf) gemill eines

etablierten Protokolls [310] durchgefiihrt.
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Dabei wurde zunidchst die Proteinkonzentration mittels Bradford-Assay (Bio-Rad, Miinchen,
Deutschland) ermittelt und die Proteine iiber eine 2D-Gelelektrophorese getrennt. Proteinbanden
wurden iiber eine Silberfirbung identifiziert, die Proteine wieder entfarbt und aus dem Gel extrahiert.
Die Proteine wurden mit Trypsin gespalten und mittels Fliissigkeitschromatographie (Ultimate 3000
Rapid Separation Liquid Chromatography System, Thermo Fisher) aufgetrennt. Dabei wurden die
Proteine auf einer ersten Sdule (Acclaim PepMap100, Thermo Fisher) bei einer Flussgeschwindigkeit
von 6 pl/min fiir 10 min mit 0,1 % TFA als mobiler Phase zuerst aufkonzentriert. Im Anschluss daran
wurden sie auf einer analytischen Sidule (Acclaim PepMapRSLC, Thermo Fisher) bei einer
Flussgeschwindigkeit von 300 nl/min bei 60 °C fiir 2 h mit einem Gradienten von 4 — 40 % Losung B
(0,1 % (v/v) Methansiure, 84 % (v/v) Acetonitril in Wasser) und Losung A (0,1 % (v/v) Methansdure
in Wasser) getrennt.

Bei der Trennung war der Fliissigkeitschromatograph an ein Massenspektrometer iiber eine Nano-
Elektrospray-lonisationsquelle (HCTplus, Bruker Daltonics) gekoppelt. Fiir die Analyse der Proteine
wurden dabei zwei verschiedene Quadrupol-lonenfallen-Massenspektrometer (Q Exactive, Thermo

Fisher; Orbitrap Elite, Thermo Fisher) eingesetzt.

3.11.4 Proteinidentifikation und Datenanalyse

Die Identifikation der Proteine aus den Daten der Massenspektrometrieanalyse wurde in
Zusammenarbeit mit Dr. Gereon Poschmann (Molecular Proteomics Laboratory (MPL), Diisseldorf)
und Dr. Sebastian Temme (Institut fiir molekulare Kardiologie, Diisseldorf) mithilfe des MaxQuant
framework (Version 1.5.3.8) durchgefiihrt.

Die identifizierten Peptidspektren wurden gegen die Proteomdatenbanken von UniProtKB
abgeglichen, wobei die Sensitivitdt und Spezifitit jeweils 99 % betrug, d. h. die Wahrscheinlichkeit
von falsch-positiven bzw. falsch-negativen Proteinen lag bei 1 %. Um die Spezifitit weiter zu
erhohen, wurden in der Analytik nur Proteine akzeptiert, die durch mindestens zwei unterschiedliche
Peptide identifiziert wurden. Zudem wurden mogliche Modifikationen der Peptide (Acetylierung des
N-Terminus, Oxidationen von Methionin und Carbamidomethylierungen) in die Analytik mit
einbezogen.

Die Option fiir markierungsfreie Quantifizierung wurde aktiviert und als Voraussetzung hierfiir
mindestens zwei mogliche Peptidintensitéitsverhiltnisse gewihlt, wobei im Verlauf der Prozessierung
nochmal eine Requantifizierung erfolgte. Durch Aktivierung der entsprechenden Option bestand
auBerdem die Moglichkeit, Identifizierungsinformationen durch den Abgleich der m/z und
Retentionszeitdaten von einem Lauf auf einen anderen zu iibertragen.

Um eine Kontamination mit zytosolischen Proteinen auszuschlieBen, wurden ausschlieflich Proteine
mit Transmembrandomédne (TMHMM Server v. 2.0 [311]), Signalpeptid (SignalP 4.1 server [312])

oder GPI-Anker (PredGPI [313]) einbezogen.
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Weiterhin wurden nur Proteine beriicksichtigt, welche in wenigstens zwei unabhéngigen biologischen
Proben identifiziert wurden. Fiir den Vergleich der Proteine zwischen Ratten und Menschen wurden
die orthologen Ratten-Proteine in den humanen Proben iiber die Ensembl Biomart Datenbank
(Ensembl database Release 83) identifiziert. Weiterhin wurde eine funktionelle Anreicherung der
Daten mithilfe von Cytoscape plugin ClueGO (Version 2.2.4) durchgefiihrt.

Zwischen Ratten und Menschen iiberlappende Proteine wurden unter Beriicksichtigung von GO
processes (Version 23.05.2012), KEGG (Version 24.05.2012) und REACTOME (Version 11.07.2012)
analysiert. Dabei wurden 160 Gengruppen erstellt (Signifikanz bei P<0,005), welche anschlieend
manuell in acht Kategorien eingeteilt wurden. Fiir die grafische Darstellung wurde die Software

Projekt R verwendet.

3.12 Immortalisierung von hSC

Um hSC zu immortalisieren, wurden lentivirale Vektoren verwendet, welche in hSC fiir zyklin-

abhingige Kinase 4 (CDK4) oder humane Telomerase reverse Transkriptase (WTERT) kodieren.

3.12.1 Plasmidamplifikation und -isolierung

Die fiir die Immortalisierung benétigten Helferplasmide pMD2.G und psPAX?2 sowie die CDK4 bzw.
hTERT-tragenden Plasmide pLenti-GIII-CMV-GFP-2A-Puro-CDK4 und pBABE-hygro-hTERT
(s. Kapitel 2.8.3) wurden zunichst in E.coli amplifiziert. Dazu wurden bei -80 °C gelagerte
kompetente XL1blue Zellen (s. Kapitel 2.8.2) auf Eis aufgetaut, mit 0,5 pg Plasmid-DNA
(s. Kapitel 2.8.3) versetzt und fiir 5 min auf Eis inkubiert. Durch einen Hitzeschock bei 42 °C fiir
2 min wurde die Zellmembran permeabilisiert. Im Anschluss wurden die Zellen fiir 5 min auf Eis
inkubiert. Es wurde 300 pl vorgewdarmtes LB-Medium zugegeben und die Zellen fiir 1 h bei 37 °C
inkubiert. Die Zellsuspension wurde auf einer Zellkulturplatte mit LB-Agar und dem entsprechenden

Antibiotikum zur Selektionierung ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

LB-Medium 11

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

5 g NaCl

Einstellung auf pH 7, ggf. Zugabe von 100 pg/ml Ampicilin oder 50 mg/ml Kanamycin

LB-Agar11l
11 LB-medium

15 g Agar
Autoklavierung des Mediums, ggf. Zugabe von 100 pg/ml Ampicilin oder 50 mg/ml Kanamycin
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Eine angewachsene Kolonie der ausplattierten Transformationslosung wurde gepickt, in 5 ml LB-
Medium mit Antibiotikum tiberfiihrt und fiir 6 h bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Diese Vorkultur
wurde in 100 ml LB-Medium iiberfiihrt und iiber Nacht bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Die
Suspension wurde bei 2.500 g fiir 15 min zentrifugiert und das Pellet bei -80 °C eingefroren. Fiir die
Isolierung der Plasmide aus den Zellen wurde das NucleoBond Xtra midi EF-Kit (Macherey-Nagel,

Diiren, Deutschland) gemif der Anleitung verwendet.

3.12.2 Analyse der Plasmide

Die Analyse der Plasmide erfolgte mittels analytischer Agarosegelelektrophorese. Dazu wurden die
Plasmide zunichst mittels Restriktionsverdau linearisiert, da sich aufgrund ihrer nativen coiled coil-
Struktur eine Wanderungsgeschwindigkeit im Gel ergibt, welche nicht relativ zu ihrer eigentlichen
GroBe ist. Fiir die Linearisierung werden Restriktionsendonukleasen (RE) verwendet, welche in der
Lage sind, DNA an spezifischen Erkennungssequenzen zu schneiden. Dabei konnen die 3‘- und 5°-
Enden des DNA-Doppelstranges entweder an der gleichen Stelle (blunt-ends) oder versetzt mit
Uberhang (sticky-ends) geschnitten werden. Die RE konnen genutzt werden, um DNA in Plasmide zu
klonieren, aus diesen herauszuschneiden oder Plasmide fiir eine analytische Agarose-
Gelelektrophorese zu linearisieren. Fiir Letzteres wird dabei eine RE verwendet, welche an nur einer
Stelle das Plasmid schneidet. Dabei besteht jedoch die Gefahr einer Religation.

Fiir ein analytisches Agarosegel wurden in einem Restriktionsverdau 1 pug Plasmid-DNA mit 1 pl

Restriktionsenzym und 5 ul Restriktionspuffer gemischt und auf 50 pl mit ddH,O aufgefiillt.

Tabelle 14: Verwendete Restriktionsansitze

Plasmid Restriktionsendonuklease Restriktionspuffer
pBABE-Hygro-hTERT EcoRI/ Xagl EcoRI-Puffer
pLenti-GIII-CMV-GFP-2A-Puro-CDK4 EcoRV oder EcoNI Puffer R 10x
pMD2.G HindIII Puffer R 10x
psPAX2 EcoRV Puffer R 10x

Der Ansatz wurde fiir zwei Stunden bei 37 °C inkubiert und im Anschluss bei -80 °C gelagert. Fiir die
Analyse der fiir die Immortalisierung zu verwendenden Plasmide wurden 10 pl des
Restriktionsansatzes (s. Tabelle 14) mit 2 ul Orange DNA Loading Dye (6X) gemischt und auf ein
0,7 % Agarosegel mit Ethidiumbromid aufgetragen. Ethidiumbromid ist eine in DNA interkalierende
Substanz und kann unter UV-Licht detektiert werden, weshalb es zur Markierung der DNA im
Agarosegel dient.

Als Molekulargewichtsmarker wurden 7,5 ul Gene Ruler 1 kb DNA-Ladder aufgetragen und das Gel
in der Gelkammer mini SubCell GT (Bio-Rad) fiir 90 Minuten mit 50 V laufen gelassen.
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Dabei erfolgte eine Trennung der Proteine, da die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA
antiproportional zu ihrer GroBe ist und somit kleinere DNA-Sequenzen eine hohere
Wanderungsgeschwindigkeit aufweisen. Eine Analyse erfolgte iiber das interkalierte Ethidiumbromid

mittels UV-Licht am FUSION-FX7 SPECTRA (Vilber).

11 50-fach Tris-Acetat-EDTA-Elektrophoresepuffer (TAE)
242 g Tris

57,1 ml Essigséure

100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 (1 M =372,24 g/)

Auffiillung mit ddH,O auf 1 1, Einstellung auf pH 8,3

0.7 % Agarosegel (80 ml)

0,56 g Agarose

80 ml TAE-Puffer

Aufkochen in der Mikrowelle, Zugabe von 3 ul Ethidiumbromid

3.12.3 Herstellung von Lentiviren

Die Herstellung von Lentiviren fiir die Immortalisierung von hSC erfolgt durch Transfektion von
HEK?293FT-Zellen mit den Zielplasmiden (pBABE-hygro-hTERT oder pLenti-GIII-CMV-GFP-2A-
Puro-CDK4 (s. Kapitel 2.8.3)) zusammen mit den Helferplasmiden psPAX2 und pMD2.G. Dabei
besitzen die Helferplasmide die Virusgene gag, pol und env, welche fiir die Matrix-, Kapsid- und
Nukleokapsidproteine kodieren. In Kombination mit den Zielplasmiden konnen sich so Lentiviren mit
den gewiinschten Plasmiden ausbilden, welche in den Zellkulturiiberstand entlassen werden.
Kryokonservierte HEK293FT-Zellen wurden aus fliissigem Stickstoff entnommen, kurz angetaut und
in 3 ml HEK-Kulturmedium iiberfithrt. Weitere 5 ml Medium wurden zugegeben und die Zellen
anschliefend fiir 5 min bei 500 g zentrifugiert. Die Zellen wurden mit neuem Medium resuspendiert
und in eine 275 cm” Zellkulturflasche iiberfiihrt.

Ein Mediumwechsel wurde am Folgetag durchgefiihrt, danach alle 48 bis 72 h. Bei 90 % Konfluenz
wurden jeweils 4x10° Zellen in 10 cm Zellkulturschalen ausgesit. Fiir jede Zellkulturschale wurden
jeweils die beiden Hilfsvektoren 5 pg psPAX2 und 3 ug pMD2.G mit entweder 10 ug pBABE-hygro-
hTERT oder 10 pg pLenti-GIII-CMV-GFP-2A-Puro-CDK4 (s. Kapitel 2.8.3) vermischt und die
Losung mit Opti-MEM auf 1 ml aufgefiillt. Gleichzeitig wurden pro Zellkulturschale 45 pl PEI
(1 mg/ml) mit 955 ul Opti-MEM gemischt. Beide Losungen wurden kombiniert und 30 min bei RT
inkubiert. Von den kultivierten HEK293FT-Zellen wurde das Medium entfernt und 4 ml Opti-
MEM+15 % FCS zugegeben. Anschlieend wurden 2 ml der Plasmid/PEI-Losung zugegeben. Nach
12 h wurde das Medium abgenommen und 10 ml IMDM-Medium zugegeben.
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Mit einer Einwegspritze wurden 48 h nach der Transfektion der lentivirale Uberstand abgenommen
und die Zellen verworfen. Der Uberstand wurde durch einen 0,45 um Sterilfilter in ein Kryoréhrchen

tiberfiithrt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren.

HEK-Kulturmedium

DMEM

10 % FCS

1 % MEM

2 mM Glutamax

3.12.4 Lentivirale Transduktion von hSC und Antibiotikaselektion

Die Immortalisierung von hSC mit hTERT oder CDK4 wurde mittels lentiviraler Transfektion
durchgefiihrt. Dazu wurden hSC in 10 cm Zellkulturschalen kultiviert und auf 80 % Konfluenz
wachsen gelassen. Das Medium wurde abgenommen und 4 ml Medium mit 30 % FCS und 16 ng/ml
Polybrene sowie 4 ml des bei der Transfektion von HEK293FT-Zellen gewonnenen lentiviralen
Zellkulturiiberstands (s. Kapitel 3.22.3) auf die Zellen gegeben. Fiir die Doppeltransfektion mit
hTERT und CDK4 wurden jeweils 2 ml des lentiviralen Zellkulturiiberstands von hTERT-
transfizierten HEK293FT-Zellen und CDK4-transfizierten HEK293FT-Zellen verwendet. Die Zellen
wurden fiir 48 h Stunden bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Das Medium wurde abgenommen und
hSC-Medium auf die Zellen gegeben. Nach 48 h wurde das Medium gegen frisches Medium
ausgetauscht und eine Antibiotikaselektionierung mit 0,8 pg/ml Puromycin oder 17,5 ug/ml
Hygromycin durchgefiihrt.

Die hierfiir eingesetzten Konzentrationen wurden in einem separaten Versuch ermittelt, bei welchem
hSC mit steigender Antibiotikakonzentration inkubiert und die niedrigste Antibiotikakonzentration,
bei welcher alle Zellen im well abstarben, fiir die Antibiotikaselektionierung der immortalisierten hSC
verwendet wurde.

Das Medium wurde iiber einen Zeitraum von 14 Tagen alle zwei bis drei Tage erneuert. Fiir die
Doppeltransfektion wurde abwechselnd jeweils mit 0,8 pg/ml Puromycin oder 17,5 pug/ml
Hygromycin in hSC-Medium inkubiert. AnschlieBend wurden {iberlebende Zellen mit hSC-Medium

ohne Antibiotikum expandiert und mittels mRNA-Analyse und Durchflusszytometrie analysiert.
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4 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war die Isolierung, Kultivierung und Charakterisierung von stromalen
Zellen (hSC) aus menschlichen Vorhofen aus Biopsiematerial bei herzchirurgischen

Eingriffen.

Um hSC aus humanen atrialen Biopsien charakterisieren zu konnen, musste zunichst ein
robustes Protokoll fiir die zuverldssige Isolierung und Kultivierung etabliert werden.
Weiterhin wurde analysiert, ob sich Zellen - isoliert aus dem Myokard und Epikard derselben
Biopsie - voneinander unterscheiden (Kapitel 4.1.1 - 4.1.2).

Weiterhin wurde untersucht, ob die hSC iiber einen Zeitraum von mehreren Wochen in Kultur
thre Stamm- bzw. Progenitorzelleigenschaften beibehalten und inwiefern sich die isolierten
hSC von anderen kardialen Zelltypen abgrenzen lassen (Kapitel 4.1.3).

Fiir die Charakterisierung der hSC wurden diese hinsichtlich der Expression verschiedener
Zellmarker auf mRNA- und Proteinebene im Vergleich zu hMSC analysiert (Kapitel 4.2.2).
Ebenfalls wurde die Fihigkeit zur Endozytose von hSC untersucht (Kapitel 4.2.1).

Weiterhin wurde das basale Sekretom analysiert und detektiert, wie sich dieses nach
Stimulation mit spezifischen A;s/A;p-Agonisten verdndert (Kapitel 4.2.3 - 4.2.4).

Zusitzlich wurde eine Oberfldchenproteomanalyse der hSC durchgefiihrt (Kapitel 4.2.5).

Als letzter Punkt wurde untersucht, ob aus hSC mittels lentiviraler Transfektion eine

immortalisierte Zelllinie hergestellt werden kann (Kapitel 4.2.6 — Kapitel 4.2.7).

4.1 Gewinnung und Charakterisierung von hSC aus atrialen Biopsien

Wihrend EPDC aus dem Ventrikel von Ratten nach Ischdmie und Reperfusion (I/R)
vergleichsweise gut beschrieben sind [7, 19], wurden EPDC aus humanen Herzen (hEPDC)
bisher kaum charakterisiert. Ein Grund hierfiir ist, dass humane Biopsie-Proben aus den
Ventrikeln von infarzierten Herzen praktisch nicht verfiigbar sind. Da sich hEPDC wéhrend
der embryonalen Herzentwicklung auch im Bereich der Vorhofe ansiedeln, wurde daher
untersucht, ob sich hEPDC alternativ aus atrialen Biopsien von Patienten, welche im Rahmen
von Bypassoperationen, Herzklappenoperationen oder Herztransplantationen gewonnen

wurden, isolieren lassen.
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4.1.1 Isolierung und Kultivierung von hSC

Zunichst musste ein Protokoll etabliert werden, um die in der Biopsie enthaltenen hSC zu
isolieren und in vitro zu kultivieren (s. Kapitel 3.2). Als Grundlage dienten dazu etablierte
Protokolle zur Isolierung von Ratten-EPDC (rEPDC) [146] sowie zur Isolierung von humanen

stromalen Zellen und Stammzellen aus Biopsiegewebe [155, 314].

Abb. 4.1: Bild einer humanen atrialen Biopsie

Fiir die Isolierung der Zellen wurden Biopsien humaner Vorhofe von der Klinik fiir Kardiovaskulidre Chirurgie
Diisseldorf erhalten. Dabei wurden das Fett (schwarze Pfeilspitze) mit einem Skalpell abgetrennt, Epikard
(weile Pfeile) und Myokard (schwarzer Pfeil) getrennt voneinander bearbeitet und die Zellen in
Zellkulturflaschen kultiviert.

Die erhaltenen Biopsien wurden nach Entnahme wie in Abbildung 4.1 optisch in Fettgewebe,
Epikard und Myokard unterteilt. Das weiche, gelbe Fettgewebe am Randbereich der Biopsie
wurde mit einem Skalpell mechanisch separiert (schwarze Linie). Anhand der Schnittkante
der Biopsie wurde das verbleibende Gewebe in Epikard (aulen) und Myokard (innen) mit
einem Skalpell getrennt (weifle Linien).

Myokard und Epikard wurden separat in Kollagenase-Losung verdaut und die entstandene
Zellsuspension gefiltert und zentrifugiert. Die Zellen wurden in Kulturmedium resuspendiert
und in Zellkulturflaschen {iiberfiihrt. Das detaillierte Protokoll ist in Abschnitt 2.2 dieser
Arbeit beschrieben.
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Die angewachsenen Zellen wurden zunichst als humane stromale Zellen (hSC) bezeichnet, da
im Rahmen dieser Arbeit schrittweise untersucht werden musste, ob es sich hierbei tatsdchlich

um hEPDC handelt.

Abb. 4.2: Durchlichtmikroskopische Aufnahme von Kkultivierten hSC aus atrialem Myokard (A) und
Epikard (B)

Zu sehen sind die aus humanen Vorhofbiopsien kultivierten hSC aus Myokard (A) und Epikard (B) 2 Wochen
nach der Isolierung. Beide Fraktionen zeigen eine heterogene Population mit mesenchymalem, spindelférmigen
Phénotyp sowie Myofibroblast dhnlichen Zellen (schwarze Pfeile).

In Abbildung 4.2 sind die aus atrialem Myokard (A) und Epikard (B) isolierten Zellen nach
2 Wochen in Kultur abgebildet. Der Grofiteil dieser Zellen zeigt einen typischen
mesenchymalen Phinotyp mit ldnglich-spindelformiger Zellstruktur, jedoch waren auch
Zellen mit grolerem Zellumfang (schwarze Pfeile) zu sehen, welche eher an Myofibroblasten
erinnern. Dabei war kein Unterschied zwischen hSC aus atrialem Myokard und Epikard in

Bezug auf den Phinotyp zu erkennen.

4.1.2 Basale Charakterisierung stromaler Vorhofzellen

Die isolierten und kultivierten hSC (aus Myokard und Epikard) wurden mittels
Durchflusszytometrie hinsichtlich folgender Oberflichenmarker untersucht, die in der
Literatur [147, 315] fiir die Charakterisierung mesenchymaler Stamm- bzw. Progenitorzellen
eingesetzt wurden: CD73 und CD90 als mesenchymale Stamm- bzw. Progenitorzellmarker,

die Stammzellmarker CD105, CD44 und c-Kit sowie als Kontrolle der Endothelmarker CD31.
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Abb. 4.3: Vergleich der untersuchten Oberflichenmarker von hSC aus Myokard und Epikard mittels
Durchflusszytometrie

Unter (A) ist die statistische Analyse der Oberflachenmarker von hSC aus Myokard (graue Balken) und Epikard
(schwarze Balken) abgebildet. Dargestellt sind die Mittelwerte+SD (n = 3). Darunter (B) sind exemplarisch
repréasentative Histogramme der durchflusszytometrischen Analysen von epikardialen hSC gezeigt, welche den
Histogrammen der myokardialen hSC stark dhneln. Graues Histogramm = Kontrolle ohne Primédrantikorper,
griines Histogramm = Oberflichenmarker-Expression.

In Abbildung 4.3 (A) ist die Expression der untersuchten Oberflichenmarkerproteine als
Vergleich zwischen hSC aus Myokard und Epikard dargestellt. Es zeigt sich, dass die hSC aus
Myokard und Epikard sich in ihrem Expressionsverhalten in Bezug auf die untersuchten
Marker nicht signifikant unterscheiden (P > 0,05). Beide hSC-Fraktionen weisen einen hohen

Anteil positiver Zellen fiir CD73 und CD90 auf (> 90 %).
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Der Stammzellmarker c-Kit wird bei deutlich weniger Zellen exprimiert (~ 20 %). In sehr
wenigen Zellen sind die Stammzellmarker CD105 und CD44 sowie der Endothelmarker

CD31 auf der Oberfliche nachweisbar (< 10 %).

Weiterhin wurde fiir die Charakterisierung der hSC RNA von fiir zwei bis drei Wochen
kultivierten hSC aus Myokard und Epikard isoliert, mittels reverser Transkription in cDNA
umgeschrieben und iiber qPCR analysiert. Hierbei wurde ein Fokus auf die Analyse von aus
der Literatur bekannten epikardialen Markern sowie frithen und spiten kardialen Marker

gelegt [316, 317]).
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Abb. 4.4: Vergleichende quantitative Analyse der mRNA-Expression verschiedener Markergene in hSC
aus Myokard und Epikard

Die mRNA von kultivierten hSC aus Myokard (graue Balken) und Epikard (schwarze Balken) humaner atrialer
Biopsien wurde isoliert und mittels qRT-PCR quantifiziert. Abgebildet ist die statistische Analyse der
Expression der epikardialen Marker WT1 und Tbx18, die Stamm- bzw. Progenitorzellmarker c-Kit und Tbx5,
der frithe kardiale Marker GATAA4, der spite kardiale Marker cTnt sowie der EMT-Marker a-SMA und der
Epithelmarker CD31 von hSC aus Myokard und Epikard. Die Expressionsmengen sind auf das Referenzgen
beta-Actin normiert. Dargestellt sind MittelwertexSD, jeweils n = 3.

Wie in Abbildung 4.4 zu sehen ist, unterscheiden sich die Zellen aus Myokard und Epikard in
den untersuchten Genen nicht signifikant voneinander (P > 0,05). So exprimieren sie in
gleicher Weise die epikardialen Marker WT1 und Tbx18 sowie den Stammzellmarker c-Kit in

geringem Umfang.

64



Uberraschenderweise werden die friihen kardialen Marker GATA4 und Tbx5 in hohem MaBe
exprimiert, wiahrend der spite kardiale Marker cTnt kaum detektiert werden konnte. Hingegen
stark exprimiert wird a-SMA, ein Marker fiir EMT. Des Weiteren kann eine Expression des

Endothelmarkers CD31 festgestellt werden.
Als weitere Untersuchung wurden die fiir zwei bis drei Wochen kultivierten hSC aus

Myokard und Epikard mittels Immunfluoreszenz auf die Expression von Zellmarkern auf

Proteinebene hin analysiert.
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Abb. 4.5: Vergleich der Expression verschiedener Markerproteine von hSC aus Myokard und Epikard
mittels Inmunfluoreszenzanalyse in vitro

Die statistische Analyse der Markerproteine von hSC aus Myokard (graue Balken) und Epikard (schwarze
Balken) in A dargestellt. Ausgewertet wurden Zellen von jeweils 5 mikroskopischen Aufnahmen mit insgesamt
mindestens 200 Zellen pro Marker. Dargestellt sind Mittelwerte£SD, jeweils n = 3. Weiterhin sind repridsentative
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von epikardialen hSC dargestellt. Analysiert wurden die epikardialen
Marker WT1 (B) und Tbx18 (F), die frithen kardialen Marker GATA4 (C) und Tbx5 (D), der spite kardiale
Marker cTnt (E), der EMT-Marker a-SMA (G) sowie der Epithelmarker CD31 (H). Rot: analysiertes Protein,
blau: DAPI. Skala: 100 um.
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Wie in der Abbildung 4.5 A ersichtlich, zeigt die zusammengefasste statistische Analyse, dass
sich hSC aus Myokard und Epikard beziiglich der Expression der untersuchten
Markerproteine nicht signifikant voneinander (P > 0,05) unterscheiden. In beiden
Zellpopulationen konnen die epikardialen Marker WT1 und Tbx18 in fast allen Zellen
detektiert werden. Auch die Expression der frithen kardialen Zellmarker Tbx5 und GATA4
konnen in beinahe allen Zellen beider Zellpopulationen gefunden werden.

Der spite kardiale Marker Tnnt wird hingegen nur bei einigen wenigen Zellen mit schwacher
Expression detektiert. Ebenfalls kann bei nur wenigen Zellen die Expression des
Endothelmarker CD31 nachgewiesen werden. Interessanterweise zeigt nur ein Teil der hSC

(~ 40 %) die Expression des EMT-Marker a-SMA.

Die in Abbildung 4.5 B-H gezeigten reprasentativen Aufnahmen epikardialer hSC, welche
sich nicht von Aufnahmen myokardialer hSC unterschieden, zeigen die starke Expression
sowohl von epikardialen Markern wie WT1 (B) und Tbx18 (F) als auch von kardialen
Markern wie GATA4 (C) und Tbx5 (D) in mehr als 90 % der Zellen. Dabei zeigen sowohl
WTI1 und Tbx18 als auch GATA4 eine Kernlokalisation, wohingegen Tbx5 sowohl eine
Kern- als auch eine zytosolische Lokalisation aufweist. Wihrend der EMT-Marker
a-SMA (G) in manchen Zellen exprimiert wird, zeigen der Endothelmarker CD31 (H) und
der spite kardiale Marker cTnt (E) keine Expression.

Da die untersuchten hSC aus dem Myokard keine Unterschiede zu den hSC aus dem Epikard
in Bezug auf ihr analysiertes Expressionsmuster zeigten, wurde untersucht, ob die hSC
homogen im atrialen Gewebe verteilt sind oder sich vorzugsweise im Epikard befinden. Fiir
die Untersuchung der Lokalisation wurden Kryoschnitte von Biopsien angefertigt und mit
Antikorpern gegen cTnt fiir die Detektion von Kardiomyozyten angefirbt sowie mit dem
epikardialen Stammzellmarker WTI1, welcher als EPDC-Marker dient, farbig markiert
(s. Kapitel 3.5.1).
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Abb. 4.6: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines Kryoschnittpriparates einer humanen
Vorhofbiopsie

Kryoschnittpréparate (8§ um) einer humanen Vorhofbiopsie wurden mit Antikdrpern gegen kardiales Troponin T
(cTnt, rot) und WT1 (griin) sowie mit DAPI (blau) gefirbt. Einzelne WT1*-Zellen konnen dabei im Myokard der
Biopsie identifiziert werden (weiller Pfeil).

Wie die Abbildung 4.6 zeigt, konnen mithilfe der Antikorperfarbung der Zellkerne mit WT1
einzelne WT1"-Zellen im Gewebe identifiziert werden; dabei fanden sich jedoch nur wenige
WT1"-Zellen. Die Abgrenzung von Myokard, welches cTnt-positive Kardiomyozyten enthiilt,
mit dem auBenliegenden Epikard zeigt die Lokalisation einzelner WT1"-Zellen innerhalb des
Myokards. Die Quantifizierung der WT1"-Zellen der Kryoschnitte ergab 3500 positive Zellen

pro cm” atriales Biopsiegewebe.
Zusammengefasst kann man festhalten, dass WT1"-Zellen, welche sowohl Stammzell- als

auch kardiale Marker exprimieren, erfolgreich aus Epikard und Myokard von humanen

Biopsien isoliert und kultiviert werden konnten.

68



4.1.3 Weitergehende Charakterisierung von hSC aus gesamtatrialem
Gewebe mit optimiertem Protokoll

Die Ergebnisse der basalen Charakterisierung der kultivierten hSC aus Epikard und Myokard
legen nahe, dass es sich bei den isolierten Zellen tatsdchlich um hEPDC handelt und dass
diese Zellen nicht vorzugsweise im Epikard lokalisiert sind. Da keine signifikanten
Unterschiede zwischen kultivierten hSC aus Myokard und Epikard detektiert werden konnten,
wurden fiir die folgende weitergehende Charakterisierung hSC aus der gesamten atrialen
Biopsie isoliert.

Da die Ausbeute von hSC aus humanen atrialen Biopsien trotz der Verwendung der gesamten
Biopsie gering war, wurde eine fiir die unterschiedlichen Charakterisierungsmethoden
ausreichende Zellzahl erst nach mehreren Wochen in Kultur erreicht. Um eine spontane
Differenzierung in vitro zu verhindern, wurden die Zellen in Anwesenheit von bFGF im
Kulturmedium kultiviert. Da die hSC in vitro bei einer geringen Konfluenz nur eine geringe
Proliferation zeigten, wurden die Zellen zunichst in 25 cm?-Flaschen bis zu einer Konfluenz
von 80-90 % kultiviert. Nach ein bis zwei Wochen konnten die angewachsenen Zellen in
groBere Zellkulturflaschen tiberfiihrt und nach zusétzlichen ein bis zwei Wochen fiir Analysen
verwendet werden.

Fiir die weitere Charakterisierung der nach dem verbesserten Protokoll isolierten hSC sollten
Zellen in einem Kultivierungszeitraum von bis zu sieben Wochen bzw. Passagen 3-6
verwendet werden. Dafiir musste der Nachweis erbracht werden, dass sich die hSC iiber
diesen Zeitraum in ihren Stamm- bzw. Progenitorzelleigenschaften nicht signifikant

verandern.

Zunichst wurde die Ausbeute von hSC aus der gesamten atrialen Biopsie ermittelt. Da die
initiale Zellzahl gering war, wurde die Menge an kultivierten Zellen nach sechs Tagen erfasst
und ihre initiale Anzahl mithilfe der Wachstumsgeschwindigkeit extrapoliert. Die Ermittlung
der Wachstumsgeschwindigkeit wurde wie in Kapitel 3.3.1 dieser Arbeit beschrieben

durchgefiihrt.
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Abb. 4.7: Isolierung und Kultivierung von hSC aus gesamten atrialen Herzbiopsien

Dargestellt ist die Anzahl der aus den gesamten atrialen Herzbiopsien isolierten hSC pro mg Biopsiegewebe
nach sechs Tagen in Kultur (A). Gezeigt ist der Mittelwert+SD (n = 5). Die durchlichtmikroskopische Aufnahme
der isolierten hSC aus den gesamten atrialen Biopsien zeigt den mesenchymalen Phinotyp der hSC (B). Im
Diagramm (C) ist die Wachstumskinetik von hSC in Kultur abgebildet. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert+SD
(n=3).

Wie in Abbildung 4.7 A zu sehen ist, konnten aus 1 mg humanen Gewebes durch eine
sechstigige Kultur der isolierten Zellen insgesamt 1006+904 (n =5) erhalten werden. Nach
insgesamt zwei bis drei Wochen in Kultur besaBlen sie eine Konfluenz von bis zu 90 %
(s. Abb. 4.7 B) und konnten fiir Analysen verwendet werden.
Die Wachstumsanalyse von kultivierten hSC, welche zu Beginn dieses Versuchs bereits zwei
Wochen in Kultur gewachsen waren, ergab eine Verdopplungszeit von 47,12+6,04 Stunden
(n=3).
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Aus Verdopplungszeit und der Analyse der Ausbeute sechs Tage nach Kultivierung
errechnete sich eine mittlere initiale Anzahl an hSC von 251 Zellen pro mg Biopsie. Die
Verdopplungszeit der Zellen verringerte sich nach 10-12 Wochen in Kultur so stark, dass die

Proliferation vollig zum Erliegen kam.

Im nichsten Schritt wurde untersucht, ob hSC iiber einen Zeitraum von mehreren Wochen in
Kultur ihre Stamm- bzw. Progenitorzelleigenschaften behalten. Dazu wurden in hSC aus
verschiedenen Biopsien mittels Durchflusszytometrie und mRNA-Analyse die Expression

von wichtigen Zellmarkern analysiert.
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Abb. 4.8: Analyse von epikardialen und Stamm- bzw. Progenitorzellmarkern bei hSC in Zellkultur
Dargestellt ist die durchflusszytometrische Analyse der Expression verschiedener Zellmarker in hSC nach drei
Wochen (weile Balken), vier Wochen (hellgraue Balken), fiinf Wochen (dunkelgraue Balken) und sieben
Wochen (schwarze Balken) in Kultur. Dargestellt sind die Mittelwerte+SD, n = 3.

Fiir den Nachweis der Expression von Stamm- bzw. Progenitorzellmarkern wurden hSC drei,
vier, fiinf und sieben Wochen nach Beginn der Kultivierung mittels durchflusszytometrischer
Analyse untersucht. Wie Abbildung 4.8 zeigt, ist der epikardiale Marker WT1 bei 70-80 %
der Zellen zu allen untersuchten Zeitpunkten nachweisbar. Ebenso zeigt ein Grofteil der hSC

eine Expression von CD73 und CDI13. Der Anteil an positiven Zellen bleibt iiber den

untersuchten Zeitraum konstant, sowohl fiir CD73 als auch fiir CD13.
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Die Expression von CD90 ist deutlich heterogener bei hSC und der Anteil an positiven Zellen
nimmt tendenziell nach drei Wochen in Kultur leicht ab, bleibt danach jedoch konstant.
Insgesamt unterscheiden sich die untersuchten Marker der hSC nach drei Wochen und sieben

Wochen in Kultur nicht signifikant (P > 0,05) voneinander.

Zusitzlich zu der Analyse mittels Durchflusszytometrie wurde die mRNA-Expression
verschiedener Markergene iiber die Zeit untersucht. Dazu wurden Zellen nach drei, vier und

sechs Wochen in Kultur gewonnen, die mRNA isoliert und mit qRT-PCR analysiert.
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Abb. 4.9: Quantitative Analyse der mRNA-Expression verschiedener Zellmarkergene in hSC

Dargestellt ist die Expression verschiedener Markergene von hSC nach drei Wochen (weille Balken),
vier Wochen (graue Balken) und sechs Wochen (schwarze Balken) in Kultur. Es wurde die mRNA-Expression
typischer epikardialer Marker (WT1, Tbx18), des Stammzellmarkers c-Kit, des frithen kardialen Markers
GATAA4, des spiten kardialen Markers cTnt, des EMT-Markers a-SMA und des Epithelmarker CD31 per qRT-
PCR analysiert. Die Expressionsmengen sind auf das Referenzgen beta-Actin normiert. Dargestellt sind
Mittelwerte+SD, jeweils n = 3.

Wie in Abbildung 4.9 zu sehen ist, nimmt die mRNA-Expression des epikardialen Markers
WT1 tendenziell zu, wohingegen die Expression des frithen kardialen Marker Tbx18 eher
unverindert bleibt. Uber den gesamten Untersuchungszeitraum nimmt die Expression von

c-Kit und cTnt ab, ohne das Signifikanzniveau zu erreichen (P > 0,05).
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Nicht signifikant dndert sich ebenfalls der frithe kardiale Marker GATA4, der EMT-Marker
o-SMA und der Endothelmarker CD31 (P > 0,05).

Ein weiterer wichtiger Aspekt fiir die Bezeichnung der isolierten hSC aus humanen Biopsien
als hEPDC war die Abgrenzung von anderen im Herz vorkommenden Zellarten wie z. B.
Epithelzellen, Fibroblasten und glatten Muskelzellen. Ebenso wurden die isolierten Zellen mit
den bereits charakterisierten EPDC aus infarzierten Rattenherzen (rEPDC) verglichen.

Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse der hSC und rEPDC mit Markern fiir
glatte Muskulatur (VE-Cadherin), Endothelzellen (CD31) und Fibroblasten (Vimentin) sind in
Abb. 4.10 dargestellt.

Als Positivkontrollen wurden die Markerexpressionen bei glatten Muskelzellen aus der
Rattenaorta (rSM) von VE-Cadherin, Endothelzellen aus der Rattenlunge (RLE) von CD31

und Zellen der Fibroblastenzelllinie RAT2 von Vimentin analysiert.
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Abb. 4.10: Vergleich der Expression zelltypspezifischer Oberflichenmarkern auf hSC und Ratten-EPDC
mittels Durchflusszytometrie

Dargestellt sind repréisentative Histogramme der Durchflusszytometrie-Analyse von hSC (B, E, H), rEPDC (C,
F, I), Zellen der glatten Muskulatur aus einer Rattenaorta (rSM-Zellen) (A), Endothelzellen aus der Rattenlunge
(RLE, D) und der Rattenfibroblasten-Zelllinie RAT2 (G). Verglichen wurde die Expression von VE-Cadherin
(A, B, C), CD31 (D, E, F) und Vimentin (G, H, I). Graues Histogramm = Kontrolle ohne Primérantikorper,
griines Histogramm = Fiarbung mit Primérantikorper.
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Aus der Darstellung der repridsentativen Histogramme der durchflusszytometrischen Analyse
ist die Expression von VE-Cadherin (A-C), CD31 (D-F) und Vimentin (G-I) bei
hSC (B, E, H) und rEPDC (C, F, I) sowie der Positivkontrollen rSM (A), RLE (D) und Rat2
(G) zu ersehen.

Beim Vergleich der Expression von VE-Cadherin (A-C) zeigt sich, dass hSC kein VE-
Cadherin ausbilden (B) und rEPDC nur wenig VE-Cadherin (C) besitzen, wihrend im
Vergleich die isolierten Zellen der glatten Muskulatur aus der Rattenaorta erwartungsgemal
positiv fiir VE-Cadherin sind (A). Der Endothelzellmarker CD31 wird von den
Rattenendothelzellen exprimiert (D), wohingegen sich bei den hSC (E) und rEPDC (F) kein
Unterschied zur Kontrolle ohne Primdrantikorper zeigt. Bei der Analyse des
Fibroblastenmarkers Vimentin weist die Fibroblastenzelllinie RAT2 eine deutliche
Expression auf (G). Wihrend bei den hSC keine Expression detektiert wird (H), ist diese bei
rEPDC schwach ausgeprigt (I).

Die hSC exprimieren, wie in Abb. 4.8 und Abb. 4.9 gezeigt, fiir mehrere Wochen in Kultur
Stamm- bzw. Progenitormarker. Um zu priifen, ob sich die hSC kryokonservieren lassen,
wurden diese bei -80 °C gemil der beschriebenen Methode in Kapitel 3.3.3 kryokonserviert.
Um zu kontrollieren, dass die hSC durch eine Kryokonservierung ihren Phinotyp nicht
verdndern, wurden hSC aufgetaut, wieder in Kultur genommen und mittels
Durchflusszytometrie und qPCR auf die Expression wichtiger Zellmarker hin untersucht. Die
hierbei erhaltenen Ergebnisse wurden mit der Analyse von hSC vor der Kryokonservierung

verglichen.
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Abb. 4.11: Vergleich der Expression verschiedener Marker in Kkryokonservierten und nicht-
kryokonservierten hSC mittels Durchflusszytometrie und RT-qPCR

Dargestellt ist die Expressionsanalyse verschiedener Zellmarker von kryokonservierten (schwarze Balken) und
nicht-kryokonservierten (graue Balken) hSC. Links ist dabei die durchflusszytometrische Analyse von WTI,
CD73 und CD90 bei nicht-kryokonservierten und kryokonservierten hSC zu sehen (A). Dargestellt sind
Mittelwerte+SD, jeweils n=3. Auf der rechten Seite ist die Analyse der mRNA-Expression von nicht-
kryokonservierten (graue Balken) und kryokonservierten (schwarze Balken) hSC mittels RT-qPCR zu sehen (B).

Die Expressionsmengen sind auf das Referenzgen beta-Actin normiert. Dargestellt sind Mittelwerte£SD, jeweils
n=3.

Wie aus den Daten in Abbildung 4.11 A hervorgeht, besteht zwischen nicht-
kryokonservierten und kryokonservierten hSC kein verdndertes Expressionsverhalten
(P > 0,05) beziiglich WT1, CD73 und CD90. Im Vergleich zeigt auch die mRNA-Expression
(s. Abb. 4.11 B) keine Unterschiede in den Expressionen des epikardialen Markers WT1, des
frithen kardialen Markers Tbx18 sowie des spiten kardialen Markers cTnt. Insgesamt lassen

sich keine signifikanten Unterschiede der gemessenen Parameter feststellen.

Insgesamt konnte in diesen Versuchen gezeigt werden, dass die als humane stromale Zellen
(hSC) bezeichneten isolierten WT1*-Zellen eine groBe Ahnlichkeit zu EPDC in Bezug auf die
Expression von in der Literatur beschriebenen Zellmarkern aufweisen [144, 146, 147].

Ebenfalls wurde nachgewiesen, dass sich die hSC ohne Anderung ihres Expressionsmusters
tiber mehrere Wochen kultivieren und kryokonservieren lassen. Ferner wurde gezeigt, dass

sich die hSC eindeutig von anderen kardialen Zelltypen tiber ihre Proteinmarkerexpression

unterscheiden lassen.
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4.1.4 Immortalisierung von hSC durch lentivirale Transfektion

Die begrenzte Proliferationsfdahigkeit der hSC (s. Kapitel 4.1.3), die durch unterschiedliche
Patienten verursachten Schwankungen in den Messungen und die begrenzte Verfiigbarkeit
von humanem Biopsiematerial veranlassten die Bestrebung, die hSC zu immortalisieren.

Hierfiir wurde eine lentivirale Transduktion mit einem Vektor kodierend fiir humane
Telomerase (hTERT, pBABE-Hygro-hTERT) bzw. einem Vektor kodierend fiir Cyclin-
abhidngige Kinase 4 (CDK4, pLenti-GIII-CMV-GFP-2A-Puro-CDK4) durchgefiihrt. Dabei

wurden zunéchst die Plasmide in Bakterien transformiert und amplifiziert.

pLenti

Marker EcoRV Xag pBABE psPAX2 pMD2.G

10000 bp

8000 bp

6000 bp

5000 bp

Abbildung 4.12: Kontrolle der restriktionsverdauten Plasmide mittels Agarose-Gelelektrophorese
Dargestellt ist die Analyse der Agarose-Gelelektrophorese der fiir die Immortalisierung verwendeten Plasmide
pLenti-GIII-CMV-GFP-2A-Puro-CDK4 (pLenti, 10,1 kb) und pBABE-Hygro-hTERT (pBABE, 8,7 kb) sowie
der Hilfsvektoren psPAX2 (10,7 kb) und pMD2.G (5,8 kb).

Abbildung 4.12 zeigt die Kontrolle der fiir die Immortalisierung der hSC verwendenden,
linearisierten Plasmide in der Agarose-Gelelektrophorese. In der Analyse weisen die Plasmide
die erwarteten Banden mit pPBABE bei 8,7 kb, pLenti bei 10,1 kb, psPAX2 bei 10,7 kb und
pMD2.G bei 5,8 kb auf. Fiir das Plasmid pLenti mit Linearisierung durch EcoNI zeigt sich
neben der Bande bei 10,1 kB keine weiteren Fragmente, weshalb eine teilweise Eliminierung
des Inserts ausgeschlossen werden kann.

Mit dem Restriktionsverdau des an zwei Stellen schneidenden Restriktionsenzyms EcoRYV ist
die Extraktion des Inserts aus dem Plasmid durch eine verringerte Grofe des Plasmids
gezeigt. Bei dem Restriktionsverdau von pBABE zeigt sich eine schwache Bande bei ca.

7,5 kB. Dies kann eine partielle Eliminierung des Inserts aus dem Plasmid bedeuten.
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Zur Virusherstellung wurden die aufgereinigten Plasmide fiir humane Telomerase (hTERT,
pBABE-Hygro-hTERT) bzw. fiir Cyclin-abhingige Kinase 4 (CDK4, pLenti-GIII-CMV-
GFP-2A-Puro-CDK4) einzeln oder beide in Kombination jeweils zusammen mit den
Hilfsvektoren pMD2.G und psPAX2, kodierend fiir die viralen Gene gag, pol und env
(Verpackungs- und Hiillproteine) in die Zelllinie HEK293FT transfiziert.

Mit dem lentiviralen Uberstand wurden anschlieBend hSC infiziert. Durch die auf dem
Plasmid befindlichen Resistenzgene fiir Hygromycin (pBABE) oder Puromycin (pLenti)
wurden infizierte hSC selektioniert. Bei der Doppelimmortalisierung mit beiden Plasmiden
wurde die Selektion abwechselnd mit jeweils entweder Hygromycin (17,5 pg/ml) oder
Puromycin (0,8 pg/ml) durchgefiihrt; es konnten jedoch am Ende der Selektionierung keine
hSC detektiert werden.

Uberlebende hSC der Einzelimmortalisierung (hSC-hTERT?, n = 3 bzw. hSC-CDK4", n=1)
wurden in Zellkultur vermehrt und auf die mRNA-Expression von hTERT und CDK4 sowie
auf die Expression von Stammzellmarkern hin untersucht. Dabei fand sich, dass die
iiberlebenden hSC-CDK4" nur ein geringes Wachstum aufwiesen und die Proliferation nach
wenigen Wochen vollig zum Erliegen kam.

Im Gegensatz dazu war bei der mit A”TERT immortalisierten Zellen trotz geringer Proliferation
nach Antibiotikaselektion ein konstantes Wachstum iiber mehr als 30 Wochen in Kultur zu

beobachten.

Abb. 4.13: Kultivierung von immortalisierten hSC-hTERT"
Gezeigt sind die durchlichtmikroskopischen Aufnahmen der mit ATERT immortalisierten hSC nach 32 (A)
Wochen und 33 (B) Wochen in Kultur.
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In Abbildung 4.13 sind die mit A”TERT immortalisierten hSC in Zellkultur dargestellt. Im
Gegensatz zu nativen hSC zeigten die immortalisierten Zellen auch nach 33 Wochen
weiterhin eine Proliferation in Zellkultur. Dabei blieb der spindelformige Phinotyp der Zellen

unveriandert erhalten.
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Abb. 4.14: Durchflusszytometrische Analyse der Expression verschiedener Zellmarker in
immortalisierten hSC

Gezeigt ist die statistische Analyse der Oberflichenmarker von hSC (graue Balken) und hSC-hTERT" (schwarze
Balken). Dargestellt sind Mittelwerte£SD, n = 3.

Abbildung 4.14 weist vergleichend die durchflusszytometrische Analyse von hSC (graue
Balken) und mit pBABE-Hygro-hTERT immortalisierten hSC (hSC-hTERT", schwarze
Balken) aus. Analysiert wurden die bereits fiir hSC etablierten mesenchymalen Marker CD73
und CD90, die Stamm- bzw. Progenitormarker CDI105, CD44 und c-Kit sowie der
Epithelmarker CD31.

Insgesamt findet sich fiir die untersuchten Marker ein gleiches Expressionsmuster zwischen
immortalisierten und nicht immortalisierten Zellen. Lediglich bei CD44 ist ein signifikanter

Unterschied (P < 0,05) zu verzeichnen.
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Abb. 4.15: Quantitative Analyse der mRNA-Expression verschiedener Zellmarkergene in
immortalisierten hSC

Dargestellt ist die statistische Analyse der Expression verschiedener Markergene von hSC nach
Immortalisierung mit h”TERT (schwarze Balken) mittels lentiviraler Transfektion. hSC wurden mit lentiviralem
Uberstand von mit pBABE-Hygro-hTERT (pBABE) transfizierten HEK293FT-Zellen infiziert, mittels
Antibiotikum selektioniert und in Zellkultur vermehrt. Als Kontrolle sind mRNA-Analysen der entsprechenden
Biopsien ohne Immortalisierung dargestellt (graue Balken). Die Expressionsmengen sind auf das Referenzgen
beta-Actin normiert. Dargestellt sind Mittelwerte£SD, jeweils n = 3. n. d.: nicht detektierbar.

In Abbildung 4.15 (A + B) ist die quantitative Analyse der mRNA-Expression von mit
pBABE-Hygro-hTERT (hSC-hTERT", schwarze Balken) immortalisierten hSC dargestellt.
hTERT kommt in hSC nicht auf natiirliche Weise vor und kann bei den Kontrollzellen nicht
gefunden werden. Im Gegensatz dazu wird eine schwache Expression bei allen drei hSC-
hTERT -Fraktionen detektiert. CDK4 hingegen erscheint als wichtiger Parameter der
Zellzykluskontrolle auch ohne Immortalisierung in hSC.

In Bezug auf die bereits in 4.1.3 untersuchten Markergene zeigt sich, dass sich die
immortalisierten Zellen weder in den epikardialen Markern WT1 und Tbx18, den frithen
kardialen Markern GATA4 und Tbx5 noch dem Endothelmarker CD31 und dem EMT-
Marker o-SMA unterscheiden. Fir den spidten kardialen Marker cTnt sowie den
Stammzellmarker c-Kit zeigt sich eine nicht signifikant (P > 0,05) geringere Expression bei

mit pPBABE-Hygro-hTERT immortalisieren Zellen.
Insgesamt heben diese Versuche hervor, dass hSC erfolgreich mit pBABE-Hygro-hTERT

immortalisiert werden konnten. Die so erhaltenen Zellen zeigten fiir weitere drei Monate

in vitro Proliferation und unterschieden sich nicht signifikant von den urspriinglichen Zellen.
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4.1.5 Basale Charakterisierung von mit hTERT immortalisierten hSC
der Biopsie 35

Zwei der drei hSC-hTERT'-Kulturen zeigten drei Monate nach ihrer Immortalisierung ein
deutlich verringertes Wachstum. Wenige Wochen danach konnte keine weitere Proliferation
mehr detektiert werden. Insgesamt lieBen sich diese Zellen fiir mehr als sechs Monate in
Kultur vermehren. In der dritten Kultur (hB35) wurde eine schnell proliferierende Kolonie
identifiziert. Mit diesen Zellen wurde die Untersuchung der Wachstumsgeschwindigkeit mit

drei technischen Replikaten, wie in Kapitel 3.3.1 dieser Arbeit angegeben, durchgefiihrt.
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Abb. 4.16: Kultivierung und Wachstumsanalyse von hB35-hSC-hTERT*

Gezeigt ist eine durchlichtmikroskopische Aufnahme der hB35-hSC-hTERT® (A). In (B) ist die
Wachstumskinetik von hB35-hSC-hTERT" fiinf Monate nach ihrer Immortalisierung abgebildet. Dargestellt ist
jeweils der Mittelwert+SD (n = 3, technische Replikate).

Wie in Abb. 4.16 zu erkennen ist, zeigen die hB35-hSC-hTERT" im Vergleich zu den
normalen hSC eine deutlich hohere Proliferation. Wihrend fiir normale hSC eine
Verdopplungszeit von 47,1+6,0 Stunden berechnet wurde (s. Abb. 4.7 C), zeigen die hB35-
hSC-hTERT" eine Verdopplungszeit von 25,8+0,3 Stunden.

80



100+
] hsC

% Bl hB35-hSC-hTERT?

% positive Zellen
S (2] (-]
e e -

N
o
1
*
*

A
Y

00.90
706\
Y
%

7

CD73 CD90 CD105

Anteil Zellen [%]
& zP 015 1 '|"’ 2 21"' ? 315 4 ‘Is
Anteil Zellen [%]
& ZP 01"’ 1 ln"’ 3 2:"' ? 315 4 ‘Iﬁ
Anteil Zellen [%]

" Z? 0,5 ] ln"’ 2 215 ? 315 4 ‘|5

S S S

o 10° 10° . w0t w0 o 10° 10° . w0t 0 0o 10? 10° . w0t 0
Fluoreszenzintensitat Fluoreszenzintensitat Fluoreszenzintensitat
CD44 ckit CD31

139 39 39

Anteil Zellen [%]
& Zp 0,5 J ||"’ 2 2:"' ? 315 4 ‘|5
Anteil Zellen [%]
- xP nl"’ 1 ‘15 ? 245 ? 31"’ 4 ‘n"'
Anteil Zellen [%]

L xp0Ss1162253 35445

o 10° 10° 10 10

Fluoreszenzintensitit

S 3

o 10° 0 00
Fluoreszenzintensitit

S 3

o 10° 0 0t 10
Fluoreszenzintensitat

S

-139 39 39

Abb. 4.17: Durchflusszytometrische Analyse der Expression verschiedener Zellmarker in
immortalisierten hSC der Biopsie 35

In (A) wird der Vergleich der statistischen Analyse der Oberflichenmarker von hSC (graue Balken) und
hB35-hSC-hTERT" (schwarze Balken) gezeigt. Dargestellt sind MittelwertexSD, n=3 (hSC) bzw. drei
technische Replikate (hB35-hSC-hTERT™). In (B) sind reprisentative Histogramme von hB35-hSC-hTERT"
abgebildet. Graues Histogramm = Kontrolle ohne primiren Antikorper, griines Histogramm = Markerexpression.

Wie in Abbildung 4.17 zu sehen ist, zeigen die meisten hB35-hSC-hTERT" ebenso wie nicht
immortalisierte hSC CD73 auf ihrer Oberfliche. Des Weiteren besitzen nur wenige Zellen
eine Expression von CD31. Jedoch zeigen signifikant mehr Zellen der hB35-hSC-hTERT"
eine Expression des Stamm- bzw. Progenitorzellmarkers CD44 (P < 0,01). Weiterhin
exprimieren mehr Zellen der hB35-hSC-hTERT" die Stamm- bzw. Progenitorzellmarker
CD105 und c-Kit, ohne jedoch das Signifikanzniveau zu erreichen (P > 0,05). Im Gegensatz

dazu fand sich eine signifikant geringere Expression von CD90 (P < 0,01).
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Abb. 4.18: Vergleich der quantitativen Analyse der mRNA-Expression verschiedener Zellmarkergene von
hSC und hB35-hSC-hTERT"

Abgebildet ist die statistische Analyse der Expression verschiedener Markergene von hSC (graue Balken) und
hB35-hSC-hTERT" (schwarzer Balken). Die Expressionsmengen sind auf das Referenzgen beta-Actin normiert.
Dargestellt sind Mittelwerte+SD, n =3 (hSC) bzw. drei technische Replikate (hB35-hSC-hTERT). n. d.: nicht
detektierbar.

In Abbildung 4.18 ist die quantitative Analyse der mRNA-Expression von Zellen dargestellt,
welche aus der mit pPBABE-Hygro-hTERT immortalisierten hSC-Probe 35 entstanden sind
(schwarze Balken). Als Kontrolle sind die Ergebnisse aus nicht immortalisierten hSC (graue
Balken) abgebildet (s. Abb. 4.22). Es findet sich eine deutliche Expression von hTERT in
hB35-hSC-hTERT", nicht jedoch in hSC. In beiden Zellarten ist CDK4 detektierbar, wobei
die immortalisierten Zellen weniger CDK4 exprimieren (P < 0,05). Weiterhin zeigt sich eine

geringere Expression von CD31 (P < 0,05).

Unterschiede werden vor allem bei den Stamm- bzw. Progenitorzellmarkern sowie kardialen
Markern ersichtlich. Bei den hB35-hSC-hTERT'-Zellen kann keine Expression fiir die
Marker WTI, Tbx18, GATA4, c-Kit oder Tbx5 nachgewiesen werden. Zusitzlich zeigt sich
eine signifikant geringere Expression der Marker a-SMA (P < 0,01) und cTnt (P < 0,05).

Letztlich ldsst sich festhalten, dass die aus den mit pBABE-Hygro-hTERT immortalisieren
hB35-hSC gewachsenen hB35-hSC-hTERT" zwar eine starke andauernde Proliferation
zeigten, sich jedoch erheblich in der Expression verschiedener Marker vom Expressionsprofil

der heterogenen Population von hSC unterschieden.
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4.2 Analyse des kardioregenerativen Potentials von hSC

Nachdem nachgewiesen wurde, dass sich hSC aus atrialen Biopsien erfolgreich kultivieren
und kryokonservieren lassen, sollten mogliche Einfliisse der hSC auf die Regeneration nach
einem Herzinfarkt untersucht werden. Hierfiir wurden das Endozytosepotential und das

Sekretom der hSC untersucht sowie eine Oberflachenproteomanalyse durchgefiihrt.

4.2.1 Endozytosepotential von hSC

Bei einer langanhaltenden Ischimie des Herzens sterben die Zellen des dem verschlossenen
Gefill nachgeschalteten Gewebes ab. Fiir die Regeneration des Gewebes miissen zunéchst die
Reste apoptotischer und nekrotischer Zellen entfernt werden, wofiir vor allem nach dem

Infarkt eingewanderte Immunzellen wie Monozyten verantwortlich sind.

Fiir ventrikulire EPDC, die aus infarzierten Rattenherzen gewonnen wurden, konnte
nachgewiesen werden, dass sie endozytotisch aktiv sind und Nanopartikel aufnehmen kénnen
[146]. Dies konnte in Kombination mit einer daraus resultierenden Aktivierung und Sekretion
von Signalmolekiilen einen wichtigen Faktor der Modulation der Inflammation darstellen.
Entsprechend wurde untersucht, ob sich hSC und rEPDC in diesem Aspekt gleichen.
Zusitzlich wurden das Endozytosepotential von hSC mit humanen mesenchymalen
Stammzellen (hMSC) verglichen, da bei diesen eine Phagozytose von apoptotischen Zellen
gezeigt werden konnte [318].

Zu diesem Zweck wurden hSC und hMSC sowie CHO-Zellen als Negativkontrolle in vitro
mit Carboxyfluorescein-gekoppelten Nanopartikeln (PFCE, @ 100 nm) inkubiert und die

Endozytose mittels Durchflusszytometrie und Fluoreszenzmikrokopie untersucht.
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Abb. 4.19: Endozytose von FITC-gekoppelten Nanopartikeln durch hSC und hMSC

Die linke Seite zeigt eine reprisentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer hSC nach Inkubation mit
FITC-gekoppelten Nanopartikeln (@ 100 nm) fiir 60 Minuten (A). Auf der rechten Seite ist die
durchflusszytometrisch bestimmte mittlere Fluoreszenzintensitit von hSC (rot), hMSC (blau) und CHO-Zellen
(schwarz) dargestellt, welche mit FITC-gekoppelten Nanopartikeln (@ 100 nm) fiir jeweils 5, 10, 20, 40 oder 80
Minuten inkubiert wurden (B). Dargestellt ist der Mittelwert+SD (hSC und hMSC n =3, CHO n=1 mit zwei
technische Replikaten).

Wie in Abbildung 4.19 A zu erkennen ist, wurden mit Carboxyfluorescein gekoppelte
Nanopartikel von hSC endozytiert. Dieser Prozess begann bereits nach wenigen Minuten und
setzte sich iiber einen beobachteten Zeitraum von 80 Minuten linear fort (s. Abb. 4.12 B).
Weiterhin erkennt man, dass Nanopartikel von hMSC zu einem vergleichbaren Malle wie
durch hSC aufgenommen wurden. Im Gegensatz dazu zeigten CHO-Zellen nur eine geringe

Aufnahme der Nanopartikel.

Zusitzlich zu der Analyse der Endozytose mittels Durchflusszytometrie und
Fluoreszenzmikrokopie wurde untersucht, ob auch Nanopartikel aus '°F-Perfluorkarbonen
(PFC) von diesen Zellen aufgenommen werden. Bei diesen Partikeln handelt es sich um
Nanopartikel, welche mittels YF_.NMR detektiert werden konnen.

Dies kann nichtinvasiv in vivo durchgefiihrt werden und stellt daher eine interessante
Moglichkeit der Uberwachung und Verfolgung einerseits von endozytotisch aktiven Zellen
wie Monozyten und Makrophagen bei Inflammation, andererseits auch fiir EPDC nach Infarkt

dar [319].
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Abb. 4.20: Endozytose von Nanopartikel aus "’F-Perfluorkarbonen durch hSC und hMSC

Die vier Abbildungen auf der linken Seite zeigen die Messungen von hSC (A, B) und hMSC (C, D) mittels
NMR. Dabei wurden sowohl 'H-Signale (A, C) zur Kontrolle und zur Bestimmung der zu untersuchenden
Region als auch '9F—Signale (C, D) vermessen. Aus dieser Messung konnte das Signal-Rausch-Verhiltnis (SNR)
ermittelt werden, welches auf der rechten Seite als Sdulendiagramm gezeigt ist (E). Dargestellt ist der
Mittelwert=SD (n = 3).

In Abbildung 4.20 sind die Ergebnisse der Endozytose von Nanopartikeln aus '°F-
Perfluorkarbonen durch hSC und hMSC zusammengefasst. Die Position der Zellen wurde mit
den 1H—Signalen der hSC (A) und der hMSC (C) bestimmt. Die Detektion des 19F—Signals bei
hSC (B) und hMSC (D) zeigt deutliche Signale in allen eingesetzten Zellproben.

Zur Kontrolle ist jeweils eine Referenzprobe aus PFCE-Losung mitgefiihrt. Die Intensitédten
der "’F-Signale der vermessenen hSC und hMSC sind statistisch als Signal-Rausch-Verhiltnis
(signal to noise ratio, SNR) erfasst und ausgewertet (E).

Hierbei zeigt sich, dass hMSC (39,56+4,94; n = 3) die PFCE-Nanopartikel tendenziell stirker
aufnahmen als hSC (28,32+10,93; n = 3), allerdings ist dieser Unterschied nicht signifikant

(P >0,05).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass hSC - ebenso wie fiir rTEPDC beschrieben -

endozytotisch aktiv sind.
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4.2.2 Vergleich von Markergenen und -proteinen bei hSC und hMSC

Ebenso wie hSC wurden auch hMSC fiir die Regeneration des Herzens nach Infarkt
untersucht [320]. In dieser Arbeit wird daher die Expression verschiedener Marker auf
Proteinebene mittels Durchflusszytometrie sowie auf mRNA-Ebene mittels RT-qgPCR

vergleichend untersucht.
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Abb. 4.21: Vergleich der Oberflichenmarker von hSC und hMSC mittels Durchflusszytometrie

A: Statistische Analyse der Oberflichenmarker von hSC (graue Balken) und hMSC (schwarze Balken).
Dargestellt sind MittelwertexSD, jeweils n = 3. Darunter sind reprisentative Histogramme der
durchflusszytometrischen Analysen von hSC (B) und hMSC (C) abgebildet. Graues Histogramm = Kontrolle
ohne primiren Antikorper, griines Histogramm = Marker-Expression.
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Die Analyse der Oberflaichenmarkerexpression (s. Abb. 4.21 A) von hSC und hMSC zeigt,
dass beide Zellpopulationen einen hohen Anteil an CD73"-Zellen besitzen. Bei hSC sind
~ 60 % der Zellen positiv fiir CD90, was jedoch in einer vergleichsweise heterogenen
Fluoreszenzintensitit der Zellen begriindet liegt.

Im Vergleich dazu ist die Expression bei hMSC deutlich homogener, ein Grofteil der Zellen
exprimiert CD90. Wihrend die Stamm- bzw. Progenitorzellmarker CD105 und c-Kit in
beiden Zelltypen lediglich in geringen Mall exprimiert werden, ist der Stamm- bzw.
Progenitorzellmarker CD44 nur bei wenigen hMSC nachweisbar. Der Endothelmarker CD31
wird weder von hSC noch von hMSC exprimiert. Somit zeigen hSC (B) und hMSC (C) ein

dhnliches Muster von Oberflichenmarkern.

Um diese Ahnlichkeit auf Transkriptionsebene zu bestitigen, wurde eine qRT-PCR-Analyse
durchgefiihrt.
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Abb. 4.22: Vergleichende quantitative Analyse der mRNA-Expression verschiedener Zellmarkergene in
hSC und hMSC

Abgebildet ist die statistische Analyse der Expression verschiedener Markergene in hSC (graue Balken) und
hMSC (schwarze Balken). Dargestellt sind Mittelwerte£SD, jeweils n = 3. n. d.: nicht detektierbar.
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Wie aus Abb. 4.22 ersichtlich, ergaben sich auf mRNA-Ebene deutliche Unterschiede
zwischen hSC und hMSC.

Wihrend hSC den epikardialen Marker WT1 exprimieren, ist dieser Transkriptionsfaktor bei
hMSC nicht zu detektieren. Der epikardiale Marker Tbx18 wird zwar bei den hMSC
gefunden, jedoch signifikant weniger als bei hSC (P < 0,001). Der bereits bei der
Durchflusszytometrie untersuchte Marker c-Kit wird bei beiden Zellpopulationen nur
geringfiigig detektiert. Wihrend der frithe kardiale Marker GATA4 von hSC stark exprimiert
wird, ist dieser jedoch bei hMSC nicht zu detektieren. Auch der spite kardiale Marker cTnt
findet sich nur bei hSC.

Im Gegensatz dazu exprimieren hMSC eine gro3e Menge des Stamm-/Progenitorzellmarkers
Tbx5, wohingegen bei hSC signifikant weniger TbxS detektiert wird (P < 0,001). Weiterhin
wird der EMT-Marker o-SMA in groBen Mengen von hSC exprimiert, von hMSC jedoch
signifikant weniger (P < 0,01). Aulerdem wird der schon bei der durchflusszytometrischen
Analyse untersuchte Endothelmarker CD31 in geringen Mengen exprimiert, wobei die

mRNA-Expression bei hMSC signifikant geringer ist (P < 0,01).

Neben dem Unterschied der Expression von WT1 bei hSC und hMSC tritt der Unterschied
vor allem bei der hoheren Expression in hSC von kardialen Markern, jedoch auch bei a-SMA

und CD31 zu Tage. Hingegen exprimieren hMSC erheblich hohere Mengen an Tbx5.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass hSC und hMSC ein dhnliches Muster an

Stamm- bzw. Progenitorzellmarkern auf ihrer Oberfldche besitzen. Auf mRNA-Ebene zeigten

nur hSC, jedoch nicht hMSC, die Expression von epikardialen und kardialen Markern.
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4.2.3 Zytokinsekretion von hSC

Die Sekretion von bioaktiven Signalmolekiilen wie den Zytokinen spielt eine wichtige Rolle
in der Regulation von inflammatorischen Prozessen und der Zelldifferenzierung. Da vermutet
wird, dass hSC durch Sekretion von Zytokinen einen Einfluss auf Proliferation und

Differenzierung haben konnen [133], wurde die Sekretion von hSC in vitro bestimmt werden.
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Abb. 4.23: Analyse der Zytokinsekretion von hSC mittels BioPlex®
Dargestellt ist die statistische Analyse verschiedener Zytokine im Uberstand von hSC, die mittels Bio-Plex
Pro™ Human Cytokine Assay detektiert wurden. Dargestellt sind Mittelwerte+SD, jeweils n = 3.

Die Analyse der Zellkulturiiberstinde (s. Abb. 4.23) zeigt eine starke Sekretion von
Interleukin 6 (IL-6, 17108+784 pg/ml) durch hSC. Das mit IL-6 verwandte Molekiil IL-11
wird ebenfalls sezerniert, jedoch in deutlich geringeren Mengen (12274374 pg/ml). Ebenfalls
sekretiert wird VEGF (3100+£764 pg/ml).

Der fiir die Differenzierung von Gewebe wichtige TGF-f wird ebenfalls in hoher
Konzentration freigesetzt (2661£1163 pg/ml). Weiterhin sekretiert werden die
proinflammatorischen Faktoren monocyte chemotactic protein 1 (MCP1/CCL2; 133954350
pg/ml) und in geringen Konzentrationen IL-1f (71+53 pg/ml) und der Tumornekrosefaktor a
(TNF-a, 12£1 pg/ml).

Hiermit konnte gezeigt werden, dass hSC eine Vielzahl an Zytokinen, welche bei

Inflammation oder beim Remodeling involviert sind, freisetzen.
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Die hohe Freisetzungsrate von IL-6 stellte uns vor die Frage, ob IL-6 ausschlielich als
parakriner Faktor oder auBlerdem als autokriner Faktor fungiert. Dazu wurde die Expression
des Rezeptors fiir IL-6 mittels qRT-PCR untersucht. Zusitzlich wurde die Expression des

Rezeptors von IL-11 sowie weiterer mit IL-6 assoziierter Zytokine analysiert.
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Abb. 4.24: Quantitative mRNA-Analyse der Expression von IL-6 und IL-11 sowie deren Rezeptoren und
weiterer assoziierter Signalmolekiile

Im Diagramm ist die statistische Analyse der Expression von IL-6 und IL-11 und ihrer Rezeptoren sowie mit
IL-6 assoziierter Zytokine dargestellt. Inkludiert ist das zur IL-6-Familie gehorende Cardiotrophinl (CTF1) und
auch die inflammatorisch aktiven Zytokine IL-12A, IL-23A sowie die zu IL-12 und IL-23 gehdrende
Untereinheit IL-12B. Die Expressionsmengen sind auf das Referenzgen beta-Actin normiert. Dargestellt sind
Mittelwerte+SD, jeweils n = 3.

In Abbildung 4.24 ist die quantitative mRNA-Analyse der bei der Zelliiberstandsanalyse
(s. Abb. 4.23) detektierten Zytokine IL-6 und IL-11, ihrer Rezeptoren IL-6RA und IL-11RA
sowie weiterer inflammatorisch relevanter Zytokine zusammengefasst.

Wie durch die Sekretionsanalyse bereits vermutet, zeigen sich eine hohe Expression von IL-6
sowie eine geringere Expression vom IL-11. Die Untereinheit B von Interleukin 12 (IL-12B)
formt sowohl zusammen mit der Untereinheit A (IL-12A) das Heterodimer IL-12, kann
jedoch ebenfalls zusammen mit der Untereinheit A von Interleukin 23 (IL-23A) das
Heterodimer IL-23 bilden [321].
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Wihrend die mRNA-Expression von IL-12B sehr gering ist, sind die zugehorige
Untereinheit A von IL-12 und die Untereinheit A von IL-23 deutlich nachweisbar. CTF1 kann
in geringen Mengen bei hSC detektiert werden. Weiterhin finden sich sehr hohe mRNA-
Mengen der Rezeptoren IL-6R Untereinheit A und IL-11R Untereinheit A.

Der Befund, dass IL-6R und IL-11R auf mRNA-Ebene exprimiert wird, lie3 vermuten, dass
IL-6 und IL-11 autokrin auf hSC wirken konnen. Um diese Annahme zu bestédtigen, wurden
hSC mit IL-6 oder IL-11 stimuliert und die Aktivierung intrazelluldrer Signalwege anhand der
Phosphorylierung von STAT3 mittels Western Blot untersucht.

Neben einer Kontrolle ohne Zugabe von IL-6 oder IL-11 wurden hSC mit IL-6 und
Tocilizumab inkubiert. Tocilizumab ist ein monoklonaler neutralisierender Antikorper,
welcher durch seine Bindung an IL6-R die Wirkung von IL-6 verhindert. Eine Unterbindung
der Phosphorylierung durch Tocilizumab wiére ein weiterer Hinweis, dass die
Phosphorylierung von STAT3 iiber den IL6-R verlauft. Als Positivkontrolle der Aktivierung
wurde HyperIL-6 verwendet. Hierbei handelt es sich um ein Fusionsprotein aus IL-6 und dem

loslichen IL-6-Rezeptor (sIL-6R) [322].
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Abb. 4.25: Western-Blot-Analyse der STAT3-Phosphorylierung nach Stimulation mit IL-6 und IL-11
Dargestellt ist ein reprisentativer Western Blot zur Detektion von phosphoryliertem STAT3 (pSTAT3). hSC
wurden fiir 15 min mit HyperIL-6 (0,1 ng/ml), IL-6 (10 ng/ml oder 100 ng/ml), IL-11 (10 ng/ml oder 100 ng/ml)
oder IL-6 (10 ng/ml oder 100 ng/ml) in Kombination mit Tocilizumab (100 pg/ml) inkubiert. Fiir HyperIL-6
wurde 4 pg Protein aufgetragen, fiir alle anderen Proben wurden 20 ug Protein / Spur verwendet. n = 3.

In Abbildung 4.25 ist die Aktivierung des STAT3-Signalweges durch IL-6 und IL-11 bei hSC
in vitro mittels Western-Blot-Analyse dargestellt.

Fiir IL-6 zeigt sich schon bei der geringeren Konzentration von 10 ng/ml im Vergleich zur
Kontrolle eine deutlich verstirkte Phosphorylierung von STAT3. Bei der hoheren
Konzentration von 100 ng/ml ist dieses Signal wesentlich verstirkt. Weiterhin offenbart auch
IL-11 eine konzentrationsabhéngige Induktion der STAT3-Phosphorylierung. Zusétzlich kann
festgestellt werden, dass nach Gabe von Tocilizumab (100 ng/ml) die Aktivierung von
STAT?3 nahezu vollstindig unterbunden wird.

Das als Positivkontrolle verwendete HyperlL-6 zeigt aufgrund seiner Eigenschaft als
Fusionsprotein von IL-6 und sIL-6R eine starke Aktivierung des STAT3-Signalweges.
Entsprechend wird hier eine geringere Proteinmenge fiir die Analyse verwendet, was durch

ein niedrigeres Signal der STAT3-Untersuchung zu erkennen ist.

Somit bestitigen diese Ergebnisse eine funktionelle Expression der Rezeptoren fiir IL-6 und

IL-11 auf hSC und deuten auf eine autokrine Wirkung von IL-6 und IL-11 hin.
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4.2.4 Untersuchung der Zytokinregulation iiber Adenosin-
rezeptorsignalwege

Bisher konnte gezeigt werden, dass hSC proinflammatorische Zytokine freisetzen. Daher
stellte sich die Frage, welche Signalwege bei der Regulation der Sekretion involviert sind. Ein
Kandidat hierfiir ist der Adenosin-Signalweg (s. Kapitel 1.4.2). Aus diesem Grund wurde

zunéchst untersucht, in welchem Maf3e die Adenosinrezeptoren von hSC exprimiert werden.
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Abb. 4.26: Analyse der Expression der vier Adenosinrezeptor-Subtypen in hSC mittels qRT-PCR
Aufgefiihrt ist die statistische Analyse der Expression der vier Adenosinrezeptor-Subtypen Aj, Aja, Agp und A;.

Die Expressionsmengen sind auf das Referenzgen beta-Actin normiert. Dargestellt sind Mittelwerte+SD, jeweils
n=3.

Wie in Abbildung 4.26 zu erkennen ist, kann bei hSC die mRNA von allen vier Subtypen der
Adenosinrezeptoren nachgewiesen werden. Jedoch unterscheidet sich dabei die Expression
der verschiedenen Subtypen deutlich voneinander. Die stirkste mRNA-Expression zeigt der
Adenosinrezeptors Ajg. Im Vergleich zu Ag ist die mRNA-Expression der Subtypen A
(ADORA1) etwa 750-fach und von Subtyp Aza (ADORA?2) um 300-fach geringer. Nur knapp
tiber dem Detektionslimit liegt die mRNA-Expression des Subtyps Az (ADORA3).

Um zu untersuchen, ob die Aktivierung von Adenosinrezeptoren die Zytokinsekretion von
hSC beeinflusst, wurden hSC mit spezifischen Agonisten fiir die beiden am stirksten

exprimierten Adenosinrezeptoren Aza (CGS-21680) und Azg (BAY 60-6583) stimuliert.
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Abb. 4.27: Zeitabhéingige Zytokinsekretion unter Einfluss der Adenosinrezeptoragonisten BAY60-6583
und CGS-21680 bei hSC

Dargestellt ist die Sekretion der Zytokine IL-6, IL-13, MCP1, VEGF und TNF-a iiber 6 h (graue Balken) und
24 h (schwarze Balken) ohne und mit Stimulation durch BAY60-6583 (0,8 uM) oder CGS-21680 (2 uM). In (A)
ist die Konzentration der sekretierten Zytokine nach 3 h bei hSC unter Einfluss von BAY60-6583, CGS-21680
und bei Kontrollzellen ohne Stimulation abgebildet. In (B - F) ist die Konzentration der Zytokine IL-18 (B), IL-
6 (C), MCP1 (D), VEGF (E) und TNF-a (E) nach 6 h und 14 h als fold change in Bezug auf die jeweiligen
Zytokinkonzentrationen nach 3 h aufgezeigt. Dargestellt sind Mittelwerte£SD, jeweils n = 3.

Wie schon bei vorherigen Experimenten (s. Abb. 4.23) zeigt sich eine hohe basale Sekretion
(4.27 A, weille Balken) von IL-6 und MCP1. Ebenfalls deutlich detektierbar ist die Sekretion
von VEGF. Zusitzlich finden sich geringe Mengen IL-1fB. Die Werte fiir TNF-a liegen nur

knapp tiber dem Hintergrund.
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Der Vergleich der Zytokinfreisetzung unter Einfluss von BAY60-6583 oder CGS-21680 (A)
belegt fiir keines der untersuchten Zytokine nach 3 h eine signifikante Anderung (P > 0,05).
Die Analyse der Freisetzung zu unterschiedlichen Zeitpunkten (3 h, 6 h, 24 h) beweist eine
Akkumulation der Zytokine, welche im Fall von IL-6 (C) und VEGF (E) das
Signifikanzniveau erreichten.

Fiir die Sekretion der Zytokine unter Einfluss von BAY60-6583 (0,8 uM) oder CGS-21680 (2
uM) zeigen sich auch nach 6 h und 24 h keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur

Zytokinfreisetzung von unstimulierten hSC (P > 0,05).

Insgesamt verdeutlichen diese Daten eine Zunahme der Zytokinsekretion iiber den
Beobachtungszeitraum, die jedoch nicht durch Aktivierung das A;aR und A,gR verédndert

wurde.

Da hMSC in der Forschung ebenfalls fiir die Regeneration untersucht werden, sollte die
Sekretion der Zytokine durch hMSC im Vergleich zu hSC analysiert werden. Des Weiteren
sollten die hMSC zusitzlich zu den durchgefiihrten Experimenten (s. Abb. 4.21 und 4.22) von
hSC abgegrenzt werden. Dafiir wurden hSC und hMSC fiir 24 h mit BAY60-6583 (0,8 uM)
oder CGS-21680 (2 uM) stimuliert.

In Abbildung 4.28 ist der Vergleich der Zytokinsekretion von hSC und hMSC
zusammenfassend dargestellt. Bei der Analyse von IL-1B (A), IL-6 (B) und TNF-a (D) zeigt
sich im Vergleich zu hSC fiir hMSC nur eine geringere Sekretion. Im Gegensatz dazu ist die
Sekretion von TGFf (C) bei hSC und hMSC vergleichbar. Die Sekretion von TNF-a (D), die
fiir hSC nur knapp tiber dem Hintergrund (5 pg/ml) liegt, ist bei hMSC fast nicht nachweisbar
(lower limit of quantification, LLOQ: 0,9 pg/ml).

Somit zeigen hSC und hMSC deutliche Unterschiede in der Sekretion von IL-1f, IL-6 und
TNF-a. Die Zytokinfreisetzung nach Stimulation der hMSC mit BAY60-6583 (0,8 uM) oder
CGS-21680 (2 uM) offenbart ebenso wie bei hSC (s. Abb. 4.20) keine signifikanten
Unterschiede (P > 0,05) zu der Zytokinfreisetzung von unstimulierten hMSC.
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Abb. 4.28: Vergleich der Zytokinsekretion von hSC und hMSC

Die Diagramme geben Auskunft tiber die Sekretion der Zytokine IL-1 (A), IL-6 (B), TGF-p (C) und TNF-a (D)
von hSC (graue Balken) und hMSC (schwarze Balken) tiber 24 h. Dabei ist die Konzentration der sekretierten
Zytokine im Uberstand von unstimulierten Kontrollzellen sowie unter Einfluss von BAY60-6583 und CGS-
21680 abgebildet. Dargestellt sind Mittelwerte+SD, jeweils n = 3.

Um zu unterscheiden, ob die Sekretion der hSC konzentrationsabhingig von den Aja- und
Asg-Agonisten modifiziert wird, wurden hSC mit unterschiedlichen Konzentrationen von
BAY60-6583, CGS-21680 oder dem unspezifischen Adenosinrezeptoragonisten NECA fiir
24 h inkubiert.
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Abb. 4.29: Vergleich der mRNA-Expression von Zytokinen bei hSC nach Agonistenstimulation

In den Diagrammen wird die mRNA-Expression der Zytokine IL-6 (A), IL-11 (B), IL-1B (C), VEGF (D), MCP1
(E), TNF-a (F) und TGF-B (G) von hSC nach Stimulation mit den Agonisten BAY60-6583, CGS-21680 oder
NECA fiir 24 h gezeigt. Dabei ist die Konzentration der mRNA jeweils auf die Expression der mRNA von
unstimulierten hSC (DMSO-Kontrolle) normiert. Dargestellt sind Mittelwerte£SD, jeweils n = 3.

97



In Abbildung 4.29 ist die Expression der mRNA der Zytokine IL-6 (A), IL-11 (B), IL-1p (C),
VEGF (D), MCP1 (E), TNF-a (F) und TGF-B (G) von hSC nach Stimulation mit den
Agonisten BAY60-6583, CGS-21680 oder NECA fiir 24 h zusammenfassend dargestellt.
Wihrend die Stimulation mit 0,8 uM BAY60-6583 keine signifikanten Unterschiede zeigt
(s. Abb. 4.27), ist bei der Stimulation mit 36 pM BAY60-6583 eine Steigerung der mRNA-
Expression der Zytokine IL-6 (7,4-fach, A), IL-11 (24,8-fach, B), IL-1p (5,1-fach, C), VEGF
(2-fach, D) und TNF-a (5,9-fach, F) zu detektieren, wobei die Steigerung fir VEGF
Signifikanzniveau erreicht (P < 0,01).

Die Stimulation mit 10 pM CGS fiihrt zu einer erhohten mRNA-Expression von MCP1
(1,9-fach, E) und TNF-a (4,2-fach, E), wobei fiir MCP1 Signifikanzniveau erreicht wird
(P<0,01).

Die Stimulation mit 14 uM NECA fiihrt zu einer gesteigerten mRNA-Expression von IL-11
(7,4-fach, B), IL-1B (1,6-fach, C), VEGF (1,5-fach, D), MCP1 (1,8-fach, E) und TNF-a
(4,6-fach, F). Dabei wird jedoch lediglich bei IL-1p Signifikanzniveau erreicht (P < 0,01).

Im Vergleich dazu fiihrt die Stimulation mit 100 uM NECA zu einer gesteigerten Expression
von IL-11 (9,2-fach, B), IL-1B (1,8-fach, C), MCP1 (3,1-fach, D) und TNF-a (7,4-fach, F),
jedoch nicht von VEGF (D). Es wird jedoch kein Signifikanzniveau erreicht (P > 0,05).
Stattdessen ist eine signifikant gesteigerte Expression von TGF- (2,3-fach, G) zu detektieren
(P<0,01).

Insgesamt konnte demonstriert werden, dass das Sekretionsmuster von hSC durch Stimulation

mit Adenosinrezeptoragonisten, insbesondere bei hoher Konzentration, modifiziert werden

kann.
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4.2.5 Analyse des Oberflichenproteoms von hSC

Um die hSC weiter molekular zu charakterisieren, wurden die Membranproteine der hSC
isoliert und mittels Massenspektrometrie analysiert.
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Abbildung 4.30: Biotinylierung und Isolierung der Oberflichenproteine von hSC

Dargestellt sind die zur Kontrolle der erfolgreichen Biotinylierung der Oberflichenproteine von hSC
durchgefiihrten Analysen. Dazu wurden biotinylierte hSC mit FITC-Streptavidin und wheat germ agglutinin
(WGA) Alexa Fluor® 633 inkubiert und mikroskopisch untersucht (A). Griin: FITC, rot: WGA, blau: DAPL
Skala = 50 um. Zusitzlich wurden abgeltste biotinylierte hSC mit FITC-Streptavidin inkubiert und mittels
Durchflusszytometrie analysiert (B). Dargestellt ist hier ein reprisentatives Histogramm der biotinylierten hSC
(grines Histogramm) im Vergleich mit hSC ohne Biotinylierung (graues Histogramm). n=3. Das mit
Neutravidin-Agarose aufgereinigte Lysat der biotinylierten hSC wurde iiber SDS-Page und Silberfiarbung mit

nicht aufgereinigtem Lysat verglichen. Gezeigt ist ein repréisentatives Gel mit Lysat vor und nach Aufreinigung
(©).
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Abbildung 4.30 zeigt exemplarisch die erfolgreiche Biotinylierung von hSC. Biotinylierte und
fluoreszenzmarkierte hSC (s. Kapitel 3.11.2) konnen lichtmikroskopisch detektiert werden
(s. Abb. 4.30 A).

In der durchflusszytometrischen Analyse zeigt sich eine deutlich hohere Fluoreszenz von hSC
mit biotinylierten Oberfldchenproteinen (Median: 21132 mean fluoreszenz intensity, MFI) im
Vergleich zu Kontrollzellen (Median: 164 MFI) (s. Abb. 4.30 B). Diese Ergebnisse lassen
ebenfalls auf eine erfolgreiche Biotinylierung der Oberfldchenproteine schlieBen.

Die biotinylierten Oberfldchenproteine der Lysate von hSC wurden mit Neutravidin-Agarose
aufgereinigt und mit nicht aufgereinigtem Lysat iiber SDS-Page und Silberfarbung
(s. Kapitel 3.11.2) verglichen (s. Abb. 4.30 C). Hier zeigt sich die selektive Isolierung der
biotinylierten Oberfldchenproteine aus dem Lysat anhand einer deutlichen Reduktion der

Anzahl an Proteinbanden.

Das aufgereinigte Lysat wurde von Dr. Gereon Poschmann im Molecular Proteomics
Laboratory (MPL) der  Heinrich Heine Universitit Diisseldorf  mittels
Flussigkeitschromatografie und gekoppelter Massenspektrometrie mit Nano-Elektrospray-
Ionisation (ESI) analysiert. Fiir die Identifikation der Proteine wurden detektierte
Fragmentmuster mit Datenbanken verglichen. Die Isolierung der Oberfldchenproteine wurde
wie beschrieben von Dr. Sebastian Temme aus der Arbeitsgruppe fiir molekulare Kardiologie

der Heinrich Heine Universitit Diisseldorf analog mit rEPDC durchgefiihrt.
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Abbildung 4.31: Analyse der isolierten Oberfléichenproteine von hSC im Vergleich mit rEPDC

Abgebildet ist die Analyse der detektierten Oberfldchenproteine von SC aus humanen Biopsien und EPDC aus
infarzierten Rattenherzen. In mindestens zwei der drei Proben vorkommende Oberfldchenproteine aus hSC
(239 Proteine, violetter Kreis) und aus rEPDC (396 Proteine, griiner Kreis) wurden als Venn-Diagramm mit
einer gemeinsamen Schnittmenge von 149 Proteinen dargestellt (A). Die gemeinsamen Proteine wurden in
Gruppen unterteilt, ausgewihlte Proteine sind hier exemplarisch in Untergruppen tabellarisch eingeordnet (B).
Die Proteine wurden in insgesamt acht Gruppen eingeordnet und hier im farbigen Kreisdiagramm dargestellt,
wobei Proteine mehreren Gruppen zugeordnet werden konnen. Mit extrazelluldrer Matrix assoziierte Proteine
(rotes Segment) wurden in sieben Unterkategorien im grauen Kreisdiagramm eingeteilt (C).

Wie in Abbildung 4.31 zu sehen ist, wurden mittels Massenspektrometrie nach
bioinformatischer Analyse 239 Proteinen bei hSC und 396 Proteinen bei rEPDC detektiert,
wobei 149 gemeinsame Proteine identifiziert wurden (s. Abb. 4.31 A).

Dies deutet auf eine hohe Kongruenz zwischen dem Oberfldchenproteom der hSC und der
rEPDC hin. Die 149 gemeinsamen Proteine lieBen sich aufgrund ihrer Funktionalitiit in acht
Gruppen einteilen: extrazelluldre Matrix (ECM, 56), Zellmigration/Bewegung, Entwicklung
und Differenzierung (77), Zell-Zell-Kommunikation (41), Angiogenese/Arteriogenese (41),
Immunprozesse (31), Enzyme und Transporter (45), Stressreaktion (72) sowie andere Proteine
(109). Hierbei konnten Proteine aufgrund ihrer Funktion mehreren Gruppen zugeordnet
werden. Exemplarisch sind dabei einige ausgewdihlte Proteine tabellarisch dargestellt
(s. Abb. 4.31 B).

Mit der extrazelluliren Matrix assoziierte Proteine wurden zusitzlich in sieben
Unterkategorien eingeteilt, wobei auch hier Proteine in mehrere Kategorien eingeordnet
werden konnten. Dabei wurde die Unterteilung in die Kategorien Zelladhésion (37), ECM-
Rezeptorinteraktion (14), Integrine (15), ECM-Organisation (14),
Zellverbindungsorganisation (13), Kollagene (6) und Basigin Interaktion (9) gewdhlt
(s. Abb. 4.31 C). Eine vollstiandige Liste der identifizierten Proteine befindet sich im Anhang

dieser Arbeit.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse der Oberflichenproteomanalyse eine hohe
Ubereinstimmung zwischen hSC und rEPDC. Weiterhin wurden verschiedene, bisher bei hSC
und EPDC wenig untersuchte, jedoch potentiell niitzliche Oberflachenproteine fiir zukiinftige

Analysen identifiziert.

102



5 Diskussion

5.1Die Regeneration des Herzens

Obwohl es in den vergangenen Jahren grof3e Fortschritte in der Diagnostik und Behandlung
von Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems gegeben hat, bleiben diese Krankheiten mit
39 % die hiufigste Todesursache in Deutschland [323]. Dariiber hinaus gehort der Herzinfarkt
zu einer der hiufigsten Todesarten der Menschen aller Industrienationen [57, 59].

Typischerweise werden bei einem Infarkt bis zu einer Billion Herzmuskelzellen nekrotisch.
Der Verlust einer derart groBen Anzahl an Zellen iibersteigt bei weiten die regenerative

Reserve des Herzens.

5.1.1 Stammzelltherapie zur Regeneration des Herzens

In der kardiovaskuliren regenerativen Medizin wurde im letzten Jahrzehnt im Zusammenhang
mit Infarkten iiber eine Vielzahl von Studien zur therapeutischen Rolle von Stamm- bzw.
Progenitorzellen zur Regeneration des Herzens berichtet [324, 325].

Dabei hat sich herausgestellt, dass die Applikation von Zellen des Knochenmarks nur zu einer
geringen Funktionsverbesserung nach Infarkt fiihrte, die wahrscheinlich nicht durch
Regeneration des geschiddigten Myokards, sondern indirekt iiber die Freisetzung von

parakrinen Faktoren zustande kommt [326, 327].

In neuerer Zeit riicken daher endogene Stammzellen des Herzens zunehmend in den Fokus
des Interesses. In diesem Zusammenhang sind epikardiale Stammzellen (EPDC), die sich auf
der Herzoberfldache nach Infarkt bilden, eine vielversprechende Zellpopulation [7, 136].

EPDC sind wihrend der Embryonalentwicklung an der Entstehung des Herzens beteiligt [141,
328] und konnen nach Reaktivierung ihres embryonalen Programmes nach Infarkt zur

Regeneration des Herzens beitragen [136, 137, 148, 159].
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5.1.2 Gegenwartiger Stand der Forschung

Ein wichtiger Ansatz bei der Regeneration des Herzens nach Infarkt ist die Verwendung von
Stamm- oder Progenitorzellen, welche im geschéddigten Herzen zu einer Regeneration des
Gewebes fiihren sollen. Dabei zeigen unterschiedliche Arten von Zellen wie mesenchymale
Stammzellen (MSC) oder induzierte pluripotente Stammzellen (iPSC) in Tiermodellen meist
nur geringe Erfolge [122-125]. Da es sich hierbei aulerdem meist um patienten- und/oder
organfremde Zellen handelt, sind immunologische Nebenwirkungen nicht ausgeschlossen.
Zusiatzlich besteht bei diesen Zellen das Risiko einer Tumorbildung aufgrund von

Kontaminierungen mit undifferenzierten Stammzellen [329].

Auf der anderen Seite gibt es endogene epikardiale Zellen (EPDC), welche eine wichtige
Rolle fiir die Herzentwicklung wihrend der Embryonalentwicklung spielen. Diese EPDC
entstehen wihrend der Embryonalentwicklung durch EMT aus Zellen des Epikards, welches
sich aus einer extrakardialen, mesodermalen Zellpopulation entwickelt [2-4, 8-10].

Eine Subpopulation der epikardialen Zellen durchléduft eine EMT, in dessen Folge die dabei
aus den epikardialen Zellen entstehenden epikardialen Progenitorzellen (EPDC) in den
proepikardialen Raum migrieren [3, 23-25].

Im weiteren Verlauf erfolgt eine Migration in das Myokard, wo die EPDC zu Zellen der
glatten Muskulatur, Endothelzellen und Fibroblasten differenzieren konnen [24, 28, 29].

Nach der Geburt geht das Epikardium in einen Ruhezustand iiber, wobei es weiterhin zum
Austausch von Signalen mit dem Myokardium kommt, was fiir die Homoostase des Herzens

eine wichtige Rolle spielt [330].

Interessanterweise wird nach einem Herzinfarkt die einschichtige Epikardschicht reaktiviert,
die Zellen proliferieren und es kommt erneut zu einer Expression embryonaler Marker, wie
WT1 und Tbx18 zeigen [133]. Ebenso wie bei der Embryonalentwicklung konnen diese
adulten EPDC in das Myokard migrieren und zu Fibroblasten, Endothelzellen und Zellen der
glatten Muskulatur sowie in geringer Zahl zu Kardiomyozyten differenzieren [133, 137].

So zeigten Studien mit EPDC in Nagern, dass der Beitrag von EPDC zu Kardiomyozyten
normalerweise nur gering ist [133, 137, 331]. Offensichtlich ist der Beitrag von EPDC zur de
novo Generierung von Kardiomyozyten nicht ausreichend, um das Herz effektiv zu

regenerieren [332].
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5.2 Epikardiale Zellen des Atriums

Wihrend bei Nagern das Differenzierungspotential von EPDC bereits gut beschrieben ist
[137, 144], sind EPDC des Menschen jedoch weit weniger charakterisiert. Ein Grund hierfiir
ergibt sich aus der Tatsache, dass ventrikuldres Biopsiematerial von Patienten mit Infarkt
nicht verfiigbar ist.

Alternativ konnen jedoch sogenannte stromale Zellen aus Vorhdfen des Menschen isoliert
werden, die als Biopsiematerial bei verschiedenen herzchirurgischen Eingriffen anfallen.
Allerdings sind die stromalen Zellen des Vorhofs bisher nur wenig charakterisiert und es ist
nicht vollstdndig geklirt, ob es sich hierbei tatsdchlich um EPDC handelt. Es gibt jedoch erste
Hinweise, dass die aus dem Atrium isolierten stromalen Zellen (hSC) wesentliche Merkmale
von EPDC besitzen [333]. Aus diesen und weiteren Befunden leitete sich die Vermutung ab,

dass es sich bei den beschriebenen hSC tatsdchlich um humane EPDC handeln konnte.

In dieser Arbeit wurde zundchst ein robustes Protokoll fiir die Isolierung von hSC aus
klinischem Biopsiematerial etabliert. Die so gewonnenen hSC wurden dann hinsichtlich der
Morphologie, des Zellwachstums und der Gen- und Proteinexpression im Detail
charakterisiert.

Im Ergebnis konnte erstmals gezeigt werden, dass die im Vorhof des Menschen
vorkommenden hSC nicht wie bisher angenommen vorzugsweise auf dem Epikard lokalisiert
sind, sondern sich homogen {iiber das Vorhofmyokard verteilen. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass hSC ein groes Panel von bekannten Zytokinen freisetzen, welche
wahrscheinlich an der Modulation der Immunantwort beteiligt sind.

Mittels Oberfldchenproteomanalyse konnte zusétzlich eine Reihe von Rezeptoren identifiziert
werden, die potentiell bei der weiteren Differenzierung der hSC eine wichtige Rolle spielen
konnten. Der Vergleich mit Oberfliachenproteinen der ventrikuliren EPDC der Ratte ergab
auflerdem eine hohe Speziesiibereinstimmung, eine Tatsache, welche fiir eine Konservierung

der fiir die Kardiogenese wichtigen Signaltransduktionswege spricht.

Die fiir EPDC am Ventrikel beschriebene epikardiale EMT konnte nicht bei stromalen Zellen
des Atriums beobachtet werden [29]. Allerdings entwickelt sich auch iiber dem Atrium eine
Einzelzellschicht aus WT1"-Zellen, wobei diese Zellen wihrend der Embryonalentwicklung

weniger stark strukturell miteinander verbunden sind [334].
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In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass diese WT1"-Zellen im
adulten Atrium vereinzelt ebenfalls im Myokard nachgewiesen werden konnen (s. Abb. 4.6).
Dies bedeutet, dass auch im Atrium die epikardialen Zellen grundsitzlich zu einer EMT mit
nachfolgender Migration in das Myokardium beféhigt sind. Die EMT der epikardialen Zellen
kann in vitro sowohl von fibroblast growth factor (FGF) als auch vascular endothelial growth
factor (VEGF) stimuliert werden [26]. Die Sekretion von VEGF durch die hSC (s. Abb. 4.23)
sowie die Expression der VEGF-Rezeptoren Neuropilin 1 (NRP1) und VEGFR-2 (kinase
insert domain receptor, KDR, Flk1) (s. Abb. 4.31) untermauern die vermutete Fihigkeit zur
EMT dieser Zellen.

WTT1 ist ein wichtiger Marker von epikardialen Zellen des Ventrikels. Im nicht geschidigten
Herzen wird WT1 praktisch nicht exprimiert, jedoch kommt es nach Herzinfarkt in den EPDC
zu einer erneuten Expression von WT1, wodurch die Zellen zu EMT und einer Migration in
das Myokard befihigt werden [43, 139, 141].

In der vorliegenden Arbeit konnte anhand von Kryoschnittpriparaten gezeigt werden, dass
einzelne WT1"-Zellen im Myokard des humanen Atriums lokalisiert sind (s. Abb. 4.6).
Allerdings konnten keine WT1"-Zellen des Epikards beobachtet werden, was moglicherweise
mit der bekannten niedrigen Expression von WTI am nicht geschidigten Herzen
zusammenhingt. Durch das hier verwendete Protokoll zur Isolierung der stromalen Zellen aus
atrialem Gewebe wurden jedoch sowohl aus dem Epikardium als auch aus dem Myokardium
WT1"-Zellen isoliert. Diese unterscheiden sich weder in ihrem Phénotyp (s. Abb. 4.2) noch in
der Expression der anderen untersuchten Marker signifikant (P > 0,05) voneinander
(s. Abb. 4.3 — 4.5). Mit Hilfe des verwendeten enzymatischen Isolierungsverfahrens konnte
gezeigt werden, dass sich im Mittel 251 stromale Zellen pro mg Biopsiematerial isolieren
lassen. Diese erstaunlich geringe Zellzahl deutet einerseits darauf hin, dass im Atrium nur
wenige hSC vorhanden sind, andererseits ist dies ein Hinweis dafiir, dass es sich nicht um
Fibroblasten handelt, da diese mit Endothelzellen zusammen die Hauptanzahl an Zellen des
Vorhofs ausmachen [335]. Um einer moglichen Kontamination mit Fibroblasten in den
Versuchen vorzubeugen, wurde bei allen Zellisolierungen ein pre-plating step durchgefiihrt,

um die schnell adhérierenden Fibroblasten zu entfernen [314].
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Bei keinen von uns durchgefiihrten Zellisolationen fanden sich Zellen in der Kultur, die einen
endothelialen Phinotyp aufwiesen. In der Literatur wurde auch ein endothelialer Phéanotyp
beschrieben, wenn Auswuchskulturen aus Biopsiegewebe des Herzens verwendet wurden;
jedoch wird bei dem Passagieren der Zellen eine EMT durchlaufen, wobei die Zellen
anschliefend Charakteristika von glatten Muskelzellen annahmen [144]. Es wird vermutet,
dass es sich bei den Zellen um epikardiale Zellen handelt, welche noch keine EMT
durchlaufen haben. Durch die Passagierung der Zellen wird eine EMT der Zellen ausgelost,
infolgedessen die Zellen von einem endothelialem Phidnotyp zu einem mesenchymalen,
spindelféormigen Phinotyp wechseln. Demnach ist davon auszugehen, dass bei dem von mir
angewendeten Protokoll die atrialen hSC ebenfalls eine EMT durchlaufen und den fiir EPDC
beschrieben Phinotyp annehmen (s. Abb. 4.2). Initial konnten in einigen Kulturen Zellen mit
Myofibroblasten @hnlichem Phénotyp detektiert werden. Diese wurden jedoch bei der

Stimulation der Zellen mit bFGF nach einigen Tagen in Kultur nicht mehr beobachtet.

5.2.1 Die verschiedenen Zellen des Herzens

Sowohl Ventrikel als auch Atrium bestehen aus einer Vielzahl von Zellen, wobei neben
30-35 % Kardiomyozyten [336] vor allem Fibroblasten, Endothelzellen, glatte
GefidBmuskelzellen [203] sowie endogene Immunzellen [337] vorkommen.

Obwohl Kardiomyozyten volumenmiBig die wesentliche Zellpopulation darstellen, zeigen
neuere Befunde, dass Endothelzellen die am hédufigsten vertretene Zellpopulation ist, gefolgt
von den Fibroblasten und Kardiomyozyten [338]. Dabei konnen die jeweiligen
Zellpopulationen sowohl phinotypisch als auch iiber die Expression von Markergenen bzw.

Markerproteinen voneinander abgegrenzt werden.

Kardiomyozyten bilden den sogenannten kontraktilen Apparat. Im Gegensatz zu
Skelettmuskelzellen besitzen sie entweder einen oder zwei Zellkerne und sind iber
Glanzstreifen miteinander verbunden. Ein wichtiger Marker der Kardiomyozyten ist kardiales
Troponin T, welches auch als diagnostischer Marker bei Herzinfarkt untersucht wird [339].
Kardiale Marker zum Nachweis der Kardiomyozyten-Progenitorzellen sind Nkx2.5 [340],
Tbx5 [30]), Isl1 [341] und GATA4 [156].
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Fibroblasten haben einen ldnglichen Phénotyp und konnen zytoplasmatische Fortsitze
ausbilden. Durch die Synthese von extrazellulirer Matrix wie dem Kollagen tragen
Fibroblasten entscheidend zur Struktur des Gewebes sowie der Wundheilung nach Verletzung
bei [342, 343].

Fibroblasten des Herzens haben durch Zell-Zell-Kontakte mit Kardiomyozyten und anderen
Fibroblasten iiber Connexine (Cx40, Cx43, und Cx45) [344, 345] einen wichtigen Einfluss
auf die strukturelle Integritit des Herzens. Weiterhin besitzen die Fibroblasten durch ihre
Zell-Zell-Kontakte eine elektrochemische Kopplung an die Kardiomyozyten und tragen durch
die Fihigkeit zur Ausbildung eines Membranpotentials entscheidend zu den
elektrophysiologischen Eigenschaften des Herzens bei [346]. Ebenfalls sind sie in der Lage
verschiedenste Zytokine und Wachstumsfaktoren zu sekretieren. So fiihrt die Stimulation mit
Angiotensin II zu einer Ausschiittung von TGF-f und Endothelin-1, was eine Hypertrophie
der Kardiomyozyten zur Folge hat [347]. Ebenfalls wurde bei Stimulation mit Angiotensin II
eine erhohte Sekretion von IL-6, Leukidmiehemmender Faktor (LIF) und Cardiotrophin-1
durch kardiale Fibroblasten gefunden [348]. Zur Identifikation von Fibroblasten werden
verschiedene Marker wie fibroblast specific protein 1 (FSP1) [349] oder Vimentin [350]

verwendet, wobei die Spezifitit der einzelnen Marker diskutiert wird.

Endothelzellen kleiden als Einzelzellschicht das Lumen von Blutgefiflen aus. Sie besitzen

eine flache, prismatische Form und sind deutlich kleiner als Kardiomyozyten oder
Fibroblasten. Die Identifikation von Endothelzellen erfolgt meist durch Oberflichenmarker

wie CD31 [351, 352] oder von Willebrand Faktor (vVWF) [351].

Mit Ausnahme der Kapillaren werden Blutgefile von Schichten aus glatten

GefdBmuskelzellen umschlossen, wobei Arterien und Arteriolen im Vergleich zu Venen und

Venolen eine deutlich dickere Schicht besitzen. Glatte Muskelzellen haben einen
spindelformigen Phénotyp mit einem zentralen Kern und besitzen im Gegensatz zur Herz-
oder Skelettmuskulatur keine Querstreifung.

Als héufigste Marker werden in der Literatur a-smooth muscle actin (a-SMA) und smooth

muscle-myosin heavy chain (SM-MHC) [353] verwendet.
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Neben diesen Zelltypen, welche zusammen die Hauptmasse des Myokardiums ausmachen, ist
das Herz auf seiner Auflenseite von einer einschichtigen Epithelschicht umgeben, den
epikardialen Zellen, welche iiber die perikardiale Fliissigkeit an das Perikard angrenzt.

Diese epikardialen Zellen haben — wie oben bereits ausgefiihrt - einen entscheidenden
Einfluss auf die Embryonalentwicklung des Herzens und sind moglicherweise an der

Regeneration des adulten Herzens nach Infarkt beteiligt.

5.2.2 Einfluss von atrialen EPDC auf Remodelingprozesse

Ein Myokardinfarkt im Ventrikel fiihrt zu einer Aktivierung der adulten EPDC, in Folge
dessen es zu einer EMT und Proliferation mit Migration der Zellen in das Subepikardium
kommt [139, 141]. Allerdings ist bislang nichts iiber eine Aktivierung der EPDC des Atriums,
z. B. bei einem ventrikuldren Infarkt, bekannt. Daher war bisher unklar, ob ohne einen
Ausloser fiir EMT iiberhaupt EPDC im Vorhofmyokard vorhanden sind und ob diese sich von
EPDC des Epikards unterscheiden.

Statt eines ventrikulidren Infarktes konnen im Vorhof andere Erkrankungen vorliegen, welche

aufgrund ihrer Pathophysiologie wahrscheinlich zu einer Aktivierung der EPDC fiihren.

Eine der hiufigsten Erkrankungen des Vorhofs ist das Vorhofflimmern (VHF). VHF
kennzeichnet sich durch einen abnormal schnellen bzw. irreguliren Herzschlag aus,
manchmal gepaart mit Kurzatmigkeit, Schwindel oder Brustschmerzen [354].
Pathophysiologisch zeigt sich ein VHF durch kreisende elektrische Impulse in den Vorhofen,
meist beginnend an den Pulmonarvenen [355]. Als Folge entwickelt sich eine Fibrose in
Kombination mit einer Dilatation der Vorhofe sowie einer verstiarkten Inflammation [356-
359]. Bei VHF sind Erkrankungen des Ventrikels, wie z. B. ein MI, wichtige Risikofaktoren
[360-363]. So entwickeln etwa 10-15% der Patienten nach einem ventrikuldren
Myokardinfarkt ein VHF [364-367]. Ebenfalls konnen hiufig (17-42 %) atriale Infarkte
postmortem bei Patienten mit MI gefunden werden [368, 369]. Da das Atrium im Vergleich
zum Ventrikel relativ diinn ist, sind diese Infarkte meist transmural.

Die Therapie der Wahl von schwerem VHEF ist oft eine Katheterablation [370]. Hierbei wird
ein Katheter - zumeist iiber die Leistenvene - bis in das linke Atrium eingefiihrt, wo eine
Hochfrequenzablation zu einer transmuralen Lision des Vorhofgewebes fiihrt. Dadurch
kommt es zur Ausbildung einer nichtleitenden Narbe, die bewirkt, dass die kreisenden

elektrischen Impulse gestoppt werden.
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Allerdings konnte festgestellt werden, dass in den dabei geschidigten Bereichen atriale
Koronararterien verlaufen [371, 372], deren Schiadigung zu atrialen Infarkten fiihren kann.
Des Weiteren wurden bei Ablation eine Dysfunktion der Mikrozirkulation sowie eine
proinflammatorische Reaktion beobachtet, welche mit einer frithen Form des VHF in

Verbindung gebracht wurde [373, 374].

Die genauen Zusammenhinge zwischen Vorhofflimmern und atrialer Ischimie sind noch
nicht klar. Es ist jedoch bekannt, dass sich eine atriale Ischimie als Folge einer zu geringen
Sauerstoffversorgung entwickeln kann [375]. Grund fiir eine solche Unterversorgung konnen
ein ventrikuldrer Infarkt, ein vaskuldres Remodeling oder aber ein erhohter Sauerstoffbedarf
aufgrund eines erhohten Bluthochdrucks bzw. einer dauerhaft erhohten Herzfrequenz sein
[375-378].

Bei atrialer Ischamie kommt es — wie auch am Ventrikel - zu einem Verlust der Kontraktilitét
[379, 380]. Selbst kurzes VHF kann zu einer Dysfunktion der Kontraktion im Atrium fithren
[381], jedoch kann die kontraktile Funktion durch Perfusion meist wiederhergestellt werden
[379, 382-384].

Wihrend eines VHEF ist der Sauerstoffbedarf des Gewebes deutlich erhoht [385]. Eine
resultierende Sauerstoffunterversorgung im Atrium kann zu Remodelingprozessen fiihren,
wobei Hypoxiemarker wie der Hypoxie induzierte Faktor o (HIFa) und angiogene Marker
wie VEGF detektiert werden konnen [386-388]. Dabei erinnern diese Prozesse an strukturelle
Anderungen, wie sie bei ventrikulirem Remodeling als Folge von chronischer
Unterversorgung experimentell entdeckt wurden [382, 389].

Remodelingprozesse durch VHF beinhalten eine Anderung der Ultrastruktur [382, 389] sowie
das Vorhandensein einer erhohten Menge an extrazellulirer Matrix [389]. An diesen
Prozessen konnten hSC einen wichtigen Anteil haben. So konnte bei der
Oberflichenproteomanalyse die Expression von Matrix-Metalloproteasen (MMP) gefunden
werden (s. Abb. 4.31), welche vor allem fiir den Abbau von extrazellulirer Matrix

verantwortlich sind.
Bei atrialer Ischidmie dedifferenzieren Myozyten in einen neonatalen Phéanotyp [390, 391], ein

Zustand, der als Hibernation bezeichnet wird und auch 1im Ventrikel bei

Sauerstoffunterversorgung beobachtet werden konnte.
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Es wird davon ausgegangen, dass der Effekt direkt mit der verringerten Energieversorgung
zusammenhingt [383] und einen Versuch darstellt, den Sauerstoffbedarf zu reduzieren und
eine Apoptose oder Nekrose der Zellen zu verhindern.

Bei Patienten mit VHF kommt es in den meisten Fillen zu einer Fibrose des Atriums [391,
392]. Hierbei konnte die Expression von a-SMA gefunden werden [391]. Dieser Marker wird
neben Zellen der glatten Muskulatur auch bei Myofibroblasten [393] detektiert. Fibroblasten
konnen durch Aktivierung zu Myofibroblasten differenzieren, wobei die Myofibroblasten
einige morphologische Charakteristika von Zellen der glatten Muskulatur besitzen [394] und
durch Sekretion von ECM in der Frithphase nach Verletzung und ECM-Remodeling durch
MMP zur Wundheilung beitragen. Dabei gehen die Myofibroblasten in einem spiteren
Verlauf der Wundheilung in Apoptose iiber, was den Ubergang von der Entziindungs- zur
Proliferations- und Heilungsphase markiert.

Bei hSC konnten sowohl Zellen mit Myofibroblast dhnlichem Phéinotyp (s. Abb. 4.2) als auch
die Expression von a-SMA (s. Abb. 4.4 - 4.5) detektiert werden, was vermuten ldsst, dass
hSC durch Differenzierung zu Myofibroblasten an der frithen Phase der Wundheilung
beteiligt sind. Weiterhin deutet die Expression von ECM-Molekiilen wie Kollagen Typ 1
Alpha 1, Fibronektin 1, Laminin 1 und Laminin y 1 sowie von ECM-degradierenden MMP
auf einen Einfluss der hSC bei der Modulation der ECM hin (s. Abb. 4.31). Insbesondere
Kollagen I ist dabei im spéteren Verlauf der Wundheilung fiir die mechanische Stabilitit der

Infarktnarbe von entscheidender Bedeutung [103, 105].

5.2.3 Stromale Zellen des Atriums

Stromale Zellen konnen aus verschiedenen Geweben gewonnen werden [395]. Bisher wurden
vor allem die stromalen Zellen des Knochenmarks (BM-MSC) auf ihr regeneratives Potential
hin untersucht [396]. Inzwischen geht man generell davon aus, dass die dabei beobachteten,
positiven Auswirkungen auf die Wundheilung und das positive Remodeling hauptsichlich
durch parakrine Effekte zustande kommen [397]. Insbesondere gibt es positive Einfliisse im
Bereich der Angiogenese und Modulation der Immunantwort [126].

Stromale Zellen des Knochenmarks besitzen die Fihigkeit in Osteozyten, Chondrozyten oder
Adipozyten zu differenzieren, wodurch bei einer Injektion der Zellen die Gefahr einer

unerwiinschten Differenzierung besteht [398, 399].
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Aufgrund ihrer kardialen Herkunft sowie der Expression kardialer Marker wie GATA4 und
cTnt im Vergleich zu MSC (s. Abb. 4.22) besteht dieses Risiko bei hSC nicht. Zusitzlich
wurden bei der Transplantation von stromalen Zellen des Atriums eine verstirkte
Angiogenese [400], eine erhohte kardiale Wundheilung [159] sowie eine Differenzierung in

Kardiomyozyten [401] beschrieben.

Im Vergleich zu BM-MSC ist relativ wenig iiber stromale Zellen des Atriums bekannt.
Neuere Studien versuchen auf unterschiedliche Weise Stamm- bzw. Progenitorzellen des
Atriums zu isolieren, wobei die erhaltenen Zellen neben EPDC auch andere Bezeichnungen
durch die Autoren erhalten haben. So wurden kultivierte stromale Zellen aus humanen atrialen
Biopsien z. B. als cardiac stromal cells (CStC) bezeichnet [333]. Diese Zellen zeigen die
Expression der mesenchymalen Marker CD73 und CD90 in vergleichbarem MaB} zu den in
dieser Arbeit isolierten hSC (s. Abb. 4.21).

In weiteren Studien wurden aus atrialen Biopsien gewonnene Zellen mit einer hohen
Expression von Aldehyd-Dehydrogenase als cardiac atrial appendage stem cells (CASC)
betitelt [401, 402]. Diese Zellen unterschieden sich von BM-MSC in ihrem
Differenzierungspotential und zeigten die Expression von kardialen Markern wie GATA4 und
cTnt [402], welche auch bei hSC detektiert werden konnten.

Fiir CASC wurde nach Transplantation im MI-Modell des Schweins eine Differenzierung zu
Kardiomyozyten mit einer resultierenden Verbesserung der Herzfunktion nachgewiesen
[401]. Weiterhin wurden Zellen aus enzymatisch verdautem Epikard des Atriums als EPDC
betitelt [403]. Ebenfalls wurden die aus Auswuchskulturen des atrialen Epikardiums
gewonnenen Zellen als atriale EPDC bezeichnet [144, 159, 198, 404, 405].

Fiir diese Zellen konnte eine Expression von WT1 [198, 405], GATA4 [144], CD73 [405],
cTnt [144, 405], CD44 [144, 198], CD105 [144, 198], CD90 [144, 198], jedoch nicht fiir
CD31 [198] gezeigt werden. Die gleichen Marker konnten in dieser Arbeit bei hSC
nachgewiesen werden (s. Abb. 4.3 —4.5).

Im Vergleich zu enzymatischen Verfahren konnten bei Auswuchskulturen des Epikardiums
nur wenige Zellen isoliert werden [198, 404], die zunichst einen epithelialen Phénotyp
zeigten [144, 404]. Dieser &dnderte sich nach Passagierung zu einem mesenchymalen
Phénotyp, der auch bei den durch enzymatische Verfahren isolierten EPDC [403] sowie bei

den in dieser Arbeit gefundenen hSC nachgewiesen werden konnte.
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Da bisher davon ausgegangen wurde, dass sich EPDC ausschlieBlich als Epikard auf der
AuBenseite des Atriums befinden, wurde bei den bisher beschriebenen Verfahren nur die
epikardiale Zellschicht fiir die Zellisolierung verwendet.

In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die isolierten Zellen aus Epikard
und Myokard morphologisch und molekular identisch sind. Diese Tatsache bedeutet eine
enorme Erleichterung fiir zukiinftige Experimente, da nun das gesamte Vorhofmyokard zur
Gewinnung der Zellen eingesetzt werden kann und somit eine deutlich hohere Zellzahl als

bisher zur Verfiigung steht.

Die durch einen Infarkt induzierten apoptotischen Kardiomyozyten werden durch
eingewanderte Immunzellen, insbesondere durch Makrophagen, mittels Phagozytose entfernt,
so dass sich in der Folge eine Narbe bilden kann. Ein schneller Abbau der abgestorbenen
Zellen verkiirzt die Entziindungsphase und kann die Schidigung von umliegendem Gewebe
durch die Ausschiittung von toxischen Metaboliten durch Immunzellen reduzieren. Friihere
Untersuchungen an rEPDC konnten eine endozytotische Aktivitit zeigen [146]. Analog wurde
in dieser Arbeit das Endozytosepotential von hSC und als Vergleich das Endozytosepotential
von MSC untersucht. Phagozytose von apoptotischen Zellen durch MSC konnte bereits in

einem Arthritismodell gezeigt werden [318].

Die mikroskopische Analyse des Phagozytosepotentials der hSC zeigte eine effektive
Aufnahme von fluoreszenzmarkierten Nanopartikeln in das Zytosol (s. Abb. 4.19).

Vergleichbare Ergebnisse fanden sich in Studien zur Endozytose von Nanopartikeln aus '’F-
Perfluorkarbonen (PFC) mittels NMR (s. Abb. 4.20). Die beschriebene Endozytose von
Nanopartikeln durch rEPDC [146] konnte somit ebenfalls fiir hSC gezeigt werden. Insgesamt
unterschieden sich hSC in ihrer Endozytose-Kapazitit nicht von hMSC, fiir welche bereits die
Phagozytose apoptotischer Zellen beschrieben wurde [318]. Daraus ldsst sich folgern, dass
hSC zu einer beschleunigten Beseitigung von abgestorbenem Zellmaterial am Vorhof

beitragen konnen.

Wie bereits oben ausgefiihrt wurden positive Auswirkungen durch parakrine Effekte, wie
z. B. eine Modulation der Immunantwort und eine gesteigerte Angiogenese durch stromale
Zellen berichtet [126, 397]. Aus diesem Grund wurde die Zytokinsekretion von MSC
(Knochenmarksbiopsien) mit derjenigen von hSC verglichen (s. Abb. 4.28).
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Hierbei konnte ein deutlicher Unterschied zwischen den beiden Zellpopulationen festgestellt
werden. So sezernierten im Vergleich zu hSC die hMSC praktisch kein IL-1p. Die Sekretion
von IL-6 durch MSC wurde bereits beschrieben [406, 407], im Vergleich zu hSC zeigte sich
dabei jedoch eine signifikante (P < 0,001) starke Reduktion der Sekretion von IL-6
(s. Abb. 4.28 B). Des Weiteren sezernierten hMSC kein TNF-a (< 2,5 pg/ml). Im Gegensatz
dazu zeigten hMSC die in der Literatur beschriebene Sekretion von TGF-f [408], ohne dass
ein signifikanter Unterschied (P > 0,05) zu hSC bestand. Ebenso wie bei EPDC wurde die
Sekretion von TGF-f durch MSC mit einer EMT in Verbindung gebracht. Dabei 16ste jedoch
das von den MSC sekretierte TGF-f keine EMT der MSC, sondern der Zellen des

umliegenden Gewebes aus [409].

BM-MSC modulieren eine Inflammation durch Hemmung der Proliferation und
Differenzierung von B- und T-Zellen, durch Reduktion der Aktivitit von NK-Zellen sowie
durch eine erhohte Generierung von supprimierenden regulatorischen T-Zellen [410, 411],
welche durch Sekretion der antiinflammatorischen Zytokine TGF-f und IL-10 eine
kardioprotektive Wirkung besitzen.

In Bezug auf die Sekretion von TGF-f zeigen die in dieser Arbeit untersuchten hMSC aus
Knochenmarkbiopsien und die isolierten hSC eine hohe Ubereinstimmung (s. Abb. 4.28 C),
was bei hSC analog zu den Erkenntnissen bei BM-MSC eine kardioprotektive Wirkung
vermuten ldsst. Weiterhin konnen BM-MSC die Apoptose von neutrophilen Granulozyten
beeinflussen [412], wodurch vermutlich die Freisetzung von ROS sowie eine sekundire
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten verhindert und eine Gewebeschiddigung

reduziert werden.

Die die Angiogenese fordernden Zytokine wie VEGF, bFGF, IL-6 [413], IGF [414] und HGF
[415] sowie die fiir die Arteriogenese wichtigen Zytokine MCP-1, Angiopoietin-1 und PDGF
[413] wurden bei BM-MSC detektiert. Bemerkenswert ist, dass bei den in dieser Arbeit
isolierten hSC nicht nur die Sekretion von VEGF, IL-6 und MCP-1 gemessen wurde
(s. Abb. 4.23), sondern auch die entsprechenden Rezeptoren wie EGFR, IGFIR, IGF2R
(s. Abb. 4.31) sowie ein funktioneller IL-6R nachgewiesen werden konnte (s. Abb. 4.24 -
4.25).

Die starke Sekretion von IL-6 unter basalen Bedingungen wird durch die Stimulation mit
Asa/Asg-Rezeptoragonisten nicht signifikant verdndert, was im Widerspruch zu Experimenten

mit tEPDC steht [181]. Die Sekretion von IL-6 kann die Apoptose von Kardiomyozyten
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verhindern und die angeborene Immunantwort supprimieren, wodurch die akute
Immunantwort beeinflusst wird [184, 416]. Jedoch kommt es bei chronischer Erh6hung von
IL-6 zu einer anhaltenden Entziindung sowie einer Fibrose des betroffenen Gewebes [417].
Allerdings entstehen EPDC im Ventrikel erst unmittelbar nach einem Infarkt (Tag 3-4) und
wandern danach in das Myokard ein, wo es zur Sekretion von Zytokinen sowie einer

Differenzierung der Zellen kommt.

Die Sekretion von Zytokinen durch BM-MSC scheint ebenfalls die Apoptose von
Kardiomyozyten zu beeinflussen, wobei vor allem HGF, TGF-f, VEGF, IGF-1 und Sfrp2 von
Bedeutung sind [418]. Dabei werden durch Bindung an die Rezeptoren der Zellen Signalwege
aktiviert, welche entweder das Uberleben der Zellen fordern oder pro-apoptotischen
Signalwegen entgegenwirken. Die dabei wichtigsten Signalwege mit iiberlebensfordernden
Eigenschaften sind der MAP-Kinase-Weg, der PI3K-Akt-Signalweg sowie die SMAD- und
STAT-Signalwege.

In der vorliegenden Arbeit konnte beobachtet werden, dass bei hSC in Zellkultur eine
Aktivierung von STAT3 bei Zugabe von IL-6 und IL-11 erfolgte, wobei sich eine
dosisabhiingige Aktivierung fiir beide Interleukine zeigte (s. Abb. 4.18). Tocilizumab ist ein
monoklonaler Antikorper gegen den IL-6R, welcher in der klinischen Behandlung von
chronischen Entziindungen eingesetzt wird [419]. Tocilizumab konnte die Aktivierung von
STATS3 durch IL-6 blockieren, was die Aktivierung von STAT3 iiber den IL-6R bei den hSC
beweist (s. Abb. 4.18). Daher konnte die starke Sekretion von IL-6 durch hSC neben
parakrinen Effekten zusitzlich autokrin einen positiven Effekt auf das Uberleben und die
Proliferation der hSC selbst besitzen. Dies konnte insofern eine wichtige Bedeutung haben,
als dass die geringe Uberlebensdauer von injizierten BM-MSC mit einer Limitierung des

regenerativen Potentials einhergeht [420-422].

In Bezug auf die Proliferation und das Wachstum konnte bei hSC gezeigt werden, dass selbst
in Anwesenheit von bFGF in der Zellkultur die Proliferation der atrialen hSC vergleichsweise
gering ist. Die Verdopplungszeit von 47+6 Stunden ist im Vergleich zu anderen Zelltypen wie
MSC aus Ratten (26.7-40.7 h [423]) oder wie bei humanen epithelialen Zellen des Darms
(24 h [424]) oder wie bei HeLa-Zellen (16.5 h [425]) deutlich hoher.
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Eine Verringerung der Proliferation bis zum Erliegen des Zellwachstums (s. Kapitel 4.1.3) ist
ein héufig beobachtetes Phanomen primdrer Zellen in Zellkultur. Dies wird durch die
Hayflick-Grenze erklért, da Zellen aufgrund der Telomerverkiirzung bei Mitose nur eine

bestimmte Anzahl an Zellteilungen durchlaufen konnen [426].

Um Zellen langfristig in Kultur halten zu konnen, wurde daher in der vorliegenden Arbeit
versucht, eine Immortalisierung der Zellen durchzufiihren. Hierbei sollte der Prozess der
Telomerverkiirzung durch Expression von Telomerase gestoppt oder der Zellzyklus durch
Expression von CDK4 induziert werden. Da die Gene durch lentivirale Transduktion in die
Zellen eingebracht werden, besteht die Gefahr einer Dedifferenzierung der Zellen. In der
vorliegenden Arbeit konnte zwar mittels Immortalisierung durch hTERT eine tiber mehrere
Monate stark wachsende Zelllinie (s. Abb. 4.16) aus einer einzelnen Zelle generiert werden,
diese zeigte jedoch im Vergleich zu nicht immortalisierten hSC deutliche Unterschiede in
ithrem Expressionsverhalten in Bezug auf kardiale Marker (s. Abb. 4.18), wihrend die
Expression von mesenchymalen Markern groBtenteils konstant blieb (s. Abb. 4.17). Es muss
daher davon ausgegangen werden, dass es sich entweder um eine Dedifferenzierung der
Zellen oder bei der immortalisierten Zelle um eine Subpopulation von hSC handelt, welche

keine EPDC-spezifischen Marker exprimieren.

5.3 Sekretorisches Potential der hSC

Die Sekretion von parakrinen Faktoren hat in unterschiedlichen Stadien des Herzinfarktes und
dessen Regeneration einen entscheidenden Einfluss, wie in den Kapiteln 1.2.1., 1.3.1. und
1.4.3. ausfiihrlich beschrieben ist. Die nach einem Infarkt ausgeloste sterile Entziindung fiihrt
initial zur Rekrutierung von Immunzellen und damit zur Beseitigung von abgestorbenen
Zellen und des Weiteren auch zur Sekretion von pro- oder antiinflammatorischen
Signalmolekiilen [97-99]. Therapeutisch wiinschenswert ist es, eine iiberschieBende
Immunreaktion aufgrund der Schidigung des umliegenden Gewebes durch toxische Molekiile

wie ROS und proteolytische Enzyme zu verhindern [100].
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5.3.1 Die basale ZytokinseKkretion

Bei EPDC aus infarzierten Rattenherzen konnte nachgewiesen werden, dass extrazelluldres
ATP und NAD iiber das Ektoenzym CD73 zu Adenosin abgebaut wird, welches dann iiber
eine Aktivierung von Ag-Rezeptoren zur Ausschiittung von proinflammatorischen Zytokinen
wie IL-6, IL-11 und VEGEF fiihrt [181]. Weiterhin kann aufgrund der Migration der EPDC in
das Myokard des Ventrikels nach Infarkt in Kombination mit ihrer Zytokinfreisetzung ein
Einfluss auf die Immunantwort angenommen werden.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Untersuchung zur basalen Sekretion bei hSC zeigt die
Freisetzung von IL-6, IL-11, IL-1B, VEGF, MCPI1, TGF-f und TNF-a durch hSC
(s. Abb. 4.23), wobei besonders die hohe Menge an ausgeschiittetem IL-6 sowie die mit der
Zeit zunehmende Zytokinakkumulation bemerkenswert ist (s. Abb. 4.20.). Die detektierten

Zytokine sowie ihre Effekte sollen im Folgenden im Einzelnen diskutiert werden:

Bei IL-6 handelt es sich um ein proinflammatorisches Zytokin, welches eine kardioprotektive
Wirkung besitzt und die Neovaskularisation fordert [184-187, 427, 428]. Dabei erfolgt die
kardioprotektive Wirkung sowohl durch die verstiarkte Attraktion von Immunzellen wéhrend
der akuten Phase des Infarktes, durch seine positiven Effekte auf Proliferation,
Differenzierung und Zellwachstum der Zellen als auch durch eine Inhibierung der Apoptose
von Kardiomyozyten [189, 429-431].

Seine Wirkung entfaltet IL-6 durch Interaktion mit dem Interleukin-Rezeptor (IL-6R),
welcher aus der Liganden bindenden o-Kette (IL-6Ra, CD126) sowie dem Signal
vermittelnden GP130 (CD130) besteht [432]. Letzterer wird fast ubiquitir auf Zellen
exprimiert [433]. Durch die Interaktion von IL-6 mit seinem Rezeptor wird eine
Signalkaskade an Transkriptionsfaktoren iiber Januskinasen und signal transducers and
activators of transcription (STATs) aktiviert [434, 435]. Neben IL-6 nutzen auch einige
weitere Zytokine wie IL-11 oder Cardiotrophin-1 (CTF1) GP130 in ihrem Signalkomplex
[436].

Die Sekretion von IL-6 kann durch Zytokine wie TNF-a, IL-1B oder IFNy ausgelost werden
[437] und induziert die Aktivierung von Akut-Phase-Proteinen [438]. Allerdings muss die
Sekretion von IL-6 im spiteren Verlauf der Regeneration reduziert werden, da sonst eine
chronische Inflammation mit Fibrose entstehen kann [417, 439]. Hierbei konnte im Atrium

ein hoher Spiegel an IL-6 mit VHF in Verbindung gebracht werden [440, 441].
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Im Ventrikel entstehen EPDC durch EMT erst nach Ischidmie und differenzieren nach ihrer
Migration ins Myokard, wodurch die Ausschiittung von IL-6 zeitlich begrenzt ist. Es ist
anzunehmen, dass analog auch im Atrium im Fall einer atrialen Ischéamie atriale EPDC durch
Sekretion von IL-6 eine akute kardioprotektive Wirkung haben. Bei chronischen
Erkrankungen konnte dies jedoch zu einer Verstiarkung von atrialer Fibrose fiihren.

Diese ambivalente Rolle von IL-6 bei der akuten und chronischen Inflammation ist
Gegenstand der Forschung in verschiedenen Krankheitsmodellen. Aufgrund der hohen
Sekretion durch hSC (s. Abb. 4.16.) stellte sich die Frage, ob IL-6 auch autokrin auf die hSC
wirken kann. Wihrend eine deutliche Expression von mRNA fiir die a-Untereinheit des
IL-11-Rezeptors (IL-11RA) detektiert werden konnte, waren die mRNA-Level von IL-11 und
CTF1 sehr gering (s. Abb. 4.17.). Es ist bekannt, dass Kardiomyozyten sowohl IL-11
sekretieren als auch iiber den IL-11-Rezeptor von IL-11 aktiviert werden, was eine
kardioprotektive Wirkung hat [442]. Fiir hSC konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden,
dass diese nicht nur IL-11RA-mRNA exprimieren (s. Abb. 4.17.), sondern auch durch IL-11
funktionell durch Phosphorylierung von STAT3 aktiviert werden konnen (s. Abb. 4.18.). Die
Aktivierung von STAT3 erhoht die Menge an Metallothionein, welches durch die
Reduzierung der ROS-Konzentration nach Infarkt eine kardioprotektive Wirkung besitzt
[443]. Die Aktivierung von STAT3 bei hSC in Zellkultur konnte bei Zugabe sowohl von IL-6
als auch von IL-11 beobachtet werden, wobei sich eine dosis-abhédngige Aktivierung fiir beide

Interleukine zeigte (s. Abb. 4.18.).

IL-11, welches zur IL-6-Zytokinfamilie gehort, nutzt ebenso wie IL-6 GP130 fiir seinen
Rezeptorkomplex [444]. Genauso wie IL-6 induziert es Akut-Phase-Proteine und trigt zu
einer erhohten Inflammation bei. Aus einer therapeutischen Verabreichung von IL-11
resultierte sowohl in einer verringerten Apoptose von Kardiomyozyten als auch in einer
erhohten Kapillardichte im Grenzbereich des Infarktes [445]. Allerdings wurden fiir IL-11
auch antiinflammatorische Wirkungsmechanismen durch Suppression von IL-1p und TNF-a

gezeigt [446].

Das proinflammatorische Zytokin IL-18 wird vor allem von Makrophagen und Monozyten,
endothelialen und epithelialen Zellen sowie Fibroblasten sekretiert [447-449] und hat dhnlich
wie IL-6 einen Einfluss auf Proliferation, Differenzierung und Zellwachstum der Zellen [449].
Dabei wird die Bildung von pro-IL-1B sowie die Sekretion von IL-1B als Reaktion auf

Stresssignale iiber Signalprozessierung des Inflammasoms induziert, was wiederum zu einer
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erhohten Expression von IL-6 fiihrt [450]. Bei kardialen Fibroblasten konnte eine Inhibierung
der Proliferation durch IL-1p festgestellt werden [451]. Daher konnte die Ausschiittung von
IL-1B durch hSC (s. Abb. 4.23) eine Fibrose durch Regulation der Anzahl kardialer

Fibroblasten verhindern.

Die Aktivierung von GP130/STAT3 durch Zytokine wie IL-6, IL-11 oder IL-1p fiihrt zu einer
Stimulation von VEGF, was eine verbesserte Angiogenese zur Folge hat [188, 452, 453]. Eine
gesteigerte Angiogenese trigt zu einer schnelleren Wundheilung bei und ist ein hiufig
beobachtetes Phidnomen bei der Injektion von EPDC in Infarktareale oder deren
AuBlenbereiche [141].

Es ist bekannt, dass VEGF die Differenzierung verschiedener Zellen wie MSC zu
Endothelzellen fordert [208, 454]. Obgleich bei den in dieser Arbeit untersuchten hSC eine
Sekretion von VEGF detektiert werden konnte (s. Abb. 4.23), konnte keine Differenzierung
der hSC zu Endothelzellen beobachtet werden (s. Abb. 4.7). Die Abwesenheit von CD31 steht
im Einklang mit Untersuchungen an EPDC, bei welchen ebenfalls keine Expression von

CD31 gefunden wurde [455].

Das antiinflammatorische Zytokin TGE-B wird bei einer Schidigung des Herzens in deutlich
erhohten Mengen freigesetzt [102]. Es wird von Immunzellen ausgeschiittet, vermittelt den
Ubergang zwischen Proliferations- und Heilungsphase und fordert die Differenzierung von
Fibroblasten zu Myofibroblasten [102, 103]. Ebenso wie bei MSC dient auch bei hSC TGF-3
als Regulator fiir die Differenzierung zu SMC [144, 199]. In Kombination mit VEGF kann
damit die Revaskularisierung des Gewebes beeinflusst werden. Dariiber hinaus wird TGF-f3
eine entscheidende Rolle bei der EMT von proepikardialen Zellen zugeschrieben, was
moglicherweise die Migration von EPDC in das Infarktareal verstirken kann [197, 456].
Weiterhin stimuliert TGF- unter mechanischem Stress in Kombination mit bestimmten
Matrixproteinen die Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten [102, 103].
Andererseits ist eine Hypertrophie der Kardiomyozyten aufgrund der Angiotensin II-
vermittelten Expression von TGF-B durch kardiale Fibroblasten beschrieben worden [347].
Angiotensin II entsteht durch enzymatische Spaltung aus Angiotensin I mit Hilfe des
Angiotensin konvertierenden Enzyms (ACE) [457]. Die Expression von ACE konnte in dieser
Arbeit bei hSC nachgewiesen werden, was auf eine regulatorische Funktion der hSC bei der

Proliferation und Differenzierung der kardialen Fibroblasten hindeutet.
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MCP-1 wird nach Infarkt vermehrt gebildet und erhoht die Chemotaxis und Infiltration von
Ly6c™"-Monozyten, welche sich ihrerseits durch hohe Expression von TNF-a und Matrix-
Metalloproteasen auszeichnen [109, 458]. Weiterhin induziert MCP-1 die Proliferation von
glatten Muskelzellen und hat einen positiven Einfluss auf die Angiogenese [459]. Ebenfalls
scheint MCP-1 positive Effekte auf die Gewebsheilung durch Modulation der Aktivitdt und

des Phinotyps von Fibroblasten zu haben [460].

TNF-a ist an der Akut-Phase-Reaktion beteiligt und wird von verschiedenen Immunzellen,
vor allem von Makrophagen, aber auch von Neutrophilen, Eosinophilen oder Mastzellen,
gebildet [461, 462]. TNF-a stimuliert die Proliferation von Fibroblasten und mesenchymalen
Zellen und verbessert in geringen Mengen lokal die Phagozytose durch Makrophagen [463].
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass es durch Freisetzung von TNF-a zu einer erhdhten
Expression des A,gR kommt, wodurch in einem positiven feedback-Mechanismus die Effekte
von Adenosin verstirkt werden [464]. Zusitzlich stimuliert TNF-a die Expression
verschiedener Zytokine wie IL-1, IL-6 oder TGF-p [465].

Bei kongestiver Herzinsuffizienz (CHF) wurden sowohl erhohte Level von TNF-a als auch
von IL-1pB und IL-6 gefunden [466]. Im Gegensatz zu IL-6 und IL-1 konnte jedoch wenig bis
keine TNF-a-Sekretion bei hSC beobachtet werden. Moglicherweise lésst sich dies durch die
auf den hSC vorhandene CD73 erkldren. Das durch die CD73 gebildete Adenosin wirkt iiber
Ajs-Rezeptoren hemmend auf die Expression von TNF-a [467]. Des Weiteren fungiert IL-6 als
negativer feedback-Regulator fiir TNF-a [468], was bei der hohen Sekretion von IL-6 durch

hSC zu einer starken Inhibierung der TNF-a-Expression fiihren konnte.

5.3.2 Die Adenosin vermittelte Sekretion von Zytokinen

Die Regulation der Zytokinsekretion durch Purin-Verbindungen konnte einen Einfluss auf die
Regeneration nach Infarkt haben [218]. Das Nukleosid Adenosin wird hierbei extrazellulér
durch eine Reihe von Ektoenzymen aus ATP und NAD gebildet. Wihrend Nukleotide P2-
Rezeptoren aktivieren, wodurch vor allem proinflammatorische Signalkaskaden ausgeldst
werden, bindet Adenosin an Pl1-Rezeptoren, was je nach Rezeptorsubtyp

entziindungshemmende oder -férdernde Signale zur Folge hat [276-280].
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Kultivierte EPDC aus infarzierten Rattenherzen bauen extrazellulires ATP und NAD,
insbesondere durch die Aktivitit von CD73, rasch zu Adenosin ab [181]. Dabei aktiviert das
Adenosin vorzugsweise Ajg.Rezeptoren. Dies bewirkt einerseits die Freisetzung von weiteren
intrazelluldirem ATP und NAD, wodurch sowohl ein positiver feedback-Mechanismus, als
auch eine Zytokinausschiittung, vor allem von IL-6, IL-10 und VEGF, erzeugt wird [181].
Analysen des extrazelluldren Purinmetabolismus von rEPDC konnten zeigen, dass es sich bei
CD73 um ein Schliisselenzym bei der Generierung von extrazellulirem Adenosin handelt
[181]. CD73 ist auBerdem ein bekannter Marker fiir multipotente mesenchymale Zellen [469]
und wurde auch bei hSC stark exprimiert gefunden (s. Abb. 4.3). Des Weiteren wurde die
Expression von mRNA fiir den Ajg-Rezeptor (s. Abb. 4.26) und den A;s-Rezeptor entdeckt
(s. Abb. 4.26). Im Unterschied zu den Ergebnissen bei rEPDC liegt die Expression des Ajg-
Rezeptors jedoch deutlich niedriger.

Im Unterschied zu den Ergebnissen bei rEPDC [181] zeigte eine Stimulation der hSC mit
gleichen Konzentrationen des Aja-Rezeptoragonisten CGS 21680 oder des Apg-
Rezeptoragonisten BAY 60-6583 keinen signifikanten Einfluss auf die Zytokinfreisetzung
(s. Abb. 4.27). Um auszuschlie3en, dass die Konzentrationen von eingesetztem BAY 60-6583
oder CGS 21680 fiir die Aktivierung zu gering waren, wurden auch hohere Konzentrationen
von BAY 60-6583 oder CGS 21680 eingesetzt. Aullerdem wurden die hSC mit dem nicht-
selektiven A,a/Azp-Rezeptoragonist 5'-N-ethylcarboxamidoadenosin (NECA)[470] stimuliert.
Bei erhohter Agonistenkonzentration konnte bei BAY 60-6583 eine gesteigerte Sekretion von
IL-6, IL-11 und IL-1P beobachtet werden (s. Abb. 4.29). Diese Ergebnisse konnten jedoch
aufgrund der hohen Agonistenkonzentrationen auch durch unspezifische off-target-Effekte
bedingt sein.

Die Aktivierung des Ajg-Rezeptors fiihrt zur Sekretion des Angiogenese fordernden Zytokins
VEGEF [133], welches unter dem Einfluss von Adenosin steht [181, 471, 472]. Fiir hSC konnte
im Unterschied zu rEPDC erst bei hohen Konzentrationen von BAY 60-6583 ein signifikanter
Anstieg der Expression von VEGF detektiert werden (s. Abb. 4.29). Dabei muss jedoch
angemerkt werden, dass unter gleichen Versuchsbedingungen die basale Sekretion von VEGF
und IL-6 bei hSC bereits hoher als die stimulierte Sekretion dieser Zytokine bei rTEPDC war.
Es kann daher vermutet werden, dass sich die hSC bereits in einem stimulierten Zustand
befanden und daher nur eine geringe Reaktion auf zusitzliche Stimulationen durch A;a/Azp-

Rezeptoragonisten zeigten.
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Fir EPDC wird aufgrund ihrer Migration in das Myokard ein Einfluss der Zytokinsekretion
im Infarktbereich vermutet. Da EPDC des Ventrikels erst durch eine Gewebsschidigung
entstehen, liegt die Vermutung nahe, dass bei der initialen Aktivierung der EPDC auch
extrazelluldres ATP von apoptotischen oder nekrotischen Zellen beteiligt ist. Im Atrium ist
iiber eine derartige Aktivierung nichts beschrieben. Uber die Mechanismen der Nukleotid-
Freisetzung aus atrialen Zellen ist nur wenig bekannt (s. Kapitel 4.2). Analog zu den EPDC
des Ventrikels konnte eine atriale Ischdmie oder eine Gewebsschidigung durch
Kathetherablasion zu einer Aktivierung von atrialen EPDC fiihren. Bei ldnger anhaltenden
VHF konnte ein gesteigerter Druck im Atrium [385] einen Ausloser fiir EMT darstellen.
Mechanischer Stress konnte bereits als Ausloser fiir EMT bei Epithelzellen identifiziert

werden [473].

5.4 Differenzierungspotential von hSC

Das Repertoire der Oberfldchenproteinen einer Zelle gibt sowohl Auskunft iiber ihre Funktion
als auch tiiber ihren Differenzierungszustand und ihre Gewebezugehorigkeit. Beispielsweise
wird bei fortschreitender Differenzierung einer Zelle die Expression embryonaler Marker oder
Stammzellmarker eingestellt, jedoch die Expression von gewebespezifischen Markern erhoht.
Mithilfe einer Analyse des Oberflichenproteoms konnen daher sowohl funktionelle
Eigenschaften einer Zellpopulation ermittelt als auch eine Aussage iber das

Differenzierungspotential der Zelle getroffen werden.

5.4.1 Markeranalyse der hSC

Wihrend in verschiedensten Publikationen eine mogliche Differenzierung zu glatten
Muskelzellen, Endothelzellen und Myofibroblasten gezeigt werden konnte, ist die
Differenzierung von ventrikuliren EPDC zu Kardiomyozyten umstritten [7, 137, 139, 142,
144] [145].

Bei der Analyse der hSC konnten die in der Literatur fiir EPDC beschriebenen Marker WT1
und Tbx18 sowohl auf mRNA-Ebene mittels qPCR als auch auf Proteinebene anhand von
Immunfluoreszenzanalyse eindeutig identifiziert werden, wobei als Grundlage die Protokolle

zur Analyse von Ratten-EPDC dienten [139, 146]. Weiterhin zeigten die hSC bei der Analyse
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mittels Durchflusszytometrie die Expression der mesenchymalen Stamm- bzw.
Progenitorzellmarker CD73 (> 90 %) und CD90 (~ 60 %), welche in der Literatur bei
reaktivierten EPDC bekannt sind [142, 144, 146].

Zellen mit einer starken Expression von CD73 — und damit einer CD73-vermittelten
Adenosinbildung — fiihrt zu einer deutlichen Hemmung der Entziindung, wie in Kapitel 1.4.1
dieser Arbeit im Detail beschrieben ist. Neuere Erkenntnisse zeigen weiterhin einen Einfluss
von CD73 auf die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6, IL-11 und VEGF
[181].

Von wichtiger Bedeutung fiir das regenerative Potential der hSC und EPDC ist die Expression
kardialer Markergene und Markerenzyme. Bei BM-MSC oder iPSC fehlt diese kardiale
Zugehorigkeit, was das Risiko einer Differenzierung in ungewollte Zelltypen wie Adipozyten,
Osteoblasten oder hematopoetische Zellen birgt [398, 474, 475]. So ist die Expression
kardialer Marker und die daraus resultierende kardiale Zugehorigkeit ein wichtiges Kriterium
fiir die zukiinftige Verwendbarkeit von hSC und EPDC bei der Regeneration des Herzens.

Im Gegensatz zu MSC zeigten die hSC die Expression des frithen kardialen Markers GATA4
sowie des spiten kardialen Markers kardiales Troponin T (cTnT) auf mRNA-Ebene
(s. Abb. 4.4) und Proteinebene (s. Abb.4.5), wobei cTnt nur bei wenigen Zellen auf
Proteinebene gefunden werden konnte. Da ebenfalls die Expression der Stamm- bzw.
Progenitorzellmarker CD105, CD44 und c-Kit bei einem Teil der Zellen gefunden wurde,
lasst dies vermuten, dass es sich bei hSC um einen Zelltyp handelt, der sich in einem frithen
Stadium der kardialen Differenzierung befindet.

Die Anwesenheit des fiir Kardiomyozyten typische cTnT lidsst eine mogliche Differenzierung
der Zellen zu Kardiomyozyten vermuten. Im Gegensatz dazu konnte keine Expression des
Endothelmarkers CD31 auf Proteinebene beobachtet werden (s. Abb. 4.3 und Abb. 4.5), was
eine Differenzierung der hSC zu Endothelzellen ohne einen =zusitzlichen Ausloser
unwahrscheinlich macht. Dies ist bereits fiir EPDC bekannt [133, 199], welche ebenfalls nicht
ohne zusitzliche Wachstumsfaktoren zu Endothelzellen differenzieren.

Ein Wachstumsfaktor, der einen Einfluss auf die Differenzierung zu Endothelzellen hat, ist
VEGF [14]. Insbesondere da hSC auch die VEGF-Rezeptoren Neuropilin 1 (NRPI) und
VEGFR-2 (kinase insert domain receptor, KDR, Flk1) exprimieren (s. Abb. 4.31), liegt die
Vermutung nahe, dass VEGF eine Differenzierung zu Endothelzellen auch bei hSC bewirken
kann. Dass die hSC in Zellkultur nicht spontan zu Endothelzellen differenzieren, konnte an

der Expression von TGF- liegen.
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Dieser Wachstumsfaktor wird ebenfalls von hSC sekretiert (s. Abb. 4.23) und ist dafiir
bekannt, EMT bei EPDC zu stimulieren [197, 198] und die Differenzierung von EPDC zu
Zellen der glatten Muskulatur zu fordern [144, 199]. Diesbeziiglich wurde festgestellt, dass
das als Marker fiir EMT und glatte Muskulatur verwendete o-SMA sowohl auf mRNA-Ebene
(s. Abb. 4.4) als auch von ~ 40 % der hSC auf Proteinebene (s. Abb. 4.5) exprimiert wird.
Moglicherweise akkumuliert daher bei den hSC in Zellkultur das sekretierte TGF- die
Wirkung von VEGF und verhindert die Differenzierung zu Endothelzellen.

Die Daten der Immunfluoreszenz deuten darauf hin, dass ein Teil der Zellen eine teilweise
Differenzierung hin zu Myofibroblasten durchgemacht hat. Eine Differenzierung von EPDC
zu Zellen der glatten Muskulatur ist in der Literatur gut beschrieben, wobei die vorliegende
Differenzierung der hSC é&hnlich wie bei EPDC [199] mdglicherweise durch autokrine
Sekretion von TGF-B verursacht wird. Interessant ist dabei jedoch, dass die Differenzierung
der EPDC zu SMC mit fortschreitender Zeit in Kultur nicht signifikant voranschreitet
(s. Abb. 4.9). Wie bereits oben beschrieben, besitzen die hSC spezifische Marker wie WTI
und Tbx18, welche in der Literatur fiir die Identifizierung von EPDC genutzt werden [30,

139, 149, 150].

Uber eine Oberflichenproteomanalyse wurden hSC mit tEPDC verglichen. Dabei wurden
Oberflachenproteine identifiziert, welche eine Rolle bei der Differenzierung zu kardialen
Zellen spielen und fiir zukiinftige Analysen von Bedeutung sein konnen. Fiir die Analyse
wurden extrazelluldre Proteindoménen biotinyliert und die Proteine selektiv isoliert. Erhaltene
Proteine wurden mittels Fliissigkeitschromatografie und gekoppelter Massenspektrometrie mit
Nano-Elektrospray-lonisation (ESI) getrennt und die detektierten Peptidfragmente mit

Datenbanken abgeglichen, wie in Kapitel 3.15 dieser Arbeit im Detail erldutert ist.

Ein Vergleich von hSC mit rEPDC zeigte eine groBe Ubereinstimmung der Proteine zwischen
den Spezies. So konnte zunichst dargestellt werden, dass zwischen den 239 identifizierten
Proteinen bei hSC und den 396 identifizierten Proteinen bei rEPDC insgesamt 149
ibereinstimmen (s. Abb. 4.24 A). Die geringere Anzahl an identifizierten Proteinen bei hSC
kann dadurch erklidrt werden, dass fiir eine positive Identifizierung eines Proteins mindestens
zwei der drei analysierten Proben dieses Protein nachweislich enthalten mussten.

Im Vergleich zu rEPDC zeigte sich fiir hSC eine deutlich hohere Anzahl an Proteinen, welche
lediglich in einer der drei Proben enthalten war und daher nicht als positive Identifizierung

definiert werden konnte. Dies liegt vermutlich darin begriindet, dass bei den rEPDC die Tiere
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aufgrund ihrer Herkunft aus einem Auszuchtstamm (Wistar) genetisch deutlich dhnlicher sind

als dies bei den Spendern der humanen Biopsien der Fall ist.

Die 149 der bei beiden Spezies vorkommenden Proteine wurden aufgrund ihrer Funktionalitét
in verschiedene Gruppen und Untergruppen eingeteilt (s. Abb. 4.24 B+C). Die einzelnen
identifizierten Proteine wurden dann iiber ihre bekannte Funktionalitit oder ihre Assoziation

mit pathologischen Prozessen in einem KEGG-Diagramm dargestellt (s. Abb. 5.1).

T PI3K:AKt S
- ‘\ ) : signaling / cancer
Proteoglycans i i - /] path\*ay/ ‘

in cancer

Hematopoietic _ ‘cytoskeleton \: \jw/ A ;f-‘/_\\ /‘m
cell lineage - —a \:\ oo g
: 1»;.:“ X o
y “ _Phagosome [/ XXARINDNY Cell adhesion
' /1775800 |RR molecules
(:. ‘ f.f:,e.« | = (CAMSs)
Protein o 4 ‘ \b
processing in . Arrhythmogemc
endoplasmic Hypertrophic  right ventricular
reticulum Dilated cardiomyopathy cardiomyopathy
cardiomyopathy (HCM™m) (ARVC)

Abb. 5.1: Cluster-Darstellung der Signalwege ausgewihlter identifizierter Oberflichenproteinen von hSC
und rEPDC

Die bei hSC und rEPDC gefundenen Oberflichenproteine (kleine weifle Kreise) wurden mittels ClueGo
analysiert und signifikant (P < 0,01) angereicherten KEGG-Interaktionswegen (braune Kreise) zugeordnet.

Kleine Kreise entsprechen dabei Ontologien mit < 11, groe Kreise bedeuten Ontologien mit > 11 assoziierten
Proteinen.
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5.4.2 Mogliche funktionelle Bedeutung ausgewdhlter
Oberflichenproteine

Von den bei der Oberflachenproteomanalyse identifizierten Proteinen sollen die Funktion und
die moglicherweise resultierenden Einfliisse auf das kardioregenerative Potential der Zellen

an ausgewdhlten Proteinen im Folgenden exemplarisch erldutert werden.

Neuropilin 1 (NRP1) dient als Rezeptor fiir verschiedene Semaphorine und VEGF [476]. Es

hat als Korezeptor fiir VEGF eine Bedeutung fiir die Angiogenese und die
Neovaskularisation, wobei es ebenfalls eine Rolle bei der Tumorentwicklung spielt [477,
478]. Wihrend der Embryonalentwicklung des Herzens und des Nervensystems sind Signale
durch Interaktion von VEGF und NRP1 notwendig fiir die Angiogenese [476].

Die Expression von NRP1 konnte auf endotheliale Eigenschaften von hSC und rEPDC
hinweisen, da NRP1 ansonsten vor allem auf Endothelzellen nachgewiesen wurde [477]. Eine
mogliche Interaktion mit durch die hSC und rEPDC sekretiertem VEGF konnte dabei einen
vielversprechenden zukiinftigen Forschungsaspekt darstellen. Interessant dabei ist auch, dass
neben NRP1 auch der VEGF-Rezeptor VEGFR-2 (kinase insert domain receptor, KDR, Flk1)
gefunden wurde [146].

Der Nachweis der Expression des homing cell adhesion molecule (HCAM, CD44) steht z. T.

im Widerspruch zu den durchflusszytometrischen Daten der Charakterisierung, bei welcher
die Expression von CD44 bei hSC nur bei wenigen Zellen gezeigt werden konnte
(s. Abb. 4.3.A). Zum einen macht die Oberflachenproteomanalyse keine Aussage zur Menge
des isolierten Proteins, zum anderen konnten mit dem bei der Durchflusszytometrie
verwendeten AntikOrper auch bei hMSC nur eine geringe Anzahl positiver Zellen ermittelt
werden, was im Widerspruch zur Literatur steht [479, 480]. Daher besteht die Moglichkeit,
dass die Bindungsstirke des Antikorpers bei der durchflusszytometrischen Untersuchung

gering und der tatsdchliche Anteil an CD44-positiven hSC deutlich hoher war.

Als Teil des Rezeptors fiir TGF-f3 besitzt Endoglin (CD105) eine entscheidende Rolle bei
durch TGF-B ausgelosten Prozessen wie Angiogenese und EMT sowie der
Embryonalentwicklung des Herzens [51]. Dabei konnte Endoglin sowohl auf endothelialen

Zellen als auch auf Fibroblasten gefunden werden [481].
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Die durch TGF-B/NRP1 aktivierten Signalwege sind an Mechanismen wie kardialer Fibrose
beteiligt, weshalb sie einen wichtigen therapeutischen Ansatzpunkt darstellen [482].

Ebenso wie bei CD44 wurde auch die Expression von CDI105 beir der
Oberflichenproteinanalyse gefunden, konnte jedoch bei der durchflusszytometrischen
Analyse der hSC nur bei wenigen Zellen detektiert werden. Da bei der
durchflusszytometrischen Untersuchung CD105 ebenso wie CD44 fiir hMSC nur wenige
positive Zellen aufzeigte und die Expression von CD105 als Kriterium fiir MSC gilt [479,
480], ist dies ebenso wie bei CD44 ein Hinweis darauf, dass tatsdchlich mehr als der

detektierte Anteil an Zellen eine CD105-Expression besitzen.

Die Expression der vier Ephrinrezeptoren Ephrin type-A receptor 2 (EphA2), Ephrin type-A

receptor 4 (EphA4), Ephrin type-B receptor 2 (EphB2) und Ephrin type-B receptor 4
(EphB4) wurde bei der Oberflichenproteomanalyse nachgewiesen. Fiir letztere Rezeptoren
konnte eine entscheidende Rolle bei der Angiogenese wihrend der Embryonalentwicklung
identifiziert werden [483-485]. Ebenfalls wurde fiir EphA2 eine Beteiligung bei der Sekretion
proinflammatorischer Zytokine und der Rekrutierung von inflammatorischen Zellen

nachgewiesen [486].

Matrix-Metalloproteasen (MMP) sind vor allem fiir den Abbau von extrazellularer Matrix

(ECM) verantwortlich und haben ebenfalls einen Einfluss auf Migration, Differenzierung und
Proliferation von Zellen. Der Abbau von ECM erfolgt durch katalytische Spaltung von
Proteinen wie Kollagen, Fibronektin und Laminin iiber eine Zink-Bindungsstelle. Dies
geschieht sowohl fiir die Homeostase im Normalzustand, insbesondere jedoch bei
remodeling-Prozessen des Gewebes. Die MMP14 sowie das matrix-remodeling-associated
protein 5 (MXRAS) und matrix-remodeling-associated protein 8 (MXRAS8) wurden bei der
Oberflichenproteomanalyse bei rEPDC und hSC gefunden. Dies ist insofern interessant, als
dass fiir MMP14 bereits eine Interaktion mit CD44 beschrieben wurde, welche eine
verbesserte Migration von vaskuliren SMC zur Folge hatte [487]. Eine durch TGF-
induzierte Expression von MXRAS konnte als antiinflammatorisch und antifibrotisch bei
chronischer Nierenerkrankung identifiziert werden [488]. Uber MXRAS ist vergleichsweise
wenig bekannt, jedoch konnte seine verstirkte Expression in VEGF-C-behandelten
Kardiomyozyten nach Infarkt beobachtet werden, was auf einen Einfluss beim Uberleben der
Zellen hindeutet [489]. Insgesamt zeigt die Expression von MMP eine Beteiligung der hSC
und rEPDC bei Remodeling-Prozessen durch den Abbau von ECM.
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Der Rezeptor fiir den epidermalen Wachstumsfaktor (EGFR) kann zusitzlich zu EGF auch
durch TGF-a aktiviert werden und reguliert durch Signaltransduktion iiber (ERK)/MAPK,

PI3K/Akt und JNK Proliferation, Uberleben, Differenzierung und Migration von Zellen sowie
inflammatorische Prozesse und die Matrix-Homeostase [490]. Dabei konnte EGFR als

notwendig fiir eine korrekte Embryonalentwicklung des Herzens identifiziert werden [491].

Ebenso wie EGFR ist der platelet-derived growth factor receptor (PDGFR) an der Regulation

von Proliferation, Uberleben und Differenzierung von Zellen beteiligt, wobei die beiden
Subtypen PDGFRo und PDGFRp unterschieden werden [492, 493]. PDGFRa, der ein
wichtiger Faktor fiir die Organogenese und die Entwicklung von spezialisierten
mesenchymalen Zellen ist, konnte bereits bei rEPDC identifiziert werden [146, 494]. Fiir
PDGFRB konnte bei Expression auf Kardiomyozyten ein positiver Effekt bei der

stressinduzierten kardialen Angiogenese festgestellt werden [495].

Transmembranproteine der neurogenic locus notch homolog protein (Notch)-Familie sind an

einer Reihe von wichtigen Prozessen der Embryogenese, wie beispielsweise der Entwicklung
des GefiBsystems oder der Ausbildung der Korperachsen, beteiligt [496, 497]. Von den vier
bekannten Notch-Rezeptoren konnte Notch2 bei rEPDC und hSC gefunden werden. Dieses
wurde als wichtig fiir die Proliferation von SMC wihrend der Herzentwicklung identifiziert,
wobei Mutationen von Notch2 schwerwiegende Krankheiten verursachen kénnen [498, 499].
In Bezug auf die Differenzierung zu SMC konnte fiir Notch-Signalwege eine Interaktion mit
dem TGF-B-Signalweg nachgewiesen werden, wodurch sie einen wesentlichen Beitrag bei der

Differenzierung von SMC aus Stammzellen leisten [S00].
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5.5 Ausblick

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die untersuchten hSC
weitestgehend mit den in der Literatur als CStC [333], CASCs [402] oder atriale EPDC [136,
144, 198, 403-405] bezeichneten Zellen iibereinstimmen, was auf einen gemeinsamen Zelltyp
hindeutet.

Weiterhin zeigte sich aufgrund der iibereinstimmenden identifizierten Proteine bei der
Oberflichenproteomanalyse ein dhnlicher molekularer Phidnotyp, wodurch ein gemeinsamer,
speziesiibergreifender, entwicklungsbiologischer Ursprung von hSC und ventrikuldren EPDC
vermutet werden kann.

Mit der Analyse des Oberflichenproteoms wurde eine Vielzahl von Proteinen identifiziert, die
in Proliferation, Zelliiberleben, Differenzierung und Migration involviert sind. Vor allem die
Angiogenese und die Bildung von SMC sind wichtige Faktoren der Wundheilung nach
Infarkt. Fine Angiogenese und positive Einfliisse auf Remodeling-Prozesse sowie eine
Regulation der Immunantwort haben positive Auswirkungen bei pathologischen Prozessen
des Atriums. Es ist besonders herauszustellen, dass einige der identifizierten Proteine bisher
vor allem auf Immunzellen oder kardialen Fibroblasten oder Kardiomyozyten nachgewiesen
wurden.

Die Identifizierung von frithen und spiten kardialen Markern bei hSC deutet darauf hin, dass
diese Zellen ihre embryonale Signatur behalten haben und befihigt sind, an reparativen
kardialen Mechanismen bei addquater Stimulation mitzuwirken. In Kombination mit der
Identifikation von verschiedenen Oberflichenrezeptoren ergeben sich interessante
Ansatzpunkte fiir die zukiinftige Erforschung der Bedeutung dieser multipotenten Zellen bei

verschiedenen kardialen und pathologischen Prozessen.
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Anhang

I. Plasmidkarten

Abb. L1.: Plasmidkarte von pLenti-GIII-CMV-GFP-2A-Puro (Applied Biological Materials (ABM) Inc.)

Nhel EcoRV EcoRV BamHI Xbal

b ap

pLenti-GllII-CMV-GFP-2A-Puro
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Excludes Insert

Kan" {1~ ’LTR - BN

Abb. 1.2:Plasmidkarte von pBABE-hygro-hTERT (Addgene#1773)
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Abb. 1.3: Plasmidkarte von pMD2.G (Addgene#12259)
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Abb. 1.4: Plasmidkarte von psPAX2 (Addgene#12260)
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IL. Anonymisierte Patientendaten

Biopsie- Infarkt Bypass Bluthochdruck Diabetes

nummer OP-Datum Geschlecht Alter Operation ~ Vorhof (+/-) (+/-) (+/-) (+/-) BMI Comorbiditaten
1 18.12.2103 m 57 ACB re - - - + 25 Hyperlipidamie
7) 28.01.2014 m 60 AKE re - - + - 27 AV Block, Asthma

AKE+ 4fach
5 25.02.2014 w 76 Bypass re + - + - 25 Hyperlipidamie
4 12.03.2014 m 78 AKE re - - + - 23 Hyperlipidamie
5 14.03.2014 m 78 AKE + ACB re - - + - 30 Hyperlipiddmie
AKE, TKR, PFO-
6 04.04.2014 m 81 VerschluR, VHF li - - - + 31 pulmonale Hypertonie
MK+TK
7 15.04.2014 m 62  Annuloplastik li - - - - 27 Hyperlipidamie
8/9  22.04.2014 m 64 HTX li/re - - - - 25 Hyperlipiddmie

10 01.07.2014 w 67  MKR+Bypass li - - - - 21 Hyperlipiddmie

ilal 07.07.2014 m 39 AKE re - - - - 23 -

12 15.07.2014 m 62 HTX li + 28 Hyperlipidamie

13 18.07.2014 m 71 Bypass re - - + - 31 Hyperlipidamie

14 24.08.2014 m 55 HTX re + - + - 22, VHF

15 06.01.2015 m 70 AKE+ACB re - - + + 25 Hyperlipiddmie, COPD

16  08.01.2015 m 75 AKE re - - + + 29 Hyperlipidamie

17 15.01.2015 w 57 AKE re - - + + 43 Hyperlipidamie

18  27.01.2015 m 745 AKE re - - + - 35 -

19 03.02.2015 m 84 AKE re - - + - 25, pulmonale Hypertonie, Ektasie der Aorta asc.

20 12.02.2015 m 77 AKE re + - - - 24 Koronarsklerose

21 18.02.2015 w 69 ACB re - - + - 31 Hyperlipiddmie

22 23.02.2015 w 74 AKE re - + - 32 Adipositas

23 26.03.2015 m 71 AKE li - - + - 32 Vorhofflimmern

24 13.05.2015 m 63 HTX - - + - 31 Vorhofflimmern

25 17.05.2015 w 47 HTX - - + - 28 -

AKE,
subvalvuldre
26 10.06.2015 w 7/l Myektomie re - - + - 27 HOCM
Chronisches Vorhofflimmern, Massive Dilatation
27  24.06.2015 m 73  MIC-MKR+TKR  re - - - - 27  desrechten Vorhofes, reduzierte RV-Funktion
AKE,

28 10.07.2015 m 51 Vorhofablation re - - + + 40 Chron. VHF, Adipositas per magna
Koronare DreigefaRerkrankung mit systolisch
global mittelgradig reduzierter LV Funktion und

29 13.08.2015 m 76 AKE - - + + 23 Hypokinesie inferior

30 20.08.2015 m 65

31/32 20.08.2015 m 56 HTX li - - + - 32 Chron. VHF, Hyperthreose, Adipositas
Ektasie der Aorta asc., Paroxysmales
33 16.09.2015 w 70 AKE, MKR - - + - 23 Vorhofflimmern
Z.n. Nierentransplantation mit
ImmunsuppressionDoppelklappenendokarditis

34 01.10.2015 m 45 AKE, MKE - - - - 25 (Mitral- und Aortenklappe)

35 23.10.2015 m 68 ACVB re - + + + 36 Hyperlipoproteindmie

36  24.10.2015 m 61 HTX - - + - 33 ICM

37 02.11.2015 m 68

Hochgradige Trikuspidalklappeninsuffizienz,

38 10.12.2015 w 75  MIC-MKR+TKR re - - - - 25 Arrhythmia absoluta bei Vorhofflimmern

39/40 31.12.2015 m 55 HTX li - - + - 27 Kardiomyopathie und Aorteninsuffizienz Ill°
AKR mit Ektasie
der Aorta Hochgradige Aortenklappeninsuffizienz, Aorta
41 14.01.2016 m 74 ascendens - - + - 21 ascendens Aneurysma
42 15.01.2016 m 66 AKE re - + + - 30 Hypothyreose, Adipositas
AKE, MKE,
Exklusion li Intermittierende Absolute Arrhythmie bei
43 01.02.2016 m 71 Vorhofohr li - - - - 30 Vorhofflimmern
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