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EINLEITUNG 1

A  Einleitung

1  Das Modellsystem der Embryoid Bodies

Die friihe Embryonalentwicklung des Saugers nach Einnistung des Keimes in der
Uterusschleimhaut ist bisher noch wenig untersucht, da es auBerordentlich schwierig ist,
Embryonen frither Entwicklungsstadien im lebensféhigen Zustand fiir physiologische
Studien zu gewinnen. In diese Liicke st68t das dreidimensionale in vitfro Modellsystem
der Embryoid Bodies (EBs) (Gossler et al., 1986), das sich vor allem bei der
Erforschung frither Stadien der Postimplantationsentwicklung bewahrt hat
(Doetschmann et al., 1985).

Diese EBs werden in vitro durch die Aggregation von embryonalen Stammzellen
gewonnen (siche A 1.1). Sie kdnnen in grolen Massen herangezogen werden und sind
daher geeignet, um unter konstanten Bedingungen Studien iiber die Auswirkung
Zelldifferenzierungs-modulierender bzw. embryotoxischer Einfliisse (Spielmann et al.,
1997) an differenzierenden bzw. differenzierten embryonalen Stammzellen (ES-Zellen)
durchzufiihren. Dariiberhinaus sind sie zugénglich fiir pharmakologische und
elektrophysiologische Untersuchungen (z.B. Analyse von kardioaktiven Substanzen
(Pich et al., 1997; Wobus et al., 1991; Wobus et al., 1994; Wobus et al., 1997). Ein
weiterer Vorteil ist, dass ES-Zellen genetisch manipuliert werden kénnen (Doetschmann
et al., 1986; Rathjen et al., 1998). Bestimmte Gene kdnnen deletiert (knock-out) (Fassler
et al., 1995; Féssler & Meyer, 1996; Wobus & Kaomei 1998) oder neue Gene,
beispielsweise Reportergene, in das Genom eingebracht werden (Kolossov et al., 1998;
Metzger et al., 1996; Wobus et al., 1997).

Da EBs unter Zellkulturbedingungen aus permanenten Zelllinien hergestellt werden,
tragt dieses in vitro Modellsystem des Saugetierembryos dazu bei, kostenintensive und
ethisch zum Teil nur schwer zu vertretende Tierversuche zu vermeiden.

Die Attraktivitit des EB-Modellsystems hat durch die Verwendung von menschlichen
ES-Zelllinien weiterhin zugenommen (Reubinoff et al., 2000; Shamblott et al., 1998;
Thomson et al., 1998), da sich die Moglichkeit erdffnet, eine Reihe von differenzierten
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menschlichen Zellen (z.B. Kardiomyozyten, Neurone oder Insulin-sezernierende Zellen)
zu gewinnen. Dies konnte ein Ansatzpunkt fiir autologe Transplantationen ir vitro
differenzierter Zellen sein (Kehat et al., 2001; Xu et al., 2002), falls diese Zellen in

hoher Reinheit und ohne genetische Mutationen gewonnen werden konnten.

1.1 Die Entwicklung und Differenzierung von Embryoid Bodies

Die EBs werden aus pluripotenten ES-Zellen der Maus gewonnen (Abbildung 1). Diese
ES-Zellen stammen aus der inneren Zellmasse einer dreieinhalb Tage alten Blastozyste
(Evans & Kaufman, 1981; Martin, 1981) und kénnen auf einer Unterlage embryonaler
Fibroblasten (feeder layer) oder in Anwesenheit von Differenzierungsinhibitoren
(leukemia inhibitory factor, LIF) in permanenter Zellkultur viele Passagen im
undifferenzierten Zustand gehalten werden (Rohwedel et al., 1996; Wobus et al., 1991).
In Abwesenheit von Differenzierungsinhibitoren (LIF) (Smith et al., 1987; Willams et
al., 1988) wachsen ES-Zellen in Suspensionskultur zu multizelluldren sphérischen
Gebilden, den ,,Embryoid Bodies* heran. Diese friihen Postimplantationsembryo-
shnlichen, embryonalen Gewebsstrukturen entwickeln innerhalb von drei bis acht Tagen
Zelltypen aller drei Keimblitter (Endoderm, Ektoderm und Mesoderm) (Doetschmann
et al., 1985; Wobus et al., 1984). Weitere potentielle Differenzierungsmoglichkeiten in
EBs sind die Entwicklung glatter (Drab et al., 1997) und quergestreifter (Rohwedel et
al., 1994) Muskulatur sowie neuronaler (Bain et al., 1995; Strubing et al., 1995) und
glialer (Angelov et al., 1998; Fraichard et al., 1995) Zellen. Des weiteren sind
Kardiogenese (Maltsev et al., 1993; Wobus et al., 1991), Angiogenese (Vittet et al.,
1996; Wartenberg et al., 1998), Himatopoese (Kennedy et al., 1997; Wiles & Keller,
1991) und Lipogenese (Dani et al., 1997) zu beobachten.

Im Prinzip zeigen die verschiedenen ES-Zelllinien in vitro eine pluripotente
Entwicklungsfiihigkeit. Fiir eine maximale Differenzierung eines spezifischen Zelltyps
wurden bestimmte Zelllinien und Kulturbedingungen (z.B. Anzahl der Zellen in den
EBs, Zeit der EB-Plattierung, Medium, Mediumzusiitze oder Wachstumsfaktoren)
entwickelt (Tabelle 1) (Guan et al., 1999b).
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O—©®—0©

Zygote Blastozyste

Kultivierung

ES-Zellen

Differenzierung in
Embryoid Bodies

@

Endoderm Ektoderm Mesoderm
(viszerale und parietale (epitheliale und (Herz-, Skelettmuskel-
endodermale Zellen) neuronale Zellen) und Blutzellen)

Abbildung 1: Differenzierung in Embryoid Bodies. Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) werden aus
der inneren Zellmasse der Mausblastozyste gewonnen. Diese ES-Zellen kénnen mit Hilfe des

Modellsystems der Embryoid Bodies in Zelltypen aller 3 Keimbltter differenzieren.
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ES-Zelllinien

AB1 |AB2.1|B117|BLC6| CCE |CGR8| D3 |El4.1| J1 R1
Endotheliale Zellen < N N
Epitheliale Zellen \
glatte Muskelzellen v + */
Kardiomyozyten N N v \I N y N
neuronale Zellen \/ \l v \l
quergestreifte v v v v
Muskelzellen

Tabelle 1: Beispiele fiir ES-Zelllinien. Sie konnen fiir die in vitro Differenzierung in bestimmte

Zelltypen verwendet werden (Guan et al., 1999b).

1.2 Kardiomyozytendifferenzierung in Embryoid Bodies

Die bisherigen Daten iiber die EB-Differenzierung korrelieren mit der Entwicklung der
Maus in frithen Postimplantations-Entwicklungsstadien.

Bei in vitro Differenzierungen entwickeln sich die ES-Zellen unter anderem in
mesodermales Gewebe einschlieflich Kardiomyozyten, Skelettmuskelzellen und glatten
Muskelzellen (Robbins et al., 1982; Robbins et al., 1986). Kardiomyozyten
reprisentieren eines der ersten funktionierenden Organe in der Mausentwicklung. Die
Entwicklung der Skelettmuskulatur erfolgt spéter (Robbins et al., 1990).
Kontrahierende ES-Kardiomyozyten (10 bis 30 % der Auswachsfléche des EBs) sind
schon einen Tag nach der Ausplattierung der EBs zu beobachten. Zwei bis zehn Tage
nach der Ausplattierung zeigen bis zu 90 % der EBs kontrahierende Areale (Metzger et
al., 1995; Wobus et al., 1991). Mit elektrophysiologischen Messungen der
Aktionspotentiale und der Ionenstréme wurde die Kardiomyozytendifferenzierung zum
sinusoidalen (14 %), atrialen (38 %) und ventrikulédren (48 %) Typ (Féssler & Meyer,
1996; Maltsev et al., 1993) sowie die Differenzierung zu Purkinje- und Schrittmacher-
Zellen (Hescheler et al., 1997, Wobus et al., 1995; Wobus et al., 1997) beobachtet.
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Im Vergleich zu fetalen Maus-Kardiomyozyten zeigen die in vitro differenzierten ES-
Kardiomyozyten hinsichtlich der Expression und Eigenschaft der Ionenkanile (Ca*",
Na*, K") tibereinstimmende Merkmale (Doevendans et al., 2000; Maltsev et al., 1994).
In vitro differenzierte ES-Kardiomyozyten exprimieren — zeitgleich zu der Entwicklung
im Uterus — herzspezifische Gene wie beispielsweise a- und B-MHC (cardiac myosin
heavy chain) (Sanchez et al., 1991), MLC 2V (myosin light chain 2V) (Miller-Hance et
al., 1993) und Phospholamban (Ganim et al., 1992).

Elektronenmikroskopische Untersuchungen, welche die typischen kardialen
Morphologiemerkmale (z.B. sarkomere Struktur) in ES-Kardiomyozyten darstellen
(Doetschmann et al., 1985; Westfall et al., 1997), bestitigen weiter, dass die
Differenzierung von Kardiomyozyten aus ES-Zellen der in vitro Situation im

embryonalen Herz der Maus entspricht.

1.3 Kardiomyozytenaufbau

Kardiomyozyten bestehen aus langen, quergestreiften und in der Regel verzweigten
Einzelzellen, die parallel zueinander verlaufen. Die End-zu-End-Verbindungen
zwischen zwei Kardiomyozyten werden als Disci intercalares (Glanzstreifen)
bezeichnet. Auf dieser Hohe sind die Gap junctions lokalisiert, welche die
kommunizierende Verbindung zwischen zwei Kardiomyozyten darstellen. Aus diesem

Grund kann das Myokardgewebe als ein funktionelles Synzytium bezeichnet werden.

Die kleinste Untereinheit, die sich in einer quergestreiften Myofibrille regelméfig
wiederholt, wird als Sarkomer bezeichnet und hat eine Lénge von etwa 1,5 bis 2,2 pm.
Eine Myofibrille besteht wiederum aus dicken (Myosin) und diinnen (Aktin)
Myofilamenten. Dabei setzt sich das Aktinfilament aus 3 Proteinen — Aktin,
Tropomyosin und Troponin — zusammen, wohingegen das Myosinfilament aus
Myosinmolekiilen besteht, die viel groBer als die anderen genannten Proteine sind.
Myosin und Aktin nehmen zusammen 55 % des Muskel-Gesamtproteins ein. Andere
Proteine, wie z.B. a-Actinin, Desmin und Vimentin, sind in kleineren Mengen

vorhanden.
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Wihrend der frithen in vitro Kardiomyogenese von ES-Zellen werden die
sarkomerischen Proteine in einem entwicklungsabhéngigen Muster in folgender
Reihenfolge organisiert: Titin (Z-Streifen), a-Actinin, Myomesin, Titin (M-Streifen),
sarkomerisches MHC, sarkomerisches a-Aktin und kardiales Troponin T. Die
myofibrilldre Lokalisierung des M-Proteins (M-Zone) kann erst in dem terminalen
Differenzierungsstadium nachgewiesen werden. Dieser Prozess der myofibrilléren
Organisierung ist auf eine Vielzahl von Signalen empfindlich, wie beispielsweise auf
Neurotransmitter, Hormone sowie auf verschiedene Mediumkomponenten (Guan et al.,
1999a).

1.4 Selektion von kardial differenzierten embryonalen Stammzellen

Ein Problem der in vitro Differenzierung ist der geringe Prozentsatz von kardial
differenzierten ES-Zellen (ungefihr 5 %) in einer EB-Zellpopulation (Hughes, 2002;
Metzger et al. 1995). Durch eine einfache genetische Manipulation der ES-Zellen wurde
ein Selektionsverfahren fiir eine nahezu reine ES-Kardiomyoyztenkultur entwickelt
(Klug et al., 1996). Bei diesem Verfahren wird zunéchst aus undifferenzierten ES-
Zellen eine stabil transfizierte ES-Zelllinie generiert. Fiir die Transfektion wird ein
Plasmid verwendet (Abbildung 2), das ein Fusionsgen aus dem Promotor des kardialen
a-MHC-Gens und der cDNA des resistenz-vermittelnden Gens
Aminoglycosidphosphotransferase enthélt.

Die entwicklungsabhingige Aktivierung des kardialen a-MHC-Promotors ist in vitro
abhéngig von der Anzahl der Zellen im EB und variiert zwischen dem fiinften (Guan et
al., 1999a; Hescheler et al., 1997) und siebten (Kolossov et al., 1998; Maltsev et al.,
1993; Maltsev et al., 1994) Differenzierungstag. Ab dem siebten Tag ist die a-MHC-
Expression unabhinig von der Anzahl der ES-Zellen im EB (Maltsev et al., 1993) und
das weitere Expressionsmuster reflektiert die in vivo Situation in dem sich
entwickelnden Mausembryo (Lompre et al., 1984; Metzger et al., 1995).

In der mit dem Transgen stabil transfizierten ES-Zelllinie iberleben also bei Zugabe des
Selektionsmarkers (G418 Sulfat) ab dem siebten Differenzierungstag nur diejenigen

Zellen, die sich kardial entwickeln und iiber den a-MHC-Promotor das Resistenzgen
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exprimieren. Mit dieser Methode konnten sehr reine ES-Kardiomyozytenkulturen
gewonnen werden (99,6 %). Dabei hat die Expression des Transgens keinen negativen
Einfluss auf die Kardiomyogenese, wie durch die spontane kontrahierende Aktivitéit
sowie die Fahigkeit, intrakardiale Verbindungen in adulten Méuseherzen zu bilden,
gezeigt wurde (Klug et al., 1996).

Inzwischen konnen mit einer Modifikation dieses Selektionsverfahrens spezifisch

ventrikuldre ES-Kardiomyozyten gewonnen werden (Miiller et al., 2000).

a-MHC-Promotor Neo®

4,5 kb 0,8 kb
-
Poly A

Abbildung 2: Plasmid fiir die Selektion von kardial differenzierten ES-Zellen. Die Expression der
Aminoglycosidphosphotransferase (Neo™) erfolgt tiber den o-MHC-Promotor. Am 3’ Ende sind
Poly-A Sequenzen fiir die Polyadenylierung der mRNA des Transgens angefiigt.

2  Adenoviren als eine virale Méglichkeit des Gentransfers

Adenoviren wurden urspriinglich als zytopathogenes Agens in Zellkulturen
menschlicher Tonsillen entdeckt und 1953 durch Rowe et al. (Rowe et al., 1953)
charakterisiert. Diese Viren, die zur Familie der Adenoviridae gehoren, wurden spéter
auch bei vielen Sdugern gefunden. Mittlerweile sind mehr als 80 serologisch
unterscheidbare Serotypen gefunden und charakterisiert worden, die in die Gruppen A-F
eingeteilt werden. Adenoviren sind membranlos und setzen sich aus einem inneren,
komplex aufgebauten DNA-Protein-Zentralkdrper (Core) und einer dulleren,
ikosaederformigen Proteinhiille (Kapsid) zusammen. Das genetische Material der
Adenoviren besteht aus einer linearen, doppelstringigen DNA (36 kb), die etwa fiir 15
Proteine kodiert (Horwitz, 1990).
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2.1 Infektionszyklus der Adenoviren

Adenoviren sind fihig, ein breites Spektrum sowohl replizierender als auch nicht-
replizierender Zellen zu infizieren (Horwitz, 1990).
Der Infektionszyklus lésst sich in zwei Phasen gliedern:

(1) Wthrend der friihen Phase werden virusspezifische Enzyme synthetisiert, die
unter anderem flir die Replikation viraler Nukleinséuren ben6tigt werden.

(2) In der spiten Infektionsphase (bis ca. 36 Stunden nach der Infektion), die mit der
Replikation der viralen DNA beginnt, werden vor allem die zelluldren
Funktionen weitgehend unterdriickt und die fiir die Strukturproteine
codierenden, viralen Gene exprimiert.

Nach der erfolgreichen Infektion lysieren Adenoviren die infizierte Zelle. Pro Wirtszelle
enstehen innerhalb von 36 bis 72 Stunden etwa 200.000 neue Viruspartikel. Diese Lyse
der Wirtszelle kann durch das Ausschalten der E1A- und E1B-Regulationsgene, tiber
die die virale Genexpression und Replikation gesteuert wird, verhindert werden. Durch
diesen Verlust der Replikationsfihigkeit konnten die Adenoviren als sichere Vektoren

fiir den Gentransfer verwendet werden.

2.2 Adenoviraler Gentransfer in Kardiomyoyzten

Die mogliche Verwendung von Viren fiir einen Gentransfer wurde 1966 von Tatum in
New York vorausgesagt. In den 80er Jahren entwickelten unabhéngig voneinander drei
verschiedene Gruppen rekombinante Retroviren, die als Vektoren fiir den Gentransfer
verwendet wurden (Shimotohno & Temin, 1981; Tabin et al., 1982; Wei et al., 1981).
Allerdings sind Retroviren nur bei mitotisch aktiven Zellen verwendbar.

Neben dem Gentransfer mit viralen Vektoren existieren auch nonvirale Methoden, die
durch eine geringere Effizienz gekennzeichnet sind. Versuche mit einer direkten
intramuskuldren Injektion von Plasmid-DNA in das Myokard zeigen lediglich eine
0,03 %-ige Expression des in die adulten Kardiomyozyten injizierten Transgens (Kitsis
et al., 1993). AuBler diesem Verfahren gibt es eine Reihe von anderen nonviralen
Methoden (z.B. Mikroinjektion, liposomale Transfektion, Elektrotransfektion u.a.), die

aber nicht effizient genug sind, um Transgene in sich nicht teilenden Zellen mit einer
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guten Expressionsrate einzuschleusen. Aus diesem Grund fokussierte sich die
Aufmerksamkeit insbesondere auf die Verwendbarkeit von Adenoviren aufgrund ihrer
Fahigkeit, postmitotische Zellen — inklusive adulte Kardiomyozyten — effizient zu
infizieren (Kirshenbaum et al., 1993).

Mit standardisierten rekombinanten DNA-Techniken kann das adenovirale Genom
manipuliert werden, wodurch die Einfligung eines Fremdgens (zwischen 8 und 10 kb)
ermoglicht wird (Berkner, 1998; Schneider & French, 1993). Im Vergleich zu der
Injektion der Plasmid-DNA ist eine direkte myokardiale Injektion des rekombinanten
Adenovirus in adulte Rattenherzen iiber 5.000-fach effizienter (Kass-Eisler et al., 1993).
Auch ist eine Applikation der Viren iiber die Koronararterien moglich (Barr et al., 1994;
Hajjar et al., 1998). Der Unterschied dieser zwei Techniken zeigt sich in der
Expressionsverteilung des Transgens. Die intramyokardiale Injektion des Virus erzielt
eine gute lokale Genaussaat, die aber auf ein Gebiet von 1 bis 2 mm um die injizierende
Nadel begrenzt bleibt. Dagegen zeigt die Applikation in die Koronarien eine weniger
effektive, aber diffusere Verteilung des Transgens. Neben diesen in vivo Methoden
konnen isolierte fetale und adulte Kardiomyozyten auch in vitro mit dem rekombinanten
Adenovirus infiziert werden. Dabei wird in diesen Primérkulturen eine hohe
Expressionrate erzielt (> 95 %) (Gojo et al., 1997; Zhou et al., 2000a).

Ungefihr 15 Jahre nach der ersten Verwendung von viralen Vektoren beschrieb Rust et
al. (Rust et al., 1997) einen adenoviral vermittelten Gentransfer in ES-Kardiomyozyten.
Dabei zeigten die ES-Kardiomyozyten eine stabile Expression des Transgens
(bakterielles LacZ Gen), wobei die Transfektion offenbar keinen negativen Effekt auf
die Kardiomyogenese und kontraktile Funktion hatte. Ferner konnte festgestellt werden,
dass die Transfektionseffizienz mit zunehmendem Differenzierungsalter anstieg (v.a. ab
dem 10. Tag), wobei sie aber mit maximal 27 % deutlich unter der Expressionsrate der

Primérkultur lag.

Trotz der nachweisbaren in vivo und in vitro Expression des Transgens bringen
Adenoviren im Vergleich zu Retroviren das Genmaterial nicht in einer dauerhaft
stabilen Form in den Zellkern ein. Verschiedene Faktoren, wie beispielsweise

zytotoxische T-Zellen und andere Entziindungszellen, tragen dazu bei, dass die
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Expression der viralen DNA und des Transgens zwar initial hoch ist, dann aber
innerhalb von zwei bis vier Wochen rasch abfillt (Yang et al., 1994).

3  Adrenerge Rezeptoren in Kardiomyozyten

3.1 Adrenerge Rezeptorsubtypen in Kardiomyozyten

Die Aktivierung von kardial exprimierten adrenergen Rezeptoren (AR) — beispielsweise
durch Katecholamine — spielt eine wesentliche Rolle in der schnellen Regulation der
myokardialen Funktion.

Eine erste Unterteilung in a- und B-AR wurde 1948 durch den Pharmakologen Ahlquist
aufgrund der unterschiedlichen Wirkprofile verschiedener Adrenalinderivate
durchgefiihrt (Ahlquist, 1948). Ahlquist’s Klassifikation wurde etwa 20 Jahre spiter auf
die B;- und Py-adrenergen bzw. a;- und az-adrenergen Subtypen ausgedehnt (Lands et
al., 1967, Starke et al., 1974; Langer, 1974). In den folgenden Jahren wurde gezeigt,
dass der in den Kardiomyozyten vorherrschend exprimierte AR dem $;-AR Subtyp
entsprach. Zu dieser Zeit wurden mogliche Einfliisse von anderen adrenergen Subtypen
auf die Katecholamin-Effekte am Herzen weitgehend ignoriert.

Heute weiB man, dass die Kardiomyozyten mindestens fiinf Typen der ARs, die alle zu
der G-Protein gekoppelten Rezeptorfamilie (GPCR) gehoren, exprimieren. Man
unterscheidet zwischen drei B-adrenergen Subtypen (B, B2 und B3) und zwei ;-
adrenergen Subtypen (a;aund a;g) (Chalothorn et al., 2003; O’Connell et al., 2003).
Obwohl die quantitative Expression der adrenergen Subtypen spezies-spezifisch ist, ist
in der Regel der: B1-AR der vorherrschende Subtyp in Kardiomyozyten (Xiang &
Kobilka, 2003). In den meisten Spezies exprimieren die kardialen Myozyten keine a,-

adrenergen Subtypen.

3.1.1 Physiologische Effekte der kardial exprimierten adrenergen Subtypen

Die verschiedenen Effekte der a;- und B-Rezeptor-Aktivierung beruhen auf der
Kopplung an unterschiedliche G-Proteine beziehungsweise der von ihnen aktivierten

Signalwege.
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Der B;-AR hat in vivo und in vitro die bestimmende Rolle in der Regulierung von
Herzfrequenz und Kontraktionskraft in der Maus (Devic et al., 2001; Rohrer et al.,
1999). Deren Zunahme wird dabei iiber einen cAMP-abhéngigen Mechanismus (siehe
A 3.2.2) erreicht (Sabri et al., 2000). Eine chronische Stimulation des B;-ARs induziert
eine Kardiomyozyten-Apoptose, deren Signalweg noch nicht vollstindig geklért ist
(Bisognano et al., 2000; Zhu et al., 2003).

Im Gegensatz dazu resultiert aus einer Aktivierung des B,-ARs ein anti-apoptotischer
Effekt, welcher durch die By-Untereinheit des inhibitorischen G-Proteins (G;) in adulten
Maus-Kardiomyozyten vermittelt wird (Singh et al., 2001; Zhu et al., 2001).

AuBer an G; koppelt der B,-AR auch an stimulatorische G-Proteine (Gs). Unter
physiologischen Bedingungen zeigte sich kein messbarer Effekt auf die
Kontraktionsfrequenz (Rohrer et al., 1996), hinsichtlich der Kontraktilitit liegen
widerspriichliche Ergebnisse vor (Xiao, 2000; Kaumann & Lemoine, 1987). Im
alternden Herzen und bei Herzinsuffizienz, bei denen eine selektive Down-Regulation
der B;-ARs vorliegt, nimmt der By-adrenerge Mechanismus durch Unterstiitzung der

Inotropie an Wichtigkeit zu (Bristow et al., 1986; White et al., 1994).

Die B3-ARs machen in dem humanen und murinen Herzen quantitativ die geringste
Menge der B-adrenergen Subtypen aus. Ihre physiologische Rolle bei der Regulation der
kardialen Funktion ist bisher schlecht verstanden. Vermutlich bewirkt eine P3-adrenerge
Stimulation iiber einen G;-abhéngigen Mechanismus eine Reduktion der kardialen
Kontraktionskraft (Gauthier et al., 1996) und der spontanen Frequenz (Xiang &
Kobilka, 2003).

Bei den o,;-Subtypen spielen die a;- und op-adrenergen Rezeptoren die Hauptrolle in
der Regulierung der kardialen Myozytenfunktion (Chalothorn et al., 2003; Piascik &
Perez, 2001; Steinberg, 2002; Tanoue et al., 2003). Diese Rezeptorsubtypen aktivieren
ein breites Spektrum von Signalwegen durch die Kopplung an G-Proteine der G-
Familie sowie an Pertussistoxin-sensitive G-Proteine (Chalothorn et al., 2003; Xiang &

Kobilka, 2003). Die akuten Effekte einer a;-adrenergen Stimulierung auf die
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kontraktilen Eigenschaften des Herzens sind komplex und héingen von der untersuchten

- Spezies ab (Steinberg, 2002). Neue Ergebnisse deuten daraufhin, dass vor allem der o5-
AR an der Regulation des kardialen Wachstums und der kontraktilen Funktion beteiligt
ist (Chalothorn et al., 2003), wohingegen ein kurzzeitiger negativer chronotroper Effekt
durch den a;4-Subtyp entdeckt wurde (Hattori & Kanno, 1998). Dariiberhinaus schiitzt
eine Aktivierung der Proteinkinase C durch o;-AR die Kardiomyozyten gegen
ischdmische Verletzungen (Chen et al., 1999).

3.2 Der Bs-adrenerge Rezeptor in Kardiomyozyten

3.2.1 Struktur des fi-adrenergen Rezeptors

Der B;-AR, der in allen Kammern des Herzens nachgewiesen werden kann (Brodde,
1991), ist ein aus 477 Aminosduren bestehendes Membranprotein (Frielle et al., 1987),
das sieben hydrophobe Bereiche aus jeweils 20 bis 28 Resten aufweist. Diese sieben
transmembranéren a-Helices sind iiber drei extra- und drei intrazellulére Schleifen
miteinander verbunden und ringférmig in der Membran angeordnet, so dass eine Tasche
ensteht, in der die jeweiligen Liganden (z.B. Katecholamine), gebunden werden kénnen
(Strader et al., 1989).

Im Vergleich zu dem am besten charakterisierten B2-AR zeigt der B;-AR eine
Homologie von 48,9 % (Dzimiri, 1999); dabei sind die meisten Ubereinstimmungen in
den Transmembran-Helices lokalisiert.

Frielle et al. lokalisierten das Gen des B;-AR bereits 1987 auf dem Chromsom 10
(Frielle et al., 1987).
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Abbildung 3: Topologie des B;-adrenergen Rezeptors. Jeder Kreis entspricht einer Aminos4ure. Die
Y-Struktur an der N-terminalen Doméne symbolisiert die Glycosylierungsstelle des B;-ARs. Fiir die
Ligandenbindung spielen die transmembranéren Helices (TM1-7) eine mafgebliche Rolle. Die

intrazelluldren Schleifen sind fiir die G-Protein-Interaktion verantwortlich.

3.2.2 Signaltransduktion des f;-adrenergen Rezeptors

Die Signaltiibertragung von G-Protein gekoppelten Rezeptoren besteht aus drei
wesentlichen Komponenten:
(1) dem Rezeptor in der Plasmamembran mit sieben transmembrandren Helices,
(2) einem GTP-bindenden Protein (G-Protein), das mit dem aktivierten Rezeptor
interagiert,
(3) einem Enzym oder Ionenkanal in der Plasmamembran, das von dem G-Protein
aktiviert wird und einen intrazelluldren second messenger erzeugt.
Jede der drei Komponenten ist Angriffspunkt fiir regulatorische Mechanismen, die

deren Aktivitit beeinflussen konnen.
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Die Bindung eines Liganden — beispielsweise von Adrenalin — an eine tief in der
Membran gelegenen Stelle auf dem B;-AR 16st eine Konformationsénderung in der
intrazelluldren Doméne des B;-ARs aus, die seine Wechselwirkung mit dem G-Protein
in der Signaliibertragungskette beeinflusst.

Dieses zweite Protein ist ein GTP-bindendes, stimulatorisches G-Protein (Gs), das auf
der zytoplasmatischen Seite der Plasmamembran lokalisiert ist. G-Proteine sind Trimere
aus drei verschiedenen Untereinheiten (o, B und y), die nicht kovalent assoziiert sind.
Durch die Bindung des Liganden katalysiert der B;-AR den Austausch des gebundenen
GDP durch GTP und iiberfiihrt so G; in seine aktive Form. Dann dissoziiert der By-
Komplex (Gg,), und die a-Untereinheit (Gs,) wandert mit dem gebundenen GTP in der
Membranebene vom Rezeptor zu einem benachbarten Adenylatzyklase-Molekiil. Dabei
fixiert ein kovalent gebundenes Lipid Gsq an der Membran. Nur im aktiven Zustand
(Bindung des GTP an der Nukleotidbindungsstelle der a-Untereinheit) kann das Gs die
Adenylatzyklase aktivieren; solange GDP gebunden ist, ist G inaktiv (Gilman, 1987).

Das aktive Zentrum der Adenylatzyklase, die ein integraler Bestandteil der
Plasmamembran ist, befindet sich auf der Zytosolseite. In Sdugetieren gibt es neun
Isoformen der Adenylatzyklase (Taussig & Gilman, 1995), wobei die vorherrschenden
Isoformen, die in Kardiomyozyten exprimiert werden, die Typen fiinf und sechs sind
(Ostrom et al., 2000; Steinberg, 1999). Die Adenylatzyklase-Aktivitit unterliegt in
Kardiomyozyten mehreren Regulationen. Der B;-AR ist dabei der primére positive
Regulator, wohingegen muskarinische cholinerge Rezeptoren als primére negative
Regulatoren agieren (Ostrom et al., 2000). Durch die Assoziation des aktiven Gy, mit
der Adenylatzyklase katalysiert das Enzym die Bildung von zyklischem Adenosin-3’,5’-
monophosphat (cCAMP) aus ATP, wodurch die cAMP Konzentration im Zytosol
ansteigt. Diese Stimulation durch Gg, inhibiert sich von selbst, da G, eine GTPase ist,
die ihr gebundenes GTP in GDP umwandelt und sich dadurch abschaltet. Das jetzt
inaktivierte Ggq 18st sich von der Adenylatzyklase und inaktiviert so das Enzym. Erst
wenn G, sich erneut mit Gg, verbindet, kann G wieder mit einem Liganden-

gebundenen Rezeptor reagieren.
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Das produzierte cAMP, der intrazelluldre second messenger dieses Systems, ist nur
kurzlebig. Es wird schnell von zyklischen Nukleotid-Phosphodiesterasen (PDE) zu
Adenosin-5’-monophosphat (5’-AMP) abgebaut, das nicht mehr als second messenger
wirkt. Das intrazellulére Signal hat daher nur so lange Bestand, wie der Ligand am
Bi-AR gebunden ist. Methylxanthine wie Coffein oder Theophyllin hemmen die PDE.
Auf diese Weise verlingern sie die Halbwertszeit von cAMP und verstirken so

Substanzen, die aufgrund einer Stimulation der Adenylatzyklase wirken.

Die cAMP-abhiingige Proteinkinase, auch Proteinkinase A (PKA) genannt, die durch
cAMP allosterisch aktiviert wird, katalysiert die Phosphorylierung der Zielproteine. Die
inaktive Form von PKA setzt sich aus zwei katalytischen (C) und zwei regulatorischen
(R) Untereinheiten zusammen. Wenn cAMP an die beiden Stellen auf jeder
R-Untereinheit bindet, 4ndert die R-Untereinheit ihre Konformation, und der R,C,-
Komplex zerfillt in einen R,-Komplex und in zwei freie, katalytisch aktive C-
Untereinheiten.

Obwohl die Zielproteine, die iber eine cAMP-abhéngige Phosphorylierung gesteuert
werden, verschiedene Funktionen haben, verfiigen sie alle iiber einen dhnlichen

Sequenzbereich, in dem Serin- oder Threonin-Reste phosphoryliert werden.

Diese Signaliibertragung bewirkt unter normalen physiologischen Bedingungen durch
eine Katecholamin-induzierte Aktivierung des B;-ARs eine positive Chronotropie,
Inotropie und Lusitropie am Herzen (Steinberg, 1999).

(1) Der second messenger cAMP hat PKA-unabhiingig einen direkten Einfluss auf
die Chronotropie der Kardiomyozyten. Der in Schrittmacherzellen lokalisierte
Hyperpolarisations- und zyklisches Nukleotid-aktivierter Kationen-Kanal
(HCN-Kanal) bewirkt durch einen Natriumeinstrom die spontane
Depolarisation. Durch die intrazelluldre Bindung des cAMP’s an den HCN-
Kanal wird der Natriumeinstrom verstirkt und somit die Zeit, bis ein neues
Aktionspotential enstehen kann, verkiirzt (Ludwig et al., 1998).

(2) Die PKA-abhingige Phosphorylierung von Kanalproteinen des L-Typ Ca®*-

Kanals bewirkt durch eine Erhohung der Offnungswahrscheinlichkeit einen



EINLEITUNG 16

Anstieg des Ca’*-Einstroms in die Zelle (Ochi & Kawashima, 1990). Dies ist fiir
die Vermittlung des inotropen Effekts verantwortlich (Hartzell et al., 1991).

(3) Weiterhin phosphoryliert die PKA Phospholamban (Rapundalo et al., 1989),
wodurch die Ca®*-Wiederaufnahme in das sarkoplasmatische Retikulum
gesteigert wird. Die dadurch bedingte schnelle Erniedrigung der zytosolischen
Ca*'-Konzentration bewirkt, dass die maximale Relaxationsgeschwindigkeit
zunimmt (Xiao, 2000).

(4) Durch die PKA-abhéngige Phosphorylierung der Myosinfilamentproteine
Troponin I und C Protein wird eine Reduktion der Myofilament-Sensitivitit zu
Ca®*-Ionen erreicht. Dies fiihrt zu einer Verkiirzung der Relaxationszeit in der
Herzmuskelzelle (Li et al., 2000; Zhang et al., 1995).
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Abbildung 4: Der B;-adrenerge Signalweg in Kardiomyozyten. Die Ligandenbindung fithrt zur
Dissoziation des G-Proteins, wodurch in der enstandenen a-Untereinheit GDP durch GTP ersetzt
wird. Diese GTP-bindende o-Untereinheit aktiviert die Adenylatzyklase, die wiederum die Bildung
von cAMP aus ATP katalysiert. Dieser second messenger kann einerseits durch die Bindung an den
HCN-Kanal den Na'-Einstrom in die kardiale Zelle erhdhen (chronotroper Effekt); andererseits
aktiviert CAMP die PKA, die wiederum ATP-abhéingig folgende Zielproteine phosphoryliert:

(1) Phosphorylierung des L-Typ Ca”"-Kanals: Anstieg des Ca’*-Einstroms in die kardiale Zelle
(inotroper Effekt)

(2) Phosphorylierung des PLB: Erhéhung des Ca”*-Einstrom in das sarkoplasmatische Retikulum
(lusitroper Effekt)

(3) Phosphorylierung des Troponinkomplexes: Reduktion der Myofilament-Sensitivitéit gegeniiber
Ca*'-lonen (lusitroper Effekt) (modifiziert nach Klinke & Silbernagel, 1996)

3.2.3 Auswirkungen einer kardialen Uberexpression von f-adrenergen Rezeptoren

In den vergangenen Jahren wurden die Effekte einer kardialen Uberexpression des
Bi-adrenergen Rezeptors in transgenen Tiermodellen untersucht (Bertin et al., 1993;
Bisognano et al., 2000; Engelhardt et al., 1999; Zolk et al., 1998). Dabei zeigte der
iiberexprimierte B;-AR eine funktionelle Kopplung an das Gs-Protein und somit eine
Agonisten-stimulierte Aktivierung dieses Signalweges (Bertin et al., 1993). Bei
Messungen der Agonisten-stimulierten Frequenz und Kontraktilitit wurde in vivo und in
vitro ein Sensitivititsanstieg der atrialen transgenen Herzen auf Katecholamine
beobachtet. Es konnte gezeigt werden, dass in transgenen Tieren die Basalfrequenz
altersunabhiingig in vivo hoher als bei den Wildtyp-Herzen ist (Engelhardt et al., 1999).
Diese Beobachtung lief sich nicht am isolierten Vorhof bestétigen, in dem lediglich
eine Sensitivititserh6hung bei gleichbleibender basaler und maximaler Frequenz vorlag
(Engelhardt et al., 1999; Zolk et al., 1998). Daraus kann geschlossen werden, dass der
Anstieg der basalen Herzfrequenz in vivo nicht durch eine konstitutive Aktivitét der
transgenen Rezeptoren hervorgerufen wird, sondern auf der basalen Katecholamin-
Stimulation beruht.

Die kardiale B;-adrenerge Uberexpression fiihrt zunichst zu einer kurzfristigen
Verbesserung der kardialen Funktion, nimmt aber mit zunehmendem Alter der Miuse

ab und miindet schlieBlich in eine progressive Herzinsuffizienz mit funktionellen und
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histologischen Defiziten, die typisch fiir eine humane Herzinsuffizienz sind (z. B.
Aszites) (Engelhardt et al., 1999). Dieser histopathologische Phenotyp, der durch eine
Myozytenhypertrophie und eine interstitielle Fibrose gekennzeichnet ist, geht mit einer
erhdhten Expression des pro-apoptotischen Proteins Bax einher. Dabei kénnte der
Apoptose-Anstieg zu der fortschreitenden ventrikuléren Dsyfunktion beitragen. Ferner
haben die transgenen Miuse ein erhéhtes Risiko eines plétzlichen Herztods (Bisognano
et al., 2000).

3.3 Entwicklung und Expression des B:-adrenergen Rezeptors in kardial
differenzierten embryonalen Stammzellen

Die Entwicklung der B-adrenergen Signalkaskade wird seit einigen Jahren von vielen
Forschungsgruppen untersucht, da es auch inzwischen gute experimentelle Hinweise
dafiir gibt, dass die kardiale Hypertrophie sowie die Herzinsuffizienz mit einer
Reexpression von Genmerkmalen des embryonalen Herzens assoziiert sind (Sack et al.,
1996; Townsend et al., 1995). Typische Merkmale von Kardiomyozyten eines
insuffizienten Herzens sind eine reduzierte Funktion der -ARs (Ungerer et al., 1993),
eine verminderte Aktivitit der Adenylatzyklasen (Ping et al., 1997) und eine verédnderte

Expression der G-Proteine (Insel & Ransnas, 1988).

Die beobachtete in vitro Kardiomyogenese in kardial differenzierenden ES-Zellen ist
vergleichbar mit dem Mausembryo des frithen Entwicklungsstadiums (Maltsev et al.,
1999). Dabei kommt es wihrend des frithen Stadiums der Kardiomyogenese zu einem
wichtigen Wechsel in der funktionellen Expression von Komponenten der f-adrenergen
Signalkaskade; beispielsweise zeigen fetale Mausherzen am 13. Differenzierungstag
noch keine Reaktion auf eine B-adrenerge Stimulation, obwohl eine B-AR- und
Adenylatzyklase-Expression vorliegt (Chen et al., 1979; Chen et al., 1982).

Auch in den ES-Kardiomyozyten ist im frithen Differenzierungsstadium (9. Tag) noch
kein Ansprechen des Ca®*-Kanals auf die Stimulation mit Isoprenalin nachweisbar. Erst
ab dem 12. Differenzierungstag beginnen die Zellen mit einem Anstieg des Ca**-

Einstroms auf die B-adrenerge Stimulation zu reagieren, mit einem maximalen Effekt
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am 17. Differenzierungstag (An et al., 1996; Maltsev et al., 1999). Daraus folgt, dass die
funktionelle Sensitivitit der B-adrenergen Stimulation hinter der Rezeptorexpression
zuriickbleibt (Wobus et al., 1991). Eine Erklérung fiir den Mangel der B-adrenergen
Modulation konnte eine niedrige Expression des PKA Holoenzyms (An et al., 1996)
oder eine niedrige Gs-Expression und/oder ein abgekoppeltes Gs-Protein (Maltsev et al.,
1999) sein.

Wihrend dieser embryonalen Kardiomyogenese bleibt die Affinitit zu f-adrenergen
Agonisten und Antagonisten konstant (Chen et al., 1979).

3.4 Die Rolle von Phosducin bei der G-Protein gekoppelten
Signaltransduktion

Seit lingerem ist bekannt, dass G-Protein gekoppelte Rezeptoren auf der Rezeptorebene
reguliert werden kénnen (Benovic et al., 1986; Hausdorff et al., 1990; Lohse et al.,
1990). In jiingster Zeit wurden auch regulatorische Mechanismen fiir das G-Protein-
Niveau beschrieben. Dort gibt es zwei Klassen von G-Protein-Regulatoren: Proteine,
welche G, beeinflussen, sowie Proteine, die sich auf den By-Komplex des G-Proteins
auswirken (Lohse, 1999). Unter den Regulatoren von G, iiberwiegt die Gruppe der
RGS-Proteine (,,regulators of G-protein signalling), welche an G, binden, die GTP-
Hydrolyse beschleunigen und somit das inaktive Stadium der G-Proteine unterstiitzen
(Wieland & Chen, 1999).

Ein primérer Regulator des By-Komplexes ist Phosducin, ein zytosolisches
Phosphoprotein mit einem Molekulargewicht von 33 kDa (Lee et al., 1987). Die
Entdeckung von Phosducin in retinalen Photorezeptoren (Sehstdbchen) wurde 1977
durch Lolley (Lolley et al., 1977) beschrieben. Neben der Retina wurde in der Glandula
pinealis die hochste Phosducin-Konzentration gefunden (Reig et al., 1990). Jedoch ist
Phosducin ein ubiquitéres Protein, dessen mRNA und Proteinexpression in einer Reihe
anderer Gewebe nachgewiesen wurde (Gehirn, Herz, Leber, Milz, quergestreifte
Muskulatur, Thymus) (Bauer et al., 1992; Danner & Lohse, 1996).
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Der molekulare Mechanismus, wodurch Phosducin die G-Protein vermittelte
Signaliibertragung inhibiert, beruht auf seiner hochaffinen Bindung an die
B-Untereinheit des Ggy (Lee et al., 1987). Dadurch wird die Interaktion mit Gy
beziehungsweise mit den Effektoren verhindert und somit letztendlich der
Nukleotidaustausch am G-Protein und dessen Aktivierung (Bauer et al., 1992; Bliiml et
al., 1997). Des weiteren bindet Phosducin mit einer niedrigeren Affinitéit an G,, woraus
ebenfalls eine Inhibition der G-Protein-Funktion resultiert (Bauer et al., 1998).

Seine Interaktion mit dem By-Komplex wird durch den PKA-abhéngigen
Phosphorylierungszustand des Phosducins moduliert (Bauer et al., 1992). Dabei bewirkt
die cAMP-abhiingige Phosphorylierung, die auch bei dem gebundenen Phosducin-By-
Komplex erfolgen kann (Wilkins et al., 1996), eine Verminderung seiner Affinitét
gegeniiber der B-Untereinheit. Die Folge ist eine Reduzierung der Phosducin-Gg,-
Interaktion (Willardson et al., 1996; Yoshida et al., 1994). Ferner kann Phosducin auch
von der G-Protein gekoppelten Rezeptorkinase 2 (GRK2) phosphoryliert werden,
wodurch ebenfalls die Gp-Affinitéit reduziert wird (Ruiz-Gomez et al., 2000).
Umgekehrt beeinflusst Phosducin die GRK2-Aktivitéit durch die Konkurrenz um die By-
Komplexe. Da die GRK?2 diese Komplexe fiir die Membrananlagerung benétigt, die ein
notwendiger Schritt fiir die anschiieBende Rezeptorphosphorylierung ist, kann
Phosducin durch die Bindung der By-Komplexe die Rezeptorphosphorylierung hemmen
(Hekman et al., 1994).

4 Ziele der Arbeit

In der Vergangenheit wurde der Effekt einer Geniiberexpression vor allem anhand von
transgenen Tiermodellen untersucht. Durch die Etablierung der Stammzellforschung mit
der selektiven in vitro Differenzierungsméglichkeit verschiedener Zelltypen kénnen
diese kostenintensiven und ethisch zum Teil nur schwer zu vertretenden Tierversuche

vermieden werden.
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Der erste Teil der vorliegenden Arbeit beschiftigte sich mit dem B-adrenergen
Signalweg in differenzierten ES-Kardiomyozyten. Neben der Betrachtung der
endogenen B-adrenergen Rezeptorexpression sollte geklért werden, ob der adenovirale
Gentransfer des humanen B;-adrenergen Rezeptors eine effiziente und funktionell
wirksame Geniiberexpression in den kardial differenzierten ES-Zellen bewirkt. Dabei

wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

o Ist die endogene B-adrenerge Subtyp-Expression in ES-Kardiomyoyzten

vergleichbar mit den in vivo Daten von adulten Maus-Kardiomyozyten?

o Kann eine virale Transfektion eine effiziente Uberexpression des B;-adrenergen

Rezeptors erzielen?

e Unterscheidet sich die Transfektionseffizienz in vereinzelten ES-

Kardiomyozyten von der in ES-Kardiomyozyten-Zellverbénden?

o Hat diese B;-Uberexpression einen akuten funktionellen Effekt (z. B. positive
Chronotropie oder Veranderungen in der Adenylatzyklase-Aktivitdt) auf die ES-

Kardiomyozyten, der vergleichbar mit dem transgenen Tiermodell ist?

Ferner wurde die Differenzierung und Kontraktionsfrequenz von ES-Kardiomyozyten,
die aufgrund einer Gendeletion oder —iiberexpression unterschiedliche Phosducin-
Expressionen aufwiesen, untersucht. Dabei sollten folgende Fragestellungen

beantwortet werden:

e Bewirkt die unterschiedliche Phosducin-Expression eine verénderte kardiale

Differenzierung der ES-Zellen ?

e Hat die Phosducin-Expression auf die Chronotropie der differenzierten ES-

Kardiomyozyten einen Einfluss?



MATERIAL UND METHODEN

23

B Material und Methoden

1 Material

1.1 Medien, Stocklésungen und Puffer

1.1.1 Ldsungen fiir die Zellkultur

a-Monothioglycerol (MTG); 1,25 g/ml

B-Mercaptoethanol (B-ME); 1,11 g/ml

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM); 4,5 g/l Glukose
fotales Kilberserum (FCS)

G418 Sulfat; spezifische Aktivitit: 783 ng/mg

Iscove’s modification of DMEM (IMDM); 4,5 g/l Glukose
leukemia inhibitory factor (LIF); 10 ¢ U/ml

L-Glutamin; 200 mM

Nichtessentielle Aminosduren (NEAA)

Penicillin / Streptomycin (10.000 U/ml / 10 mg/ml)
Phosphate-buffered saline (PBS); pH 7,4
Trypsin-EDTA-Losung; 0,5 g/l Trypsin, 0,2 g/l EDTA

Angesetzte Losungen:

Gelatine-Losung 0,1 % Gelatine (Sigma) wurde in destilliertem Wasser aufgeldst

und autoklaviert. Petrischalen wurden vor Benutzung mit 0,1 %

Sigma
Sigma
Merck

PAN Biotech
PAN Systems
Calbiochem
Gibco BRL
Gibco BRL
PAN Biotech
Gibco BRL
PAN Biotech
PAN Biotech
PAN Biotech

Gelatine-Lésung fiir 10 min bei Raumtemperatur (RT) tiberzogen.
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Medium I Medium fiir die Kultivierung von undifferenzierten ES-Zellen:

DMEM

FCS 15% 150 ml/l

L-Glutamin 2mM

NEAA 10 ml/l

Penicillin / Streptomycin 10 ml/1

B-ME 0,1 mM

LIF 1000 U/ml

Medium II Differenzierungsmedium:
IMDM (alternativ auch DMEM)

FCS 20 % 200 ml/1
L-Glutamin 2mM
NEAA 10 ml/1
Penicillin / Streptomycin 10 ml/1
MTG 450 uM
Medium IIl  Medium zum Einfrieren der undifferenzierten ES-Zellen:

DMEM

FCS 30% 300 ml/l
LIF 1000 U/ml
DMSO 100 ml/1

1.1.2 Materialien fiir die Immunhistochemie

Monoklonaler Anti-a-Actinin AK (Maus IgG1 Isotyp) Sigma

BSA (Albumin Fraction V aus Rinderserum) Boehringer
Cy3™.gekoppelter Anti-Maus-IgG-Antikdrper Dianova
Goat-Serum Sigma
Moviol Hoechst
Paraformaldehyd (PFA); (CH,0), Sigma

Poly-L-Lysin; 0,1 mg/ml Sigma
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Angesetzte Losungen:
4 % PFA-Losung 8 g Paraformaldehyd (PFA) wurde durch Erhitzen auf 60 °C

in 100 ml destilliertem Wasser aufgeldst (einige Tropfen
von 1 N NaOH helfen bei der Auflgsung). Nach Abkiihlung
auf RT wurden 100 ml PBS, 5 ml 3 M NaCl dazugegeben

BSA-Stock 10 %

und auf einen pH von 7,4 eingestellt.

BSA wurde entsprechend in PBS aufgelost

2 % Goat Serum Blotto  PBS 4 ml
BSA10% 1ml
Goat Serum 100 pul

1% Goat Serum Blotto  PBS 4 ml
BSA10% 1ml
Goat Serum 50 pl

1.1.3 Materialien zur Bestimmung der Rezeptorexpression

(-)-CGP-20712 Selektiver Bi-Rezeptorantagonist NEN
Biorad Protein-Assay BioRad
DL-Propanolol 40 mM Stocklésung in EtOH; anschliefend ~ Sigma
1:1.000 in Bindungs-Puffer (40 pM)
(-)-PPHICGP-12177  Spezifische Aktivitit 44 Ci/mmol; Amersham
ca. 23 uM
125]0d-Cyanopindolol ~ Spezifische Aktivitit 2.000 Ci/mmol; Amersham
ca.60 nM
ICI-118,551 Selektiver f,-Rezeptorantagonist NEN
Bindungs-Puffer Tris 75 mM
MgCl, 12,5 mM
EDTA 5 mM

pH 7.4
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1.1.4 Materialien fiir die funktionellen Assays

cAMP-RIA-Kit Beckman Coulter
Forskolin 20 mM Stamml6sung in EtOH ~ Sigma

IBMX 10 mM Stammlésung in DMSO  AppliChem
Isoprenalin Verdiinnungsreihe in PBS Sigma

1.2 Zelllinien

1.2.1 Embryonale Stammzellen fiir die kardiale Differenzierung

In der vorliegenden Arbeit wurde fiir alle Versuche mit ES-Zellen die ES-Zelllinie R1
verwendet, die an der Universitiit Toronto aus drei Tage alten Maus-Blastozysten
isoliert und charakterisiert wurde (Nagy et al., 1993). Um eine Anreicherung von
kardial differenzierten ES-Zellen zu erméglichen, wurden durch stabile Transfektion
mit dem Plasmid pMHC-Neo® R1-Zellklone generiert, die iiber den kardialen a-MHC-

Promotor das Neomycin-Resistenzgen Aminoglycosidphosphotransferase exprimierten.

1.2.2 Embryonale Stammzellen mit variabler Phosducin-Expression

Fiir die Untersuchung verschiedener Phosducin-Expressionsstérken wurden ES-
Zellklone der Linie R1 mit heterozygoten (-/+) oder homozygoten (-/-) Knock-out oder
mit einer Uberexpression des Phosducingens (TG) verwendet. Die Knock-out Zellen
waren durch eine sequentielle Transfektion der Targeting-Vektoren PhD-Hygro (fiir die
Selektion mit Hygromycin) und Phd-Puro (fiir die Selektion mit Puromycin) generiert
worden. Der Phosducin-iiberexprimierende Zellklon war durch eine Transfektion mit
dem Transgen-Vektor PBMHC-Phd gewonnen worden, der auch fiir die Generierung
von transgenen Méusen genommen wird.

Diese Zellklone waren in der Arbeitsgruppe vorhanden und konnten freundlicherweise

iibernommen werden.
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1.3 Adenovirale Vektoren

In der vorliegenden Arbeit wurden die beiden rekombinanten Adenoviren Ad5GFP und

Ad5B1AR benutzt. Sie enthielten die cDNA fiir das griinfluoreszierende Protein (GFP)

beziehungsweise fiir den humanen f;-adrenergen Rezeptor.

Bei dem Grundgeriist des verwendeten Adenovirus-Vektors handelte es sich um eine

rekombinante, replikationsdefekte Deletionsmutante des humanen Adenovirus

Serotyp 5. Der Replikationsdefekt wurde dabei gewihrleistet durch die Deletion der
Gene E1 und E3, die withrend der frithen Phase der Virusinfektion essentiell sind. Die
Expression der Fremd-DNA erfolgte iiber den Promotor und Enhancer des

Cytomegalievirus (CMV immediate early promotor and enhancer) (Drazner et al.,

1997).

1.4 Geréitschaften

Centricon Ultrafiltrationsgeféfie
Deckgléser (18 x 18 mm)
Gerite Beta-Counter

Gamma-Counter

Infrarotlampen (RI 05)

Magnetriihrer

Thermometer

Tischzentrifuge

Ultraturrax

Wasserbad

Zellkulturzentrifuge
GF/C-Filter

Konische Réhrchen, Polypropylen (15, 50 ml )

Langpass LP 655 nm Filter

Amicon

SUPERIOR Marienfeld
Beckmann

Wallac

Relax

MONO Labortechnik
Testo

Eppendorf

SKA Labortechnik
GFL

Hettich

Whatman

Becton Dickinson

Zeiss
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Mikroskope Axiovert 135 Fotodokumentation, Zeiss
Frequenzmessung

konfokales Laser- Immunfluoreszenz Leica

Raster-Mikroskop
Telaval 31 morphologische Zeiss
Kontrolle
Objektglaser Menzel
Pipetten Glaspipetten (2, 5, 10, 20 ml) Witeg
Pipetten (20, 200, 1.000 pl) Gilson
8-Kanal-Multipipette Eppendorf
Reaktionsgefile (0,5 und 1,5 ml) Eppendorf
Software Ion wizard Frequenzmessung  Ionoptix
Prism Graphikerstellung ~ GraphPad Software
SPOT Advanced Fotodokumentation Diagnostic Instruments
Zellkulturschalen Lab-Tek Deckglas-Kammer Nalge Nunc Internationale
Petrischalen (@ 10 cm) Greiner
Zellkulturschalen (@ 10 cm) NUNC Brand Products
6er Wellplatte NUNC Brand Products
96er Multiwellplatte Falcon
2  Methoden

2.1 Kultivierung von embryonalen Stammzellen

Im gesamten Differenzierungsvorgang waren die Kulturbedingungen bei 37 °C und 7 %

CO; konstant. Die Medien und Lésungen wurden vor Benutzung auf 37 °C vorgewédrmt.

2.1.1 Undifferenzierte embryonale Stammzellen

In dieser Arbeit wurde die Differenzierung mittels Zugabe von LIF (1.000 U/ml;

Medium I) gehemmt. Um das Risiko einer Differenzierung zu minimieren, wurden die
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ES-Zellen spitestens alle 48 h passagiert und dann ein- bis zweilagig auf mit 0,1 %
Gelatine beschichtete Zellkulturschalen gegeben.

Bei der Passagierung wurde das Medium aufgesaugt und anschlieend 5 ml Trypsin-
EDTA-L6sung dazugegeben, die man fiir 2 bis 3 min bei 37 °C inkubieren lie. Nach
vorsichtiger Aufnahme der gelosten ES-Zellen wurde die Trypsin-EDTA-Wirkung
durch Zugabe von 5 ml des Mediums I (FCS) gestoppt und die Suspension in konischen
50 ml Réhrchen 5 min bei 140 g zentrifugiert. Das Pellet wurde mit Hilfe einer 10 ml
Glaspipette und Medium I griindlich resuspendiert und ein- bis zweilagig auf die
beschichteten Zellkulturschalen (1:3 bis 1:10) gegeben.

Eine permanente Zelllinie 146t sich nach Trypsinisierung und Resuspendierung in
Medium III einfrieren (Stickstoff bei —196 °C). Fiir das Ansetzen einer neuen Zellkultur

kann sie bei Bedarf jederzeit wieder aufgetaut werden.

2.1.2 Differenzierung der embryonalen Stammzellen zu Kardiomyozyten

Fiir die kardiale Differenzierung der ES-Zellen miissen die pluripotenten Zellen in
dreidimensionalen Aggregaten, sogenannten ,,Embryoid Bodies* (EBs), kultiviert
werden. Dies kann man auf zwei verschiedenen Wegen erreichen:

(1) Direkte Differenzierung in Suspension (Doetschman et al., 1985),

(2) Differenzierung in hingenden Tropfchen (Wobus et al., 1991; Rudnicki &

McBurney, 1987).

Bei beiden Methoden wurden die undifferenzierten ES-Zellen zunichst dreimal mit PBS
gewaschen, um das differenzierungshemmende LIF zu entfernen. Danach wurden sie
trypsinisiert und nach Zugabe des gleichen Volumens an Medium II zentrifugiert (5 min
bei 140 g). Anschliefiend wurde das Pellet mit dem Medium II resuspendiert und die
Zellzahl auf die entsprechende Konzentration verdiinnt (Guan et al., 1999b).

2.1.2.1  Direkte Differenzierung

Diese Methode wurde in der vorliegenden Arbeit verwendet, um eine grofle Anzahl von
differenzierten ES-Kardiomyozyten zu erhalten. Dabei bewihrte sich eine definierte

Zellzahl von 2 x 10° Zellen / Petrischale.
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1.

Nach der entsprechenden Konzentrationseinstellung wurden die ES-Zellen fiir zwei

Tage in ausreichend Medium II in Suspensionskultur gehalten.

Am 3. Differenzierungstag wurden die enstandenen EBs mit Hilfe einer Glaspipette
aufgenommen und 1:3 bis 1:5 auf mit 0,1 % Gelatine beschichtete Zellkulturschalen
gegeben. Um eine ausreichende Nahrstoffversorgung zu gewéhrleisten, gab man
jeweils 5 ml Medium II dazu. Nach 12 bis 24 h wurde ein Mediumwechsel

durchgefiihrt, anschlieend alle zwei Tage.

2.1.2.2  Differenzierung in hingenden Tropfchen

1.

Fiir die Bildung von héingenden Trdpfchen wurde eine definierte Zellzahl von

600 ES-Zellen / 30 pl Medium II verwendet. Mittels einer 8-Kanal-Multipipette
plazierte man die Tropfchen (30 pl) auf die Unterseite des Deckels einer Petrischale
(50 bis 60 Tropfen). Um ein Austrocknen der Tropfchen zu verhindern, wurden in

den Petrischalenboden 12 ml PBS einpipettiert.

Nach zwei Tagen Kultivierung (3. Differenzierungstag) in hingenden Tropfchen
wurden die enstandenen EBs in eine Suspensionskultur gegeben, in der sie fiir drei
weitere Tage kultiviert wurden. Dabei spiilte man mit Hilfe von 2 ml Medium II die
EBs vorsichtig von dem Deckel ab und gab die EBs von zwei Deckeln in eine mit
10 ml Medium II gefiillte Petrischale.

. Am 6. Differenzierungstag wurden die EBs in eine mit 0,1 % Gelatine beschichtete

96er Multiwellplatte (oder in andere Zellkulturschalen) plattiert, wo sie adhérent
anwuchsen. Zu diesem Zweck wurden sie einzeln mit Hilfe einer 200 ul Pipette in
ein Well gegeben, in das man zuvor 150 pl Medium II einpipettierte. Nachdem die

EBs adhérent angewachsen waren, wechselte man jeden zweiten Tag das Medium.
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Differenzierungstage

undifferenzierte ES-Zellen (R1)
Bildung von ,,hingenden Tropfchen

(600 ES-Zellen / 30 pl Medium)

\

Kultivierung der EBs in Suspensionskultur

I I
° 0’ L 2P i‘."". 3.0

\

Ausplattierung der EBs in eine mit 0,1% Gelatine

beschichtete 96er Multiwellplatte
[ouje]vjoiow]es]

1 + G418 Sulfat

Selektion der kardial differenzierten ES-Zellen
- Immunhistochemische Untersuchungen
- adenovirale Transfektion
- Radioligandenbindungsassays
- funktionelle Assays

Abbildung 5: Schematische Darstellung der in vitro Differenzierung von ES-Zellen zu

Kardiomyozyten mit Hilfe der Tropfchen-Technik.
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2.1.3 Selektion von kardial differenzierten embryonalen Stammzellen

Fiir die Selektion von kardial differenzierten ES-Zellen wurde in der vorliegenden
Arbeit eine stabil transfizierte ES-Zelllinie verwendet, die unter der Kontrolle des
herzspezifischen a-MHC-Promotors das Neomycin-Resistenzgen
Aminoglycosidphosphotransferase fiir die Selektion mit G418 Sulfat exprimierte.

Da man ab dem Kontraktionsbeginn (etwa ein bis zwei Tage nach der Ausplattierung)
von einem angeschaltenen o-MHC-Promotor ausgehen kann, wurde ab dem

8. Differenzierungstag G418 Sulfat (200 pg/ml) zu dem Medium II dazugegeben. Diese
selektierten und kontrahierenden ES-Kardiomyozyten wurden anschlieflend fiir die
weiteren Versuche verwendet (Klug et al., 1996).

2.2 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie gehort heute zu den erfolgreichsten Methoden in der
medizinischen Forschung zum spezifischen Nachweis von Proteinen. Die Methode
basiert auf einer spezifischen Antigen-Antikdrper-Reaktion: Die zu untersuchende
Probe wird mit einer Lésung inkubiert, die einen Antikorper (AK) gegen das im
Préparat vorhandene, nachzuweisénde Protein enthélt. Der enstandene Antigen-
Antikérper-Komplex kann dann durch direkte oder indirekte Nachweismethoden
sichtbar gemacht werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die indirekte Methode der Antikérpermarkierung
verwendet. Bei dieser Methode erfolgt die Markierung zunéchst mit dem priméren
Antikérper gegen das Gewebsantigen. AnschlieBend wird die Probe mit einem
sekundéren Antikérper (Anti-AK) markiert, der spezifisch gegen den im Antigen-
Antik6rper-Komplex gebundenen, priméren Antikdrper gerichtet ist und einen
Fluoreszenzmarker trigt. Die sekundéren Antikorper stammen immer aus dem Serum
eines anderen Tieres. Der markierte Komplex kann fluoreszenzmikroskopisch

nachgewiesen werden.
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2.2.1 Verwendete Antikirper

Fiir den Nachweis von kardial differenzierten ES-Zellen wurden folgende Antikdrper

benutzt:

(1)  Als primérer AK wurde ein monoklonaler Anti-o-Actinin-Antikorper
genommen, der spezifisch a-Actinin in Skelett- und Herzmuskelzellen erkennt.
Er makiert die Z-Streifen und wird zur Lokalisierung von sarkomerischem

o-Actinin verwendet.

(2) Als sekundiren AK verwendete man einen Cy3-konjungierten Kaninchen Anti-
Maus-IgG-AK, der als Anti-AK die priméren AK spezifisch an deren

Fc-Fragment erkennt und markiert.

2.2.2 Versuchsdurchfiihrung

Die ES-Zellen wurden an dem gewiinschten Differenzierungstag (4., 8., 12., 16. Tag)
mittels der Trypsin-EDTA-L6sung vereinzelt und nach der Zentrifugation (5 min bei
140 g) auf 150.000 Zellen / ml Medium II konzentriert. Von dieser Zellsuspension
wurde 1 ml auf ein mit 0,1 % Gelatine und Poly-L-Lysin beschichtetes Deckglidschen
verteilt.

Frithestens nach 24 h wurden die nun adhérent angewachsenen ES-Zellen einmal mittels
PBS serumfrei gewaschen und anschlieffend mit 4 % PFA-Lsung, die man 3 min
inkubieren lieB, fixiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die ES-Zellen fuir
20 min mit 2 % Goat Serum Blotto (100 pl / Deckglédschen) inkubiert, um die
unspezifischen Bindungen abzuséttigen. Nachdem man das 2 % Goat Serum Blotto
abgesaugt hatte, wurde der primédre AK (Anti-a-Actinin-Antikorper) in einer
Verdiinnung von 1 : 400 in 1 % Goat Serum-Blotto auf die Deckgléschen pipettiert

(30 pl/ Deckgldschen) und fiir 1 h inkubiert. Die ES-Zellen wurden anschlieend
dreimal mit PBS gewaschen und mit dem sekundéren AK (30-40 pl / Deckglidschen),
der in einer Konzentration von 1 : 1.000 in 1 % Goat Serum-Blotto geldst worden war,
fiir 20 min in Dunkelheit markiert.
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Zum SchluB wurde das Deckgléschen nach dreimaligen Waschen mit PBS mittels
Moviol (15 ul / Deckgldschen) auf einen Objekttréger fixiert. Die Fluoreszenzanregung
wurde unter Benutzung der 543 nm Linie eines He-Ne-Lasers des konfokalen Laser-
Raster-Mikroskops durchgefiihrt. Die Emission wurde mit einem Langpass LP 570 nm
Filter aufgezeichnet.

Alle Versuche wurden bei RT durchgefiihrt.

2.3 Transfektion der aus embryonalen Stammzellen differenzierten
Kardiomyozyten mit Adenoviren

Die Transfektion der selektierten und kardial differenzierten ES-Zellen war mit
Ausnahme der Phosducin-Versuche eine wichtige Vorraussetzung fiir die Durchfiihrung
der weiteren Experimente.

Unter dem Begriff der Transfektion werden alle Verfahren zusammengefasst, die das
Einbringen fremder DNA in Zellen, gegebenfalls deren Einbau in das Wirtszellgenom
und die Expression der darin enthaltenen Information beinhaltet. Dabei wird bei der
Transfektion von permissiven Zellen mit dem in dieser Arbeit verwendeten Adenovirus
Serotyp 5 die Virus-DNA extrachromosomal repliziert. Dies fiihrt dadurch zu einer
Uberexpression der in die Virus-DNA klonierten Fremd-DNA, z.B. des Bj-adrenergen
Rezeptors.

Bei der Transfektion von Zellen mit Adenoviren ist eine wichtige GroBe der Virustiter
(mulitplicity of infection, MOI), der die Virusmenge bezeichnet, die fiir eine deutlich
positive Infektion der Zellen nétig ist. Eine MOI von 1,0 ist definiert als das Verhéltnis
von Viruszahl zu Zellzahl (1 : 1). Verschiedene Zelllinien lassen sich unterschiedlich
gut mit Adenoviren transfizieren, zum Beispiel werden neonatale
Rattenkardiomyozyten bei einer MOI von 1 zu 90 % infiziert.

Die Viruszahl wurde in der vorliegenden Arbeit gleichgesetzt mit der geschétzten Zahl
der biologisch aktiven Viren (biologically active virus, bav) in der Viruspriparation (El-
Armouche et al., 2003).
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2.3.1 Versuchsdurchfiihrung

Um die Transfektionseffizienz fiir einige Experimente zu erhohen, wurden die
selektierten ES-Kardiomyozyten-Zellverbinde am 13. Differenzierungstag trypsinisiert.
Wichtig war hierbei, dass die Trypsin-Einwirkungszeit auf 10 min verléngert wurde,
damit die ES-Kardiomyozyten-Zellverbinde vollstindig dissoziierten. Die vereinzelten
ES-Kardiomyozyten wurden mit einer Konfluenz von 50-70 % auf eine mit

0,1 % Gelatine beschichtete Zellkulturschale ausplattiert. Nach 12 h waren die ES-
Kardiomyozyten adhdrent angewachsen und konnten mit dem Adenovirus transfiziert

werden.

Am 14. Differenzierungstag wurde die Virustransfektion in separierten ES-
Kardiomyozyten sowie in ES-Kardiomyozyten-Zellverbinden folgendermafien
durchgefiihrt:

Zu den kardial differenzierten ES-Zellen wurde nach zweimaligem Waschen mit PBS
serumfreies Medium II (4 ml / Zellkulturschale bzw. 30 ul / Well) mit der
entsprechenden Konzentration der Adenoviren (MOI 1 bis 16, z.B. 200.000 bav /
200.000 Zellen bei MOI 1) einpipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 25 min wurde
das doppelte Volumen des Mediums II (mit FCS), ohne Absaugen der Virussuspension,
dazugegeben. Anschlielend erfolgte 8 h spiter ein Mediumwechsel, wobei die kardial
differenzierten ES-Zellen zuvor zweimal mit PBS gewaschen wurden. Frithestens nach

48 h konnten die weiteren Experimente durchgefiihrt werden.

2.4 Bestimmung der Rezeptorexpression
(Radioligandenbindungsassay)

In dieser Arbeit wurde die B;-adrenerge Rezeptorexpression beziehungsweise
-Uberexpression am 16. Differenzierungstag an selektierten und kardial differenzierten
ES-Zellen mittels Quantifizierung der Bindung von radioaktiv markierten Antagonisten
bestimmt. Dabei wurde die Ligandenbindung in Membranen oder an intakten ES-

Kardiomyozyten ermittelt.
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Da der radioaktiv markierte Ligand nicht nur spezifisch an die Rezeptoren bindet,
sondern auch unspezifisch an andere Membranproteine, wird diese Fehlerquelle durch
Quantifizierung der unspezifischen Bindung des Radioliganden beriicksichtigt. Aus
diesem Grund besteht der Bindungsassay aus zwei funktionellen Teilen:

(1)  Quantifizierung der unspezifischen Bindung: Durch Zugabe unmarkierter
Liganden in hohem UberschuB werden die spezifischen Rezeptorbindungsstellen
abgesittigt, wodurch die Radioliganden vor allem an unspezifische
Membranbestandteile binden.

(2) Quantifizierung der totalen Bindung:Die totale Bindung beinhaltet die Bindung
der radioaktiv markierten Liganden an die spezifischen Rezeptoren sowie auch
die unspezifische Bindung an Membranproteine und an andere
Membranbestandteile.

Zur Bestimmung der Rezeptorexpression ermittelt man aus diesen beiden Gréf3en die
spezifische Bindung. Sie steht fiir die tatsdchliche Bindung der radioaktiv markierten
Liganden an den spezifischen Rezeptoren und gibt so die Expression dieser Rezeptoren
an. Sie wird als Differenz der totalen Bindung minus der unspezifischen Bindung

errechnet.

Um eine hohe Selektivitit des Bindungsassays zu erreichen, sollte der Radioligand
mdglichst selektiv und hochaffin an den Rezeptor binden. Um eine niedrige
unspezifische Bindung zu erhalten, sollte er eine méglichst geringe Lipophilie besitzen.
Fiir eine hohe Sensitivitit sollte die spezifische Radioaktivitit des Radioliganden der
erwarteten Rezeptorkonzentration angepasst werden. Aus diesem Grund verwendete
man fiir die Bestimmung der niedrigen endogenen B-adrenergen Rezeptorexpression
den Antagonist '*Iod-Cyanopindolol (2.000 Ci/mmol). Der Antagonist [’H]CGP mit
einer niedrigeren spezifischen Aktivitéit (44 Ci/mmol) wurde zur Ermittlung der hohen
Uberexpression des Bi-AR in den Ad5p; AR-transfizierten, kardial differenzierten ES-
Zellen verwendet.

Zur Darstellung der endogenen Rezeptorexpression der B-adrenergen Subtypen wurde
der enstprechende Rezeptortyp durch subtyp-selektive Antagonisten abgeséttigt. Das
heif}t fiir die Ermittlung der B;-adrenergen Expression wurde ICI-118,551 (B;-selektiv)
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beziehungsweise fiir die B,-adrenerge Expression (-)-CGP-20712 (B;-selektiv) dazu
gegeben.

2.4.1 Prdparation von Membranen

Bei der Gewinnung von Zellmembranen aus selektierten und differenzierten ES-
Kardiomyozyten miissen die Membranen von den sonstigen Zellbestandteilen getrennt
und anschlieBend homogenisiert werden. Wichtig ist hierbei, dass die in der Membran

verankerten Proteine des Rezeptorsystems dabei funktionsfahig bleiben.

Praktisches Vorgehen:

Nach Absaugen des Mediums wurden die ES-Kardiomyozyten dreimal mit eiskaltem
PBS gewaschen, in einem hypotonen Puffer (5 mM Tris, 5 mM EDTA; pH 7,4) durch
Abkratzen aufgenommen und mit Hilfe eines Ultraturrax flir etwa dreimal 5 sec lysiert.
Die Dispersion wurde 20 min bei 500 g zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes
wurden die Membranen durch anschlieBendes Zentrifugieren bei 40.000 g fiir 20 min
gewonnen. Zu dem Membranpellet wurde 1 ml Bindungs-Puffer dazugegeben und
mittels des Ultraturrax (mittlere Leistung) flir 10 sec gemixt. Die gesamte
Membranpréparation wurde bei 4 °C durchgefiihrt.

Die Proteinkonzentration des Membranhomogenats wurde nach Bradford bestimmt
(Bradford, 1976). Nach Bindung des Farbstoffs Coomassie Brillant Blue konnten
Proteinmengen im Bereich von 1 bis 25 pg zuverlassig photometrisch quantifiziert
werden. Die Membransuspension wurde anschlieend durch Zuagbe eines
enstprechenden Volumens des Bindungs-Puffer auf 50 pg Membranprotein / ml

eingestellt.

2.4.2 Versuchsdurchfiihrung

Am 16. Differenzierungstag wurden die intakten kardial differenzierten ES-Zellen
trypsinisiert (10 min) und mittels serumfreien Mediums II auf 100.000 bis

500.000 Zellen / ml konzentriert. Die Membranen wurden, wie in B 2.4.1 beschrieben,
prépariert (50 pg/ml).
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Die unmarkierten Antagonisten wurden in folgenden Konzentrationen eingesetzt:

Endkonzentration Selektivitit
DL-Propanolol 10 pM Bi=B2
(—)-CGP-20712 160 nM B1AR (800-fach)
ICI-118,551 56 nM B2AR (70-fach)

Die Endkonzentrationen der radioaktiv markierten Antagonisten betrugen:
12]9d-Cyanopindolol: 5 bis 300 pM
- [PHICGP: 0,01 bis 3 nM

In einem Gesamtvolumen von 200 ul wurde folgendes Pipettierschema durchgefiihrt:

Membranen bzw.
PBS DL-Propanolol ES-Kardiomyozyten Radioligand

Unspezifische
Bindung| 50 ul 100 pl 50 ul
Totale Bindung 50 pl —_— 100 pl 50 ul

Bei der Bestimmung der subtyp-vselektiven endogenen Rezeptorexpression wurden fiir
die Ermittlung der totalen Bindung 50 ul (-)-CGP-20712 beziehungsweise ICI-118,551
anstelle von 50 pl PBS dazupipettiert.

Anschliefend wurden die Proben fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Zur Trennung der
ungebundenen radioaktiv markierten Antagonisten wurden die Proben tiber einen GF/C-
Filter abgesaugt und danach viermal mit 4 ml eiskaltem Waschpuffer (50 mM Tris; pH
7.4) gewaschen. Die verbliebene Radioaktivitit auf den Filtern wurde je nach
verwendeter Radioaktivitit durch einen Fliissigkeitsszintillationszihler (PHICGP)

bezichungsweise einen Gamma-Counter (***lod-Cyanopindolol) bestimmt.
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2.5 Funktionelle Assays

2.5.1 Messung der Kontraktionsfrequenz

Die Ermittlung der dosisabhéingigen Kontraktionsfrequenz wurde an selektierten und
transfizierten ES-Kardiomyozyten-Zellverbanden am 16. Differenzierungstag in 96er
Multiwellplatten durchgefiihrt.

Die Stimulation der B;-AR stellt den stéirksten Mechanismus dar, iiber den die
Chronotropie und Inotropie gesteigert werden kann (Brodde & Michel, 1999; Rohrer et
al., 1999). In der vorliegenden Arbeit wurde die i vitro Rezeptorstimulierung durch
den vollen Agonisten Isoprenalin durchgefiihrt. Isoprenalin ist im Vergleich zu
Adrenalin ein reiner B-adrenerger Rezeptor-Agonist, da die p-Rezeptor-Affinitit mit der
GroBe des Substituenten am Stickstoff (Isopropyl-Rest) zunimmt.

Ho, Ho,
. . Oy
Ho Gh—oH—tH—0t, O EH—CH,—NH—CH
OH L CH,
Adrenalin: a; o, Br. B2 Isoprenalin: B1 B2

Abbildung 6: Strukturformeln von Adrenalin und Isoprenalin.

2.5.1.1 Versuchsdurchfiihrung

Die Schlagfrequenz wurde an unabhéngigen, rhythmisch schlagenden Arealen mit Hilfe
eines edge-detection Systems gemessen. Um eine ausreichende Nahrstoffversorgung zu
gewihrleisten, fiihrte man etwa 2 h vor der Versuchsdurchfiihrung einen Medium-
wechsel mit dem Medium II durch. Die Temperatur wurde durch Infrarotlampen
withrend der gesamten Untersuchung konstant bei 31,3 £ 0,5 °C gehalten.

Nach Messung der basalen Schlagfrequenz wurden die 8-ARs durch kumulative Zugabe
von Isoprenalin (1 pM bis 10 uM) in steigender Konzentration stimuliert. Die

resultierenden Kardiomyozytenkontraktionen wurden nach einer Inkubationszeit von
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1 min (maximaler Effekt nach einer Latenzzeit von 30 sec) durch eine an das Mikroskop
angeschlossene Videokamera fiir je 60 sec aufgezeichnet. Die Analyse erfolgte mit
Hilfe einer edge detection Software (lonoptix). Diese kann die durch die Kontraktion
verursachte Verinderung der Grauwertstufe vom Grundniveau wahrnehmen und als ein
Amplitudenmaximum aufzeichnen.

Die Zeitspanne der Frequenzauszihlung betrug 30 sec.

2.5.2 Bestimmung der Adenylatzyklase-Aktivitit

Die Kopplung des B;-ARs an die Adenylatzyklase wurde untersucht, indem
agonistenabhéngig die Bildung des second messengers cAMP mit Hilfe eines
Radioimmunassays (RIA) gemessen wurde.

Der RIA, fiir den 1977 Schally, Guillemin, Rosalyn und Yalow den Nobelpreis
bekamen, revolutionierte die Hormonforschung, weil er eine rasche quantitative und
spezifische Messung vieler Hormone in winzigen Mengen erméglichte. Entscheidend
fiir den RIA sind spezifische Antikérper (AK). Wenn eine konstante Menge AK
(cAMP-AK) mit einer festgelegten Menge eines radioaktiv markierten Antigens (Ag)
('®lod-cAMP) inkubiert wird, bindet ein bestimmter Anteil des radioaktiven Ag an die
AK. Ist neben dem radioaktiv markierten Ag auch noch ein nicht-markiertes Ag
(cAMP) vorhanden, so wird dieses mit dem markierten Ag in Konkurrenz treten und es
teilweise von seinen Bindungsstellen am AK verdringen. Diese Konkurrenz um die
Bindungsstellen kann man durch Vergleich mit einer Standardkurve mit bekannten
Mengen nicht-markierter Ag quantifizieren. Das AusmaB, in dem die markierten Ag
von den AK verdringt werden, ist ein MaB fiir die Menge an unmarkierten Ag in einer

Probe oder einem Gewebeextrakt.

2.5.2.1 Versuchsdurchfiihrung

Die selektierten und transfizierten ES-Kardiomyozyten wurden am
16. Differenzierungstag trypsinisiert (10 min, siehe Abschnitt B 2.3.1) und mittels
serumfreien Mediums II auf 100.000 Zellen / ml konzentriert. Durch Inkubation der

intakten ES-Kardiomyozyten mit verschiedenen Agonistenkonzentrationen
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(Isoprenalin) wurde iiber Rezeptoraktivierung die membrangebundene Adenylatzyklase
aktiviert, die wiederum die Bildung von cAMP katalysiert. Da das cAMP durch die
PDE sehr schnell zu 5’-AMP abgebaut wird, wurde sie durch Zugabe von IBMX

(100 uM) gehemmt. Zur Kontrolle, ob die Ad5p;AR-Transfektion per se einen Einfluss
auf die Adenylatzyklase-Aktivitit hat, wurde das Enzym durch Forskolin (50 uM)
direkt stimuliert. Dabei interagiert Forskolin, ein pflanzliches Diterpen, mit der
katalytischen Untereinheit (ECso= 10 uM) (Seamon et al., 1981).

Zur Ermittlung der basalen cAMP-Synthese wurden zu der Zellsuspension (90 pl) 10 pl
PBS einpipettiert. Fiir die Rezeptorstimulierung lief man 90 pl der Zellsuspension mit
verschiedenen Isoprenalinkonzentrationen (10 fM bis 10 pM) in einem Gesamtvolumen
von 100 pl bei 37 °C fiir 15 min inkubieren. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
600 pl kochendem Wasser (Denaturierung der ES-Kardiomyozyten) abgestoppt.
AnschlieBend wurden die Zellbestandteile bei 20.000 g fiir 3 min abzentrifugiert. Nach
Verdiinnen des Uberstands (10 : 7; Verdiinnungspuffer des cAMP-RIA-Kits) pipettierte
man 100 pul des Uberstands in das mit dem anti-cAMP-Antikérper beschichtete RIA-
Réhrchen. AnschlieBend wurden 500 pl des '*lod- cAMP einpipettiert und nach
vorsichtiger Mischung fiir 18 h bei 2 bis 8 °C inkubiert. Nach Aspiration des
Uberstandes wurde die Radioaktivitit des gebundenen '**lod-cAMP in einem Gamma-

Counter ermittelt. Alle Versuche wurden in Doppelwerten durchgefiihrt.

2.6 Kardiale in vitro Differenzierung in Abhéngigkeit von der Phosducin-
Expression

Fiir die Untersuchung des Einflusses von Phosducin auf die Kardiomyozyten-
entwicklung wurden Zellklone der Zelllinie R1 verwendet, in denen ein Allel oder beide
Allele des Phosducingens durch homologe Rekombination ausgeschaltet waren
(heterozygote und homozygote Phosducin Knock-out Klone) beziehungsweise
Zellklone, die das Phosducingen durch Transfektion iiberexprimierten.

Die kardiale Differenzierung der Phosducin-Klone aus ES-Zellen erfolgte nach der
Tropfchentechnik in 96er Multiwellplatten. Ab dem 8. Differenzierungstag wurde eine
Selektionierung mit G418 Sulfat (200 pg/ml) durchgefiihrt.
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2.6.1 Quantifizierung des Kontraktionsverlaufes bei unterschiedlicher

Phosducinexpression

Um mogliche Effekte der Phosducinexpression auf die kardiale in vifro Differenzierung
von ES-Zellen zu untersuchen, wurden der Kontraktionsbeginn und —verlauf
dokumentiert. Da der Kontraktionsbeginn friihestens ein bis zwei Tage nach der
Ausplattierung erfolgt (Maltsev et al., 1993), wurde ab dem 7. Differenzierungstag
taglich mit Hilfe eines inversen Mikroskops der Anteil der kontrahierenden EBs gezéhlt.

2.6.2 Messung der basalen Kontraktionsfrequenz

Die Ermittlung der basalen Kontraktionsfrequenz der kardial differenzierten und
selektierten Phosducin-Klone wurden am 16. Differenzierungstag durchgefiihrt. Dabei
wurden rhythmisch kontrahierende ES-Kardiomyozyten-Zellverbande mit Hilfe eines
inversen Mikroskops ausgewihlt und fiir 30 sec bei 29,4 + 0,7 °C gemessen.
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C Ergebnisse

1  Die Differenzierung von Kardiomyozyten in Embryoid Bodies

1.1 Differenzierung und Selektionierung der aus embryonalen
Stammzellen differenzierten Kardiomyozyten

Um die Kardiomyozytendifferenzierung zu untersuchen, wurden die kardial
differenzierten ES-Zellen mittels der Tropfchentechnik gewonnen. Ein wichtiger
Parameter fiir die kardiale in vitro Differenzierung der ES-Zellen ist der
Kontraktionsbeginn.

Wie in der Abbildung 7 gezeigt wird, konnten zwei Tage nach der Ausplattierung, das
heifit am 8. Differenzierungstag, bei 4,2 + 0,9 % der EBs kontrahierende Areale
festgestellt werden. Dieser Prozentsatz stieg an den folgenden Tagen kontinuierlich an

und erreichte sein Maximum (81 %) am 13. Differenzierungstag.

100
80 4
60
40

20

oLe= [ ]
&8 9

Prozent kontrahierender EBs

10 11 12 13 14
Differenzierungstag

Abbildung 7: Kardiomyozytendifferenzierung in auswachsenden EBs. Die EBs wurden am
6. Differenzierungstag ausplattiert. Als Parameter fiir die kardiale Differenzierung wurde der
Kontraktionsbeginn téglich beobachtet und der prozentuale Anteil von kontrahierenden EBs
ausgezéhlt (n = 3).
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Fiir die Selektion von kardial differenzierten ES-Zellen wurde die von Kiug
beschriebene Selektionsmethode verwendet (Klug et al., 1996).

Nach Zugabe von G418 Sulfat am 8. Differenzierungstag wurde nach drei bis vier
Tagen das Selektionsergebnis durch einen hohen Anteil an kardial differenzierten ES-

Zellen sichtbar (Abbildung 8).

(A)

ds

+ G 418 Sulfat
®)

d12

Abbildung 8: Selektion von kardial differenzierten ES-Zellen. (A) stellt den heterogenen Zellrasen
eines EBs am 8. Differenzierungstag dar. (B) zeigt das Resultat der Selektion vier Tage nach Zugabe
von G418 Sulfat.

1.2 Fotodokumentation der Kardiomyozytendifferenzierung

In der folgenden Abbildung 9 wird an verschiedenen Zeitpunkten die kardiale in virro
Differenzierung eines EBs mittels Tropfchentechnik lichtmikroskopisch dargestellt.
Abbildung 9 A zeigt einen typischen EB am 4. Differenzierungstag mit einem
Durchmesser von 330 pm. Dieser EB wurde am 6. Differenzierungstag auf eine mit

0,1 % Gelatine beschichtete Deckglas-Kammer ausplattiert. Nach 24 h (Abbildung 9 B)

wurde ein deutliches adhérentes Wachstum sichtbar, das nach weiteren 12 h (36 h nach
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der Ausplattierung; Abbildung 9 C) den gesamten EB betraf. Die Abbildungen 9 D bis
9 F zeigen die weitere zellulére Proliferation und kardiale Differenzierung an den
Differenzierungstagen 8, 10 und 14. Diese Morphologie, die durch die radidre
Proliferation in der Peripherie gekennzeichnet ist, stellt das beste kardiale
Differenzierungsergebnis mit groBflichigen, synchron und rhythmisch schlagenden
Arealen dar. Die GroBe und Morphologie konnte aber in jeder kontrahierenden
Differenzierungskultur variabel sein.

In der vorliegenden Differenzierung waren ab dem 9. Differenzierungstag

kontrahierende Areale sichtbar.
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Abbildung 9: Lichtmikroskopische Bilder an verschiedenen Zeitpunkten der kardialen in vitro

Differenzierung eines EBs. (A) EB in Suspensionskultur am 4. Differenzierungstag. (B) und (C)
adhérentes Wachstum des EBs 24 h (B) und 36 h (C) nach der Ausplattierung (6. Differenzierungs-
tag). (D) bis (F) weitere kardiale Differenzierung und Proliferation des EBs an den
Differenzierungstagen 8, 10 und 14.

In Abbildung (A) und (B) repréisentiert der Balken 100 um beziechungsweise in den Abbildungen (C)
bis (F) 200 pm.
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1.3 Nachweis des Actinins in Abhédngigkeit von dem

Differenzierungsalter

Die immunhistochemische Charakterisierung der Kardiomoyztendifferenzierung an dem
4., 8., 12. und 16. Differenzierungstag nach vorheriger Passagierung der EB wird in der
Abbildung 10 gezeigt. Ein frither Parameter fiir die kardiale Differenzierung ist das
sarkomerische a-Actinin (Metzger et al., 1996), das in den Z-Streifen der Myofibrillen
lokalisiert ist. Zum spezifischen Nachweis wurde der monoklonale Anti-a-Actinin-
Antikorper verwendet.

Wie in Abbildung 10 A dargestellt wird, ist die Inmunfluoreszenz in einer vier Tage
alten ES-Zelle perinukledr und diffus im Zytosol lokalisiert, was auf eine beginnende
Expression des a-Actinins hinweist. Mit zunehmender kardialer Differenzierung konnte
im Zytosol immer deutlicher die sich organisierende sarkomerische Struktur
nachgewiesen werden. Abbildung 10 B und C zeigen die Zunahme von peripher
lokalisierten Myofibrillen am 8. beziehungsweise 12. Differenzierungstag einer kardial
differenzierenden ES-Zelle. Eine vollstindig kardial differenzierte ES-Zelle

(16. Differenzierungstag) ist in Abbildung 10 D zu sehen. Der Zellkern wird vollig von
der Immunfluoreszenzfirbung ausgeschlossen, wohingegen die ausgebildete, hoch
organisierte sarkomerische Struktur durch die Anreicherung der AKs in den Z-Streifen
markiert wird.

Mittels der immunhistochemischen Darstellung der sarkomerischen Struktur konnte
auch das AusmaB der Anreicherung von ES-Kardiomyozyten in den mit G418 Sulfat
selektierten Kulturen bestimmt werden. Die Auszihlung der kardial differenzierten ES-

Zellen ergab eine Anreicherung auf iiber 95 % der Gesamtzellen.
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Abbildung 10: Antikorpermarkierung von kardial differenzierenden ES-Zellen. Mit Hilfe des

sarkomerischen o-Actinin-AKs wurden die mit der Tropfchentechnik gewonnenen ES-Zellen am
4. (A), 8. (B), 12. (C) und 16. (D) Differenzierungstag markiert. Als sekundéirer AK wurde Cy3™-
gekoppelter Anti-Maus-IgG-Antikdrper verwendet (Balken = 10 um).
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2  Charakterisierung der endogenen B-adrenergen Rezeptoren in
kardial differenzierten embryonalen Stammzellen der Maus

2.1 Expression der endogenen B-adrenergen Subtypen

Zunichst stellte sich die Frage, ob die endogene Expression von B-ARs in den in vitro
differenzierten ES-Kardiomyozyten mit der in vivo Expression in adulten Méause-
Kardiomyozyten vergleichbar ist. In den adulten Miuse-Kardiomyozyten betragt die
B-adrenerge Rezeptorexpression etwa 50 fmol / mg Membranprotein, wobei der
Bi-adrenerge Subtyp mit 70 % gegeniiber dem B,-adrenergen Subtyp iiberwiegt
(Engelhardt et al., 1999; Zhou et al., 2000b).

Fiir die Bestimmung der Rezeptorexpression wurde aus den kardial differenzierten und
selektierten ES-Zellen, die durch die direkte Differenzierung gewonnen wurden, am
16. Differenzierungstag an priparierten Membranen die Radioligandenbindung
ermittelt. Als Radioligand wurde '**Iod-Cyanopindolol und fiir die unspezifische
Bindung DL-Propanolol verwendet.

Wie in Abbildung 11 A gezeigt wird, erreicht die B-adrenerge Rezeptorbindung bei 300
™ 125 Iod-Cyanopindolol den Sittigungsbereich. Die maximale Rezeptorexpression
betréigt 103 £ 12 fmol / mg Membranprotein (Bmax = 1.716 cpm). Dies stimmt mit
ungefihr 8.000 Rezeptoren pro Zelle iiberein, die mit der Rezeptorexpression an
intakten separierten ES-Kardiomyozyten ermittelt wurde (siche Abbildung 16 B).

Die Expression der B-adrenergen Subtypen B;-AR und B,-AR wurde durch die
Verwendung der beiden selektiven Antagonisten (—)-CGP-20712 (B;-AR selektiv) und
ICI-118,551 (B2-AR selektiv) bestimmt. Abbildung 11 B stellt die Expression der f;-
und fB,-adrenergen Subtypen dar, woraus ersichtlich wird, dass der B;-adrenerge Subtyp
eine um den Faktor 2,4 hohere Expressionsstirke im Vergleich zu dem B,-adrenergen
Subtyp aufweist (B; : B2 =70 % : 30 %).
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Abbildung 11: Bestimmung der endogenen B-adrenergen Rezeptordichte mit Hilfe von
Radioligandenbindungsassays. Dazu wurde jeweils 5 pg Membranprotein verwendet, das aus
differenzierten ES-Kardiomyozyten am 16. Differenzierungstag gewonnen wurde.

(A) Sittigungskurve mit verschiedenen Konzentrationen des radioaktiv markierten Liganden B]od-
Cyanopindolol (n = 3). (B) Darstellung der subtyp-selektiven endogenen Rezeptorexpression.
Verwendet wurden 300 pM des radioaktiv markierten '*’lod-Cyanopindolols sowie die subtyp-
selektiven Antagonisten (—)-CGP-20712 (B;-AR selektiv) und ICI-118,551 (B-AR selektiv) (n = 3).

2.2 Funktionelle Kopplung der endogenen B-adrenergen Rezeptoren

Um zu bestimmen, ob die endogenen B-ARs der kardial differenzierten ES-Zellen am
16. Differenzierungstag funktionell gekoppelt sind, wurden folgende Experimente
durchgefiihrt.

2.2.1 p-Rezeptor vermittelte Stimulation der Kontraktionsfrequenz

Ein Parameter, mit dem man die funktionelle Kopplung der endogenen -ARs
untersuchen kann, ist die Kontraktionsfrequenz. Dazu wurde die Agonisten-abhéngige
Stimulation der Kontraktionsfrequenz von ES-Kardiomyozyten-Zellverbanden, die mit
Hilfe der Tropfchentechnik differenziert wurden, bei einer konstanten Temperatur von
31,3 £ 0,5 °C untersucht.

Die basalen Frequenzen zeigten eine sehr groBe Variabilitét von 62 bis 290 min™ mit

einem Mittelwert von 160 + 23 min™. Aufgrund dessen ist die Konzentrations-
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Wirkungskurve in Abbildung 12 durch Prozentwerte der Basalfrequenz dargestellt.
Dabei wird ersichtlich, dass die halbmaximale Frequenzzunahme einen ECso-Wert von
1,4 x 10® M hat. Ein relativ hoher Anteil von 17 % der untersuchten ES-
Kardiomyozyten-Zellverbinde reagierte nicht mit einem Frequenzanstieg und wurden in

der folgenden Abbildung nicht beriicksichtigt.
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Abbildung 12: Konzentrations-Wirkungskurve der Kontraktionsfrequenz von ES-
Kardiomyozyten-Zellverbiinde am 16. Differenzierungstag. Der Isoprenalin-abhéngige

Frequenzanstieg ist in Relation zur Basalfrequenz dargestellt (n = 10).

2.2.2 Bestimmung der Adenylatzyklase-Aktivitiit

In der vorliegenden Arbeit wurde die Adenylatzyklase-Aktivitit an separierten und
intakten ES-Kardiomyoyzyten (jeweils 9.000 ES-Kardiomyozyten pro Assaypunkt),
welche durch die direkte Differenzierungsmethode gewonnen wurden, ermittelt.

Die basale Adenylatzyklase-Aktivitit ergab eine cAMP-Produktion von 0,1 £ 0,05 fmol
cAMP / Zelle und wurde durch die direkte Stimulation mittels Forskolin auf

5,7 £ 0,9 fmol cAMP / Zelle erhoht. Abbildung 13 zeigt, dass die Isoprenalin-
konzentration bei der halbmaximalen Stimulation des Enzyms (ECso=1,2 x 10 M)
vergleichbar mit dem ECso-Wert der Frequenzzunahme (ECsp= 1,4 x 10°® M) ist. Durch
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die Applikation von 10 pM Isoprenalin wurde die Adenylatzyklase-Aktivitit um den
Faktor 5,6 gegeniiber der basalen Aktivitit stimuliert.
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Abbildung 13: Adenylatzyklase-Aktivitiit in intakten ES-Kardiomyozyten
(16. Differenzierungstag). Die Aktivitit wurde mit den angegebenen Konzentrationen von
Isoprenalin durch Quantifizierung der cAMP-Produktion bestimmt und auf den Basalwert bezogen
(n=5). )

3 Adenovirale Transfektion von kardial differenzierten
embryonalen Stammzellen

3.1 Nachweis der Transfektionseffizienz des Ad5GFP-Virus in kardial

differenzierten embryonalen Stammzellen

Da die Transfektionseffizienz des Adenovirus Serotyp 5 unter anderem von der
verwendeten Zelllinie und dem Differenzierungsalter abhiingig ist, sollte die folgende
Versuchsreihe die Beziehung zwischen dem Virustiter (MOI) und dem AusmaB der
GFP-Expression in kardial differenzierten ES-Zellen der Zelllinie R1 untersuchen.
Dafiir wurden die durch die Tropfchentechnik gewonnenen und separierten ES-

Kardiomyozyten am 14. Differenzierungstag mit unterschiedlichen MOIs des Ad5GFP-
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Virus transfiziert und fiir weitere 48 h kultiviert. Die GFP-Expression wurde als
Prozentsatz von positiven (griin-fluoreszierenden) ES-Kardiomyozyten in einem
Gesichtsfeld bei funffacher VergroBerung ermittelt.

Wie in Abbildung 14 gezeigt wird, nimmt mit zunehmender MOI des AdSGFP-Virus

der Prozentsatz von GFP-exprimierenden ES-Kardiomyozyten zu. Bei einer MOI von

16 exprimierten 77 + 3 % der ES-Kardiomyozyten das griin-fluoreszierende Protein.
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Abbildung 14: Beziehung zwischen dem Ad5GFP-Virustiter und dem AusmaB der GFP-Expression
in ES-Kardiomyozyten. 48 h nach der Transfektion (16. Differenzierungstag) wurden die positiven
ES-Kardiomyozyten auf die Gesamtzahl der in einem Gesichtsfeld vorhandenen ES-Kardiomyozyten
bezogen (n = 4).

Des weiteren wurde untersucht, ob die adenovirale Transfektion einen Einfluss auf die
endogene Rezeptorexpression hat. Dazu wurden die separierten und kardial
differenzierten ES-Zellen am 14. Differenzierungstag mit dem Ad5SGFP-Virus

transfiziert (MOI 4). Nach 48 h verglich man die native B-adrenerge Rezeptorexpression
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mit der B-adrenergen Expression der Ad5GFP-transfizierten ES-Kardiomyozyten. Dabei
konnte keine verinderte endogene Rezeptorexpression nachgewiesen werden (Nativ:

103 + 12 fmol / mg; Ad5GFP: 97 + 8 fimol / mg).

3.2 Adenovirale Uberexpression des Bi-adrenergen Rezeptors in kardial
differenzierten embryonalen Stammzellen

Die folgenden Experimente dienten drei Fragestellungen:
(1) Hat die adenovirale Transfektion einen Einfluss auf das Kontraktionsverhalten
der ES-Kardiomyozyten?
(2) Fiihrt das in der Virus-DNA integrierte Transgen zu einer Expression des
Rezeptorproteins in der Zellmembran von ES-Kardiomyozyten?
(3) Ist die Transfektionseffizienz des Ad5B;AR-Virus in separierten ES-
Kardiomyozyten im Vergleich zu ES-Kardiomyozyten-Zellverbénden

unterschiedlich?

Damit eine mogliche Auswirkung der adenoviralen Transfektion auf die kontrahierende
Aktivitdt der ES-Kardiomyoyzten ausgeschlossen werden konnte, wurde der
Kontraktionsbeginn nach einer AASGFP- beziehungsweise Ad5B;AR-Transfektion
beobachtet. Dabei begannen 60 bis 80 % der separierten ES-Kardiomyozyten 4 h nach
der Transfektion wieder spontan zu kontrahieren. Am 16. Differenzierungstag lag der
Prozentsatz der kontrahierenden, Ad5B; AR-transfizierten EBs pro Well bei 95 % =1 %

und war vergleichbar mit den Kontroll-Kardiomyozyten 93 % + 2 % (n = 3).

Um die beiden weiteren Fragen beantworten zu kénnen, wurde die Rezeptordichte mit
Hilfe von Radioligandenbindungsassays am 16. Differenzierungstag bestimmt. Dazu
wurde die Hilfte der mittels Tropfchentechnik differenzierten ES-Kardiomyozyten am
13. Differenzierungstag trypsinisiert und gemeinsam mit den nicht-separierten
Zellverbinden nach 24 h mit dem Ad5B;AR-Virus (MOI 2) transfiziert.

Aus der Bestimmung der Rezeptordichte ergab sich in den Kardiomyozyten-

Zellverbinden eine etwa fiinffache Uberexpression des B;-ARs im Vergleich zu der
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endogenen Expression in den Kontroll-Kardiomyozyten (Abbildung 15). Die Ad5B;AR-
Transfektion in separierten ES-Kardiomyozyten zeigt dagegen eine um den Faktor 54
hohere Uberexpression. Damit war die Transfektionseffizienz in den separierten ES-

Kardiomyozyten etwa zehnfach hoher als in den Zellverbanden.

7x10°
6 x10°
5x10°
4 x10°
3 x10°
2 x10°
1 x10°

B-adrenerge Expression
[Rezeptoren / Zelle]

Kontrolle Zellverbinde Einzelzellen

Abbildung 15: Vergleich der Uberexpression des p;-ARs in separierten ES-Kardiomyozyten und in
ES-Kardiomyozyten-Zellverbiinden. Die Rezeptordichte wurde am 16. Differenzierungstag an
intakten ES-Kardiomyoyzten, die zuvor mit dem Ad5p,AR-Virus (MOI 2) transfiziert wurden, mit
Hilfe des Radioliganden [PH]CGP im Bindungsassay bestimmt (n = 3).

4  Auswirkungen einer adenoviralen Uberexpression des B;-
adrenergen Rezeptors

4.1 Funktionelle Kopplung der Bs-adrenergen Rezeptoriiberexpression
in Abhéngigkeit des Virustiters

Um zu iiberpriifen, ob die iiberexprimierten Rezeptoren funktionell gekoppelt sind,
wurde der Effekt der B;-adrenergen Uberexpression auf die Adenylatzyklase-Aktivitét
untersucht. Dazu wurden die kardial differenzierten und selektierten ES-Zellen (direkte
Differenzierungsmethode) nach vorheriger Passagierung am 14. Differenzierungstag mit

dem Ad5B;AR-Virus (MOI 2 und 8) transfiziert. Nach 48 h wurde die B,-adrenerge
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Uberexpression durch Radioligandenbindungsassays und die Adenylatzyklase-Aktivitét
iiber die Messung der Agonisten-abhéngigen cAMP-Konzentration (RIA) ermittelt.
Wie in Abbildung 16 A gezeigt wird, ergibt sich aus der Bestimmung der B-adrenergen
Rezeptordichte bei einer MOI von 2 eine etwa 60-fache Uberexpression
beziehungsweise bei einer MOI von 8 eine etwa 200-fache Uberexpression des B;-ARs
im Vergleich zu den Ad5GFP-transfizierten ES-Kardiomyozyten. Diese sehr hohe
Uberexpression bei einer MOI von 8 entspricht ungefihr 1,5 x 10® B1-ARs pro Zelle
(Kontroll-Kardiomyozyten: 5.600 3;-ARs pro Zelle).

In Abbildung 16 B wird die B-Rezeptor vermittelte Aktivierung der Adenylatzyklase in
intakten ES-Kardiomyozyten der gleichen Transfektionskultur untersucht. Dabei zeigt
sich, dass die hohen Uberexpressionen keine signifikante Erhohung der basalen
Adenylatzyklase-Aktivitéit zur Folge haben. Die Zugabe des B-Agonisten Isoprenalin
bewirkt jedoch eine deutliche Linksverschiebung der Konzentrations-Wirkunsgkurve
fiir die B;-liberexprimierenden ES-Kardiomyozyten. Diese Linksverschiebung ist MOI-
abhingig, die hoher exprimierenden ES-Kardiomyozyten erreichen eine stérkere
Linksverschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve. Dies wird durch die ECsp-Werte
von 7,5 x 107" M (MOI 2) und 4,2 x10"' M (MOI 8) im Vergleich zum Kontrollwert
(ECso= 6,2 x 10® M) deutlich. Jedoch zeigt die maximale Stimulation mit 10 pM
Isoprenalin nur bei einer MOI von 8 einen geringen signifikanten Anstieg gegeniiber

den Kontroll-Kardiomyozyten.
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Abbildung 16: Effekt der adenoviralen Uberexpression des humanen B;-adrenergen Rezeptors auf
die Adenylatzyklase-Aktivitit in ES-Kardiomyozyten. (A) Darstellung der mit dem Radioliganden
[’H]JCGP ermittelten -adrenergen Rezeptorexpression. Fiir die Kontrolle wurden die Zellen mit dem
Ad5GFP-Virus transfiziert. (B) Konzentrations-Wirkungskurve der Isoprenalin-stimulierten cAMP-
Bildung in Abhingigkeit der MOI (n = 3).
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4.2 Kontraktionsfrequenz in Bezug zu der f1-adrenergen
Rezeptorexpression

Der folgende Versuch sollte zeigen, ob die B;-adrenerge Uberexpression einen Effekt
auf die Kontraktionsfrequenz der ES-Kardiomyozyten hat. Um dies zu untersuchen,
wurden die mit der Trépfchentechnik differenzierten ES-Kardiomyozyten-Zellverbande
am 14. Differenzierungstag mit dem Ad5B;AR-Virus transfiziert (MOI 2). Eine
Untersuchung von separierten ES-Kardiomyozyten war nicht moglich, weil die
Kontraktionen zu gering und arrhythmisch waren. Die transfizierten ES-
Kardiomyozyten-Zellverbénde wurden anschliefend am 16. Differenzierungstag mit
dem B-Agonisten Isoprenalin bei einer konstanten Temperatur von 31,3 + 0,5 °C
stimuliert.

Abbildung 17 stellt die Isoprenalin-stimulierte Konzentrations-Wirkungskurve der
transfizierten ES-Kardiomyozyten-Zellverbinde dar. Der Mittelwert der Basalfrequenz
betrug 128 + 20 min™ und nahm durch die Isoprenalinstimulation (10 pM) auf

166 + 23 min™' zu. Die Streuung der Basalfrequenz war dabei shnlich groff wie die der
Kontroll-Kardiomyozyten (von 42 bis 300 min™). Wie auch in Tabelle 2 gezeigt wird,
konnte keine signifikante Linksverschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve
gegeniiber den Kontroll-Kardiomyozyten beobachtet werden. Ebenso waren die Werte
der Basalfrequenz wie auch die der maximalen Stimulation (10 pM Isoprenalin)
vergleichbar mit den Werten der Kontroll-Kardiomyozyten.

Bei den Ad5B;AR-transfizierten ES-Kardiomyozyten betrug der Anteil der

Zellverbinde, die nicht auf eine Isoprenalinstimulation reagierten, 3 %.
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Abbildung 17: Konzentrations-Wirkungskurve der Kontraktionsfrequenz von Ad5p,AR-
transfizierten ES-Kardiomyozyten-Zellverbiinde am 16. Differenzierungstag. Die Mittelwerte
mit Standardfehlern sind wegen der Streuung der Absolutwerte als Prozentwerte der Basalfrequenz

dargestellt (n=11).

Eo [min ] Emax [min™'] ECso [M]
Kontrolle 160 +£23 199 +24 1,4 x 10
Ad5B;AR 128 £20 166 £23 2,6 x 10°®

Tabelle 2: Vergleichende Parameter der Isoprenalin-stimulierten Kontraktionsfrequenz. Es wurden
Ad5B;AR-transfizierte ES-Kardiomyozyten (n = 11) und Kontroll-Kardiomyozyten (n = 10) am 16.

Differenzierungstag in Zellverbénden untersucht.

5  Phosducin-Klone
5.1 Kardiomyozytendifferenzierung in Abhédngigkeit von der
Phosducinexpression

Mit Hilfe der Phosducin-Klone sollte der Frage nachgegangen werden, ob die

Phosducin-Expression einen Einfluss auf die kardiale Differenzierung der ES-Zellen
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hat. Dazu wurden Phosducin-Klone mit einem Knock-out eines Allels (-/+) oder beider
Allele (-/-) sowie ein Phosducin-iiberexprimierender Zellklon (Transgen) nach der
Tropfchentechnik differenziert und selektioniert (G418 Sulfat).

Um zu bewerten, ob es einen zeitlichen Unterschied im Kontraktionsbeginn und -
verlauf gibt, wurde ab dem 8. Differenzierungstag die Anzahl der spontan
kontrahierenden EBs unter dem inversen Mikroskop beobachtet (Abbildung 18). Wie
bei den Kontroll-Kardiomyozyten waren bei den unterschiedlichen Zellklonen die
ersten Kontraktionen am 9. Differenzierungstag zu beobachten. Dabei stieg die Anzahl
der kontrahierenden ES-Kardiomyozyten-Zellverbidnde wihrend der folgenden vier
Tage kontinuierlich an und erreichte ein Maximum, das vergleichbar mit dem der
Kontroll-Kardiomyozyten ist. Hieraus wird ersichtlich, dass die unterschiedlichen
Phosducin-Expressionen keinen signifikanten Einfluss auf den Kontraktionsverlauf

hatten.

[ 1Kontrolle
150
Transgen

100+
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Anzahl der kontrahierenden EBs
[% der Kontrolle am Tag 13]

Differenzierungstag

Abbildung 18: Darstellung des Kontraktionsverlaufes in Abhiingigkeit des Differenzierungsalters.
Dazu wurde tiglich der Kontraktionsstatus von Kontroll-Kardiomyozyten und unterschiedlichen
Phosducin-Klonen (Transgen, —/+ und —/~) in 96er Multiwellplatten dokumentiert (n = 4).
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5.2 Basalfrequenz bei unterschiedlicher Phosducinexpression

Um zu bestimmen, ob eine unterschiedliche Phosducin-Expression einen Einfluss auf
die basale Kontraktionsfrequenz hat, wurden heterozygote und homozygote Phosducin
Knock-out Klone bzw. ES-Kardiomyozyten, die eine Uberexpression des
Phosducingens hatten, mittels der Tropfchentechnik differenziert.

Am 16. Differenzierungstag ermittelte man die Basalfrequenz an selektierten ES-
Kardiomyoyzten-Zellverbénden bei einer Temperatur von 29,4 + 0,7 °C. In Abbildung
19 sind die Basalfrequenzen der Phosducin-Klone im Vergleich zu der Kontroll-
Basalfrequenz dargestellt. Zu erkennen ist, dass das Ausmaf der Phosducin-Expression

keinen signifikanten Unterschied in der Basalfrequenz bewirkt.
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Abbildung 19: Vergleich der Basalfrequenzen bei variablen Phosducin-Expressi am

16. Differenzierungstag (n = 16).
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D Diskussion

1 Differenzierung der Kardiomyozyten in Embryoid Bodies

Die bisher in der Literatur zur Kardiomyozytendifferenzierung bekannten Studien
zeigten, dass filr eine maximale kardiale Differenzierung bestimmte Zelllinien und
Kulturbedingungen erfiillt sein miissen (Guan et al., 1999b). In der vorliegenden Arbeit
wurde die Zelllinie R1 und eine konstante Zellzahl von 600 ES-Zellen pro EB bei einem
Ausplattierungszeitpunkt der EBs am 6. Differenzierungstag verwendet. Dabei wurden
die ersten kontrahierenden Areale am 8. Differenzierungstag nachgewiesen. Das
Maximum der kontrahierenden Zellverbinde erreichte am 13. Differenzierungstag

81 %. In der Literatur wurden vergleichbare Beobachtungen bei der Verwendung der
Zelllinie D3 mit 300 beziehungsweise 400 ES-Zellen pro EB gemacht, woraus
geschlossen werden kann, dass die Zelllinie R1 im Hinblick auf die Effizienz der

kardialen Differenzierung eine Alternative zu der Zelllinie D3 ist.

Der relativ geringe Prozentsatz der kardial differenzierten ES-Zellen in einem EB
(ungefihr 5 %) (Hughes, 2002) kann durch eine Selektionsmethode, die von Klug et al.
eingefiihrt wurde, deutlich erhht werden. Sie basiert auf der Expression eines
Resistenzgens (Aminoglycosidphosphotransferase) unter der Kontrolle des
herzspezifischen o-MHC-Promotors. Durch die Zugabe von G418 Sulfat wird hierdurch
eine nahezu reine ES-Kardiomyozytenkultur erreicht. Da die selektierten ES-
Kardiomyozyten spontan kontrahieren und féhig sind, intrakardiale Verbindungen in
adulten Miuseherzen einzugehen, wurde ein negativer Einfluss der Transgenexpression
ausgeschlossen. Diese Beobachtungen konnten weiterhin durch immunhistochemische
Farbungen (Titin und a-Actinin), die die Anwesenheit von gut entwickelten
Myofibrillen in den selektierten ES-Kardiomyoyzten nachwiesen, unterstiitzt werden
(Klug et al., 1996).

Die experimentellen Ergebnisse dieser Arbeit bestitigen diese Befunde. Durch die

Zugabe von G418 Sulfat am 8. Differenzierungstag wurde die kardiale Ausbeute auf
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iiber 95 % erhoht. Des weiteren konnte mittels der immunhistochemischen Farbung des
sarkomerischen a-Actinins wihrend der kardialen Differenzierung gezeigt werden, dass
diese Selektionsmethode die myofibrilldre Organisierung nicht beeintréchtigt. In
Ubereinstimmung mit einer unselektierten ir vitro Differenzierung (EB-Modellsystem)
wurde mit zunehmender kardialer Differenzierung die hoch organisierte sarkomerische
Struktur beziehungsweise die Z-Streifen sichtbar (Guan et al., 1999a). Daraus ldsst sich
schlieflen, dass die Selektionsmethode ein effizientes Verfahren fiir eine Optimierung

der kardialen Ausbeute ist, die keinen negativen Einfluss auf die Kardiomyogenese hat.

2  Endogene Expression von B-adrenergen Rezeptoren in kardial
differenzierten embryonalen Stammzellen

Eine Expression von a,-, ;- und B,-adrenergen Rezeptoren sowie von m-cholinergen
Rezeptoren und spannungsabhéngigen L-Typ Ca**-Kanilen wurde bisher nur indirekt
durch funktionelle Effekte der adrenergen Stimulation auf die Kontraktionsfrequenz
(Wobus et al., 1991), die L-Typ Ca>*-Strome (Maltsev et al., 1999) sowie auf die
Aktionspotentialdauer bei ES-Kardiomyozyten gezeigt (Maltsev et al., 1993).

Das Expressionsmuster der f-ARs wihrend der Kardiomyogenese ist bislang nur fiir
fetale Maus-Kardiomyozyten untersucht worden (Chen et al., 1979). Dabei nimmt die
Rezeptorexpression vom 13. fetalen Tag (14 % des adulten Levels) bis zum ersten
neonatalen Tag (21. Tag) um den Faktor fiinf zu. Nach einem weiteren starken Anstieg
innerhalb der ersten zwei postnatalen Wochen sinkt die Rezeptorexpression
anschliefend auf das adulte Niveau ab und erreicht eine Expression, die zwischen 45
und 83 fmol pro mg Membranprotein in adulten Maus-Kardiomyozyten (2. - 3. Monat)
betrigt (Engelhardt et al., 1999; Hilal-Dandan et al., 2000; Zhou et al., 2000b). Die
quantitative Expression der B-adrenergen Subtypen wird vor allem durch die Spezies
bestimmt, wobei der B;-adrenerge Subtyp der vorherrschende Subtyp in fetalen und
adulten Kardiomyozyten ist (etwa 70%) (Steinberg, 1999; Xiang & Kobilka, 2003).

In der vorliegenden Arbeit stellte sich zunéchst die Frage, ob die endogene B-adrenerge

Expression von in vitro differenzierten ES-Kardiomyozyten mit der von in vivo
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differenzierten Maus-Kardiomyozyten vergleichbar ist. Die quantitative Bestimmung in
16 Tage alten ES-Kardiomyozyten zeigte eine endogene B-adrenerge Expression von
103 + 12 fmol Rezeptor pro mg Membranprotein. Dieser deutlich tiber der
B-adrenergen Rezeptorexpression in adulten Maus-Kardiomyozyten liegende Wert
konnte durch eine Rezeptor-Hochregulation unter den gegebenen
Zellkulturbedingungen (geringe Adrenalin- und Noradrenalinkonzentration) erklart
werden. Ubereinstimmend mit dieser Annahme wird als Ursache fiir den zweiwochigen,
postnatalen Anstieg der Rezeptorexpression eine voriibergehende Verminderung der
Noradrenalinkonzentration angenommen (Chen et al., 1979).

Um die B-adrenerge Rezeptorexpression néher quantifizieren zu kénnen, wurde die
Expression der B-adrenergen Subtypen in ES-Kardiomyozyten am 16. Differenzierungs-
tag untersucht. Dabei korreliert die erhdhte Expression des B1-adrenergen Subtyps

(B1 : B2 =70 % : 30 %) mit den Beobachtungen an adulten Maus-Kardiomyozyten.
Daraus lisst sich schlieBen, dass die Rezeptorsubtyp-Verteilung schon in einem frithen

(fetalen) Entwicklungsstadium dem adulten Expressionsmuster entspricht.

Die Stimulation des f;-ARs bewirkt durch die Aktivierung der Adenylatzyklase, durch
die Zunahme des zytosolischen cAMPs sowie durch die anschlieBende Stimulierung der
cAMP-abhingigen PKA eine positive chronotrope, inotrope und lusitrope Reaktion.
Bisher wurde diese Agonisten-stimulierte cAMP-Zunahme nur in in vivo differenzierten
fetalen und adulten Maus-Kardiomyozyten bestimmt (Chen et al., 1982; Sabri et al.,
2000; Tepe et al., 1999). Dabei kann die Adenylatzyklase-Aktivitit parallel zu dem B-
AR ab dem 13. fetalen Tag nachgewiesen werden, obwohl noch keine signifikante
chronotrope Reaktion zu diesem Zeitpunkt feststellbar ist. In neonatalen Maus-
Kardiomyozyten (21. bis 22. Tag) erreicht die basale Adenylatzyklase-Aktivitit 46 %
des adulten Niveaus. Postnatal unterscheidet sich die Zunahme dieser Enzymaktivitét
von der B-adrenergen Rezeptorexpression; sie erreicht lediglich 104 % der adulten
Aktivitdt, wohingegen der B-AR in den ersten zwei Wochen eine deutlich héhere
Rezeptorexpression (168 %) im Verhéltnis zu den adulten Maus-Kardiomyozyten zeigt
(Chen et al., 1982).
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In adulten Maus-Kardiomyozyten ergab die Konzentrations-Wirkungskurve fiir
Isoprenalin einen ECso-Wert von 2,3 x 10" M (Chen et al., 1982) beziehungsweise von
1,1 x 107 M (Hilal-Dandan et al., 2000). Fiir ES-Kardiomyozyten wurde in der
vorliegenden Arbeit ein ECso-Wert von 1,2 x 10" M bestimmt. Dabei muss
beriicksichtigt werden, dass die Ergebnisse in der Literatur an Membranpréparationen
ermittelt wurden, in denen die Adenylatzyklase-Aktivitéit etwas insensitiver reagiert.
Somit kann angenommen werden, dass die Adenylatzyklase-Sensitivitéit in ES-
Kardiomyozyten und in adulten Maus-Kardiomyozyten korreliert. Die basale
Adenylatzyklase-Aktivitit konnte durch die Agonisten-Stimulation (Isoprenalin 10 uM)
um den Faktor 5,6 in den ES-Kardiomyozyten gesteigert werden, wohingegen in
adulten Maus-Kardiomyozyten lediglich eine 2,6 fache Zunahme vorlag (Tepe et al.,
1999). Diese Differenz konnte durch eine erhdhte Expression der Adenylatzyklase in

ES-Kardiomyozyten bedingt sein.

Aus der Literatur ist bekannt, dass die chronotrope Reaktion einer f-adrenergen
Stimulation in ES-Kardiomyozyten mit der von in vivo differenzierten Maus-
Kardiomyozyten vergleichbar ist (Guan et al., 1999b; Wobus et al., 1991). Dabei hat das
Differenzierungsalter sowohl auf die Basalfrequenz als auch auf die arrythmische
Potenz einen direkten Einfluss, wie durch die Abnahme der Basalfrequenz und die
Zunahme der arrhythmischen Potenz mit zunehmendem Alter gezeigt wurde.

In der vorliegenden Arbeit war der ECso-Wert der Isoprenalin-stimulierten
Frequenzzunahme von ES-Kardiomyozyten am 16. Differenzierungstag vergleichbar
mit den ECso-Werten, die an neun Tage alten ES-Kardiomyozyten beziechungsweise an
adulten Mausherzen bestimmt wurden (Engelhardt et al., 1999; Wobus et al., 1991; Zolk
et al., 1998). Daraus kann geschlossen werden, dass die funktionelle Sensitivitéit der B-
adrenergen Stimulation in Bezug auf den chronotropen Effekt schon ab dem neunten
Differenzierungstag ausgebildet ist. Fiir den L-Typ Ca*-Kanal, der fiir den inotropen
Effekt verantwortlich ist, wurde dagegen ein effizienter Anstieg des Ca®*-Einstroms erst
ab dem 12. Differenzierungstag nachgewiesen (Maltsev et al., 1999).

Wie lasst sich diese Diskrepanz erkldren?
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Die positive chronotrope Reaktion wird direkt iiber ;CAMP vermittelt (Interaktion der
cAMP-Molekiile mit HCN-Kanélen), wihrend die B-adrenerge Modulation des L-Typ
Ca®*-Kanals als einen weiteren Schritt die cAMP-abhéingige Aktivierung der PKA
erfordert. Dadurch hat die in der Literatur genannte niedrige Expression des PKA-
Holoenzyms (An et al., 1996) im frithen Differenzierungsstadium keinen limitierenden
Einfluss auf den chronotropen Effekt, wohl aber auf die Phosphorylierung und
Aktivierung des L-Typ Ca?*-Kanals.

Eine weniger gut zu erkldrende Diskrepanz besteht zu den Ergebnissen, die an fetalen
Mausherzen gewonnen wurden. Hier wurde die Expression von B-ARs am 13. Ent-
wicklungstag nachgewiesen, jedoch keine positiv chronotrope Reaktion bei Stimulation
mit Isoprenalin, die sich erst ab dem 16. Entwicklungstag zeigte (Chen et al., 1979).
Dies steht in Widerspruch zu dem oben genannten Befund an ES-Kardiomyozyten, in
denen die Stimulation mit Isoprenalin schon am 9. Differenzierungstag eine chronotrope
Reaktion hervorrief. Obwohl die Expression von Ionenkanélen wéhrend der in vitro
Differenzierung von ES-Kardiomyozyten und der in vivo Kardiomyogense von fetalen
Maus-Kardiomyozyten parallel verlduft (Doevendans et al., 2000), muss hinsichtlich der
chronotropen Reaktion doch ein Unterschied im Entwicklungsverlauf angenommen

werden.

Die in dieser Arbeit bestimmten ECso-Werte fiir die Isoprenalin-stimulierte
Adenylatzyklase-Aktivitit (1,2 x 10" M) und die Kontraktionsfrequenz

(1,4 x 10°® M) zeigen eine gute Ubereinstimmung, Dies ist zu erwarten, da der
chronotrope Effekt direkt durch cAMP — ohne einen weiteren Zwischenschritt —
vermittelt wird und somit keine Signalamplifikation mdglich ist (Ludwig et al., 1998).

3 Adenovirale Transfektion von kardial differenzierten
embryonalen Stammzellen

Die Verwendung von adenoviralen Vektoren hat sich vor allem wegen ihrer Féhigkeit,

postmitotische Zellen — beispielsweise adulte Kardiomyozyten — effizient zu infizieren,
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in den letzten Jahren etabliert. In der Literatur wird diese virale Methode der
Gentechnik in primiren Kulturen von fetalen und adulten Maus-Kardiomyozyten
mehrfach erwihnt, wobei sie sich vor allem durch den sehr hohen Prozentsatz (> 95 %)
des exprimierten Transgens auszeichnet (Gojo et al., 1997; Zhou et al., 2000a).
Langerfristig betrachtet konnen die Adenoviren das Genmaterial aber nicht in einer
dauerhaft stabilen Form in den Zellkern einbringen, wodurch diese initial hohe
Expression des Transgens innerhalb von zwei bis vier Wochen rasch abfillt (Yang et
al., 1994). Ein adenoviraler Gentransfer in ES-Kardiomyozyten wurde bislang nur
anhand der Expression des LacZ Gens untersucht. In Abhiingigkeit von dem
Differenzierungsalter konnte eine stabile, aber wesentlich geringere Transfektions-
effizienz des Transgens nachgewiesen werden (maximal 27 %) (Rust et al., 1997).

Die Effizienz des adenoviralen Gentransfers wurde in der vorliegenden Arbeit

48 Stunden nach der am 14. Differenzierungstag durchgefiihrten Transfektion an ES-
Kardiomyozyten dargestellt, wobei der adenovirale Vektor (Serotyp 5) die cDNA fiir
das griinfloureszierende Protein (GFP) enthielt. Bei einer MOI von 16 exprimierten

77 % der separierten ES-Kardiomyozyten das GFP-Transgen. Verglichen mit den
Ergebnissen von Rust et al., die in einer heterogenen Zellkultur ermittelt wurden

(MOI 45), wird ersichtlich, dass béi einem wesentlich geringeren Virustiter eine fast
dreifach héhere Transfektionseffizienz resultiert. Eine noch hohere adenovirale
Transfektionsrate (97 %) wurde in isolierten adulten Maus-Kardiomyozyten mit einer
MOI von 10 erreicht. Diese Unterschiede konnen dabei nicht auf dem adenoviralen
Vektor beruhen, da in Ubereinstimmung mit den oben genannten Studien in dieser
Arbeit der gleiche Serotyp und Promotor fiir die Transgen-Expression verwendet wurde.
Die hohere Transfektionseffizienz in isolierten ES- und adulten Kardiomyozyten
konnte, verglichen mit dem Ergebnis von Rust et al., vor allem auf der hoheren
Homogenitit der angereicherten Kardiomyozytenkulturen beruhen, die in dieser Arbeit
iiber die G418 Sulfat-Selektion erreicht wurde. Des weiteren wird die
Transfektionseffizienz von dem Differenzierungsalter beeinflusst, was die erhéhte
Expression in den isolierten adulten Maus-Kardiomyozyten erkldren konnte. Ein
weiteres Kriterium, auf der die unterschiedliche Transfektionseffizienz moglicherweise

basiert, ist die Konfluenz der jeweiligen Kardiomyozyten-Kultur. In der vorliegenden
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Arbeit konnte durch eine Separierung der ES-Kardiomyozyten-Zellverbénde die
Effizienz der Transgen-Expression des humanen B;-ARs um den Faktor zehn erhoht

werden.

Aus der Literatur ist bekannt, dass eine adenovirale Transfektion keinen Einfluss auf die
kardiale Differenzierung, kontrahierende Aktivitit und Lebensféhigkeit von ES- und
adulten Kardiomyozyten hat (Rust et al., 1997; Zhou et al., 2000a). Ubereinstimmend
mit diesen Beobachtungen begannen in dieser Arbeit vier Stunden nach der
Transfektion (MOI 2; Ad5GFP sowie Ad5B;1AR) etwa 60 bis 80 % der separierten ES-
Kardiomyozyten erneut spontan zu kontrahieren, deren prozentuale Kontraktionsrate

auch nach zwei Tagen vergleichbar war.

Seit einigen Jahren werden die Effekte einer kardialen Uberexpression des B;-ARs vor
allem in vivo an transgenen Tiermodellen untersucht. In diesen Mausmodellen konnte
eine fiinf- bis vierzigfache B;-adrenerge Uberexpression im Vorhof und Ventrikel
erreicht werden. Eine funktionelle Konsequenz zeigte sich durch eine
Linksverschiebung der Dosis-Wirkungskurve fiir die Chronotropie und Inotropie
(Bisognano et al., 2000; Engelhardt et al., 1999; Zolk et al., 1998). In die gleiche
Richtung weist eine in vitro Studie von Zhou et al., in der durch einen adenoviralen
Gentransfer eine p;-adrenerge Uberexpression in isolierten adulten Maus-
Kardiomyozyten erreicht wurde (Zhou et al., 2000b). Sowohl in vivo als auch in vitro
wurde die basale Adenylatzyklase-Aktivitit durch die Uberexpression nicht beeinflusst.
Ebenso korrelieren die Daten iiber die maximale Agonisten-stimulierte Enzymaktivitit,
die in Bezug zu der Uberexpression nicht proportional anstieg. Bislang gibt es jedoch
keine Hinweise, wie sich eine adenoviral vermittelte B;-adrenerge Uberexpression in
ES-Kardiomyozyten verhlt.

In dieser Arbeit wurde 48 Stunden nach dem adenoviralen Gentransfer (Ad5p;AR) an
16 Tage alten, separierten ES-Kardiomyozyten eine bis zu 200-fache B;-adrenerge
Uberexpression erreicht. In Ubereinstimmung zu den iz vivo Befunden fiihrte die
Rezeptoriiberexpression zu einer Sensitivierung der Isoprenalin-stimulierten cAMP-

Produktion, die entsprechend der hoheren Uberexpression stirker ausgeprigt war.
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Ferner zeigen die Daten der vorliegenden Arbeit keine signifikante Verénderung der
basalen Enzymaktivitit. Im Gegensatz zu dem groBen Effekt auf die halbmaximale
Enzymstimulation war die maximal stimulierte Adenylatzyklase-Aktivit4t nur
geringfligig verindert. Als eine Erkldrung fiir den geringen cAMP-Anstieg muss ein
limitierender Faktor im B-adrenergen Signalweg zwischen dem Rezeptor und der
Adenylatzyklase angenommen werden. Da das molare Verhiltnis der Komponenten in
Kardiomyozyten 1 : 200 : 3 (B-AR : G; : Adenylatzyklase) betrégt (Post et al., 1995),
kann hieraus vermutet werden, dass bei einer -adrenergen Uberexpression die
Adenylatzyklase der limitierende Faktor ist. Diese Annahme wird durch Befunde an
neonatalen Ratten-Kardiomyozyten unterstiitzt. Hierbei bewirkte die Uberexpression
der Adenylatzyklase Isoform VI einen proportionalen Anstieg der maximalen
Isoprenalin-stimulierten cAMP-Antwort ohne Verénderung des ECso-Wertes (Gao et al.,
1998).

Insgesamt wird aus diesen Ergebnissen ersichtlich, dass die Sensitivitit der
Adenylatzyklase von dem AusmaB der B-adrenergen Expression bestimmt wird,
wohingegen die maximale cAMP-Produktion von der Expressionshohe der

Adenylatzyklase limitiert wird.

Die Chronotropie konnte aufgrund der Arrhythmie von separierten ES-Kardiomyozyten
zuverldssig nur an ES-Kardiomyozyten-Zellverbénden untersucht werden. Dabei zeigte
die adenoviral vermittelte B;-adrenerge Uberexpression (MOI 2) keine signifikante
Verinderung der Isoprenalin-stimulierten Kontraktionsfrequenz gegeniiber den
Kontroll-Zellverbinden. Eine mogliche Erkldrung dieser fehlenden Wirkung konnte das
geringere AusmaB der Bj-adrenergen Uberexpression in ES-Kardiomyozyten-
Zellverbinden sein. Hier wurde bei dem gleichen Virustiter eine zehnfach niedrigere
Uberexpression im Vergleich zu den separierten ES-Kardiomyozyten erreicht. Dies
deutet darauthin, dass in den dreidimensional aufgebauten Zellverbianden nur ein
oberflachlicher Gentransfer erreicht wird, wodurch nicht die gesamte Aktivitéit des

funktionellen Synzytiums beeinflusst werden kann.
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4 Phosducin-Kilone

Phosducin ist ein zytosolisches Phosphoprotein, das erstmalig in den retinalen
Photorezeptoren entdeckt wurde (Lolley et al., 1977). Neben dieser Lokalisierung wird
Phosducin aber auch in einer Reihe anderer Organe — unter anderem im Herzen —
exprimiert (Bauer et al., 1992; Danner & Lohse, 1996). Die inhibierende Funktion
dieses ubiquitéiren Proteins in der G-Protein gekoppelten Signaltransduktion beruht vor
allem auf seiner hochaffinen Bindung an die B-Untereinheit des Gg,-Proteins (Lee et al.,
1987), wodurch die Reaktivierung von G, verhindert wird (Bauer et al., 1992; Bliiml et
al., 1997). Eine Reduktion des inhibitorischen Effektes kann durch eine PKA-abhingige
oder durch eine GRK2-abhingige Phosphorylierung erreicht werden, die auf einer
Affinitdtsverminderung gegeniiber der B-Untereinheit beruht (Bauer et al., 1992; Ruiz-
Gomez et al., 2000; Yoshida et al., 1994). Diese bisher in der Literatur bekannten
funktionellen Effekte von Phosducin wurden iiberwiegend im Rhodopsin-System der
Sehzellen und fiir den B,-adrenergen Rezeptor beschrieben. Eine mégliche Rolle von
Phosducin in Kardiomyozyten und bei der Kardiomyozytendifferenzierung ist jedoch

noch nicht untersucht worden.

In der Literatur wurde ein wichtiger Einfluss der GRK?2 auf die Kardiomyogenese
beschrieben. Hier bewirkte die Deletion des GRK2-Gens eine Hemmung des
Herzwachstums wihrend der Embryogenese, die letztendlich zum Tod der Embryonen
zwischen dem neunten und fiinfzehnten Entwicklungstag fiihrte. Der dabei
zugrundeliegende Mechanismus wurde bisher noch nicht beschrieben. Es gibt jedoch
Hinweise, dass die Letalitit der GRK2 Knock-out Miuse in Zusammenhang mit einer
fehlenden Rezeptorphosphorylierung steht (Jaber et al., 1996). Da Phosducin mit GRK2
um die Bindungsstellen an den fy-Komplexen konkurriert, kénnte die Variation der
Phosducin-Expression direkt die GRK2-Bindung an dem By-Komplex beeinflussen und
letztendlich die Rezeptorphosphorylierung verdndern. Somit konnte eine erhShte
Phosducin-Expression iiber den Entzug der Gg,-Bindungseinheiten die GRK2
vermittelte Rezeptorphosphorylierung vermindern und sich dhnlich wie die Deletion der

GRK2 auf die Differenzierung von ES-Kardiomyozyten auswirken.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen gegen diese Hypothese. Sowohl der Knock-out
beider Allele des Phosducingens als auch seine Uberexpression zeigten keinen
signifikanten Unterschied in Bezug auf den Kontraktionsbeginn und -verlauf wéhrend

der kardialen Differenzierung.

In der Literatur wurde berichtet, dass die basale Herzfrequenz von der konstitutiven
Aktivitdt der B-adrenergen Rezeptoren beeinflusst wird (Engelhardt et al., 2001).
Aufgrund der hemmenden Funktion von Phosducin auf den -adrenergen Signalweg
konnte bei einer Phosducin-Uberexpression die Basalfrequenz in ES-Kardiomyozyten
vermindert sein. Andererseits sollte die Basalfrequenz insbesondere bei einer
homozygoten Deletion des Phosducin-Gens erhsht sein.

Dies konnte durch die Experimente der vorliegenden Arbeit nicht belegt werden. Dabei
hatte eine variable Phosducin-Expression keine signifikante Verinderung der
Basalfrequenz von 16 Tage alten ES-Kardiomyozyten zur Folge. Die fehlende
Erhohung der Basalfrequenz bei den homozygoten und heterozygoten Phosducin
Knock-out Zellen kénnte durch eine kompensatorische Funktion der Phosducin-
ghnlichen Proteine (PhdLP short/long) bedingt sein. Diese zytosolischen Proteine
binden ebenfalls an Gg, und konnen dadurch wie Phosducin die B-adrenerge
Signalantwort regulieren (Schroder & Lohse, 1996). Auf der anderen Seite konnte das
iiberexprimierte Phosducin-Protein iiber eine verstéirkte Phosphorylierung inaktiviert
werden, wodurch die hemmende Wirkung auf die p-adrenerge Signalkaskade

vermindert wire.
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E Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden die kardial differenzierten embryonalen
Stammzellen (ES-Zellen) mittels der von Wobus et al. entwickelten Trépfchentechnik
gewonnen. Eine Optimierung der kardialen Ausbeute konnte durch eine
Selektionsmethode erreicht werden, die auf der Expression eines Resistenzgens in den
kardial differenzierten ES-Zellen beruht. Hierdurch wurde eine reproduzierbar hohe

Anreicherung von ES-Kardiomyozyten erzielt.

Die erstmalig durchgefiihrte quantitative Bestimmung der endogenen B-adrenergen
Rezeptorexpression in ES-Kardiomyozyten zeigte eine Subtyp-Verteilung, die mit
derjenigen in adulten Maus-Kardiomyozyten iibereinstimmt, wobei eine hohere
endogene Expression in ES-Kardiomyozyten vorlag. Ferner konnte durch eine
B-adrenerge Stimulation in 16 Tage alten ES-Kardiomyozyten eine positive chronotrope
Reaktion sowie eine Aktivierung der Adenylatzyklase-Aktivitit hervorgerufen werden.
Diese Ergebnisse zeigen, dass ES-Kardiomyozyten am 16. Differenzierungstag einen
vollstindig ausgereiften B-adrenergen Signalweg aufweisen und hinsichtlich der
physiologischen Effekte vergleicﬁbare Merkmale mit adulten Maus-Kardiomyoyzten

haben.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die Fahigkeit eines adenoviralen Gentransfers in
ES-Kardiomoyzten zu untersuchen. Dabei zeigte sich, dass der Gentransfer mittels
rekombinanten Adenoviren eine sehr effiziente und durchfithrbare Methode zur
Expression von Transgenen in ES-Kardiomyozyten ist.

Weiterhin konnte die funktionelle Kopplung der adenoviral tiberexprimierten
B1-adrenergen Rezeptoren nachgewiesen werden. Die Uberexpression hatte eine
ausgeprégte Sensitivierung der Rezeptorantwort zur Folge, wihrend die maximale
Isoprenalin-induzierte cAMP-Produktion nur wenig erhoht wurde. Dies entspricht
Befunden an transgenen Mausmodellen mit einer f;-adrenergen Rezeptor-

iiberexpression. Eine Sensitivierung des chronotropen Effektes konnte dagegen nicht
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gezeigt werden. Moglicherweise fiihrte die Transfektion der ES-Kardiomyozyten-
Zellverbinde nur zu einem oberflichlich begrenzten Gentransfer, der keinen Einfluss

auf die Gesamtheit des funktionellen Synzytiums hatte.

AuBerdem wurde in dieser Arbeit der Einfluss einer unterschiedlichen Phosducin-
Expression auf die kardiale Differenzierungsfahigkeit in transgenen ES-Zellen
untersucht. Dabei konnte kein signifikanter Unterschied in der kardialen
Differenzierung sowie in der Basalfrequenz von homozygoten und heterozygoten
Phosducin Knock-out Klonen beziehungsweise von Phosducin iiberexprimierenden

Zellklonen festgestellt werden.
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F  Ausblick

In Deutschland und auch in anderen westlichen Industrienationen gelten Herz-
Kreislauf-Erkrankungen als ,,die Erkrankungen® des 21. Jahrhunderts. Obgleich
wihrend der letzten Jahrzehnte wichtige Erkenntnisse zu den Risikofaktoren und der
Pathophysiologie gewonnen und grofie Fortschritte bei den Méglichkeiten akuter
Therapien gemacht wurden, sind Herz-Kreislauf-Krankheiten dennoch fiir 40 bis 50
Prozent der Gesamtmortalitit, bereits bei Erwachsenen im mittleren Alter,

verantwortlich.

Die grofe Bedeutung der Herz-Kreislauf-Krankheiten ist die Grundlage fiir das
Interesse vieler Forschungsgruppen, die molekulare Pathogenese aufzukldren sowie
Therapieméglichkeiten zu entwickeln. In den letzten Jahren etablierte sich das
dreidimensionale in vitro Modellsystem der EBs als eine Alternative zu den bisherigen
Methoden, die vor allem auf Primérkulturen fetaler, neonataler und adulter
Kardiomyozyten basieren. Gegeniiber diesen zeigt das EB-Modellsystem bedeutende
Vorteile: Zum einen kénnen die ES-Kardiomyozyten in groSen Massen herangezogen
und fiir einen ldngeren Zeitraum kultiviert werden. Zum anderen kann durch eine
einfache genetische Selektionsmethode eine nahezu reine ES-Kardiomyozytenkultur
erreicht werden. Dadurch ist eine Umgehung der auBerordentlich schwierigen
Embryonengewinnung in frithen Entwicklungsstadien moglich. Diese genannten
Vorteile erméglichen beispielsweise Routineuntersuchungen iiber die Auswirkung
Zelldifferenzierungs-modulierender beziehungsweise embryotoxischer Einfliisse an ES-

Kardiomyozyten eines frithen Entwicklungsstadiums durchzufiihren.

Die vorliegende Arbeit konnte die hohe Effizienz eines adenoviral vermittelten
Gentransfers in ES-Kardiomoyzyten aufzeigen. Dies erdffnet neue Wege, um die
Pathophysiologie, die Therapie und eventuell die Prophylaxe von verschiedenen
Herzerkrankungen, wie beispielsweise der Herzinsuffizienz, des Herzinfarktes oder von

angeborenen Herzerkankungen, weiter zu untersuchen. Zum Beispiel konnte durch eine
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adenovirale Transfektion von regulatorischen Genen in kardial differenzierenden ES-
Zellen die Regulation und Kontrolle der Zellbildung wihrend der Kardiomyogenese
untersucht werden und damit neue Erkenntnisse zur Pathogenese von angeborenen
Herzerkrankungen gewonnen werden.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten adenoviralen Transfektionen des humanen ;-
adrenergen Rezeptors konnten Ansatzpunkte fiir weitere Experimente darstellen. Mit
Hilfes dieses in vitro Modellsystem konnten die molekularen Vorgénge bei der
pathologischen Hochregulation zu Beginn der Herzinsuffizienz kurzfristig und im
Gegensatz zu isolierten adulten Maus-Kardiomyozyten auch iiber einen langeren

Zeitraum untersucht werden.

Da es heute technisch mdglich ist, somatische Zellkerne in Eizellen zu iibertragen und
daraus ES-Zellen zu erzeugen, sollte bei Transplantation von aus diesen ES-Zellen
geziichtetem Gewebe keine GewebsabstofBungsreaktion auftreten. Obwohl Forschungen
an humanen ES-Zellen in Deutschland gegenwirtig wegen der ethischen Diskussion um
die kiinstliche Erzeugung erbgleicher Individuen umstritten sind, konnte die
Stammzelltechnologie doch in der Zukunft dazu dienen, organotypische Gewebe fiir
Transplantationszwecke zu erzeugen und damit Organtransplantationen zumindest
teilweise zu vermeiden. Angesichts der Knappheit von Spenderorganen und der immer
noch nicht ganz beherrschbaren GewebeabstoBung durch den Organempfinger kénnte
die Gewebezucht aus ES-Zellen eine der hoffnungsvollsten Alternativen zur

Transplantation von Spenderorganen darstellen.
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H Abkiirzungsverzeichnis

Ad5B1AR
Ad5GFP
Ag

AK
5’-AMP
AR

ATP
B-ME
Bumax
BSA
cAMP
cDNA
cpm
DMEM
DMSO
DNA
EB

ECso
EDTA
ES-Zellen
etal.
FCS

g

Gpy

Gi

Gs

Gsa

GDP

Adenovirus Serotyp 5 mit dem humanen fB;-adrenergen Rezeptor
Adenovirus Serotyp 5 mit dem GFP-Transgen
Antigen

Antikérper

Adenosin-5’-monphosphat

adrenerger Rezeptor

Adenosin-5’-triphosphat

B-Mercaptoethanol

Ligandenkonzentration bei maximaler Rezeptorsittigung
Albumin Fraction V aus Rinderserum
zyklisches Adenosin-3’,5’-monophosphat
komplementire Desoxyribonukleinséure
radioaktive Impulse pro Minute

Dulbecco’s modified Eagle’s medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinséure

Embryoid Body

Konzentration der halbmaximalen Stimulation
Ethylendiamintetraacetat

embryonale Stammzellen

et alii

fotales Kéalberserum

Erdbeschleunigung (1 g =9,8 m/s?)
By-Komplex des G-Proteins

inhibitorisches G-Protein

stimulatorisches G-Protein

a-Untereinheit des stimulatorischen G-Proteins

Guanosin-5’-diphosphat
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GFP
G-Protein
GRK

GTP
HCN-Kanal

IBMX
IMDM
lacZ-Gen
LIF
MHC
MOI
mRNA
MTG
n
NEAA
PBS
PDE
PFA
PKA
RIA
RT

U

Green Fluorescent Protein
Guanin-Nukleotid-bindendes Protein
G-Protein gekoppelte Rezeptorkinase
Guanosin-5’-triphosphat
Hyperpolarisations- und zyklisches Nukleotid-aktivierter Kationen-
Kanal

3-Isobutyl-1-Methyl-Xanthin

Iscove’s modification of Dulbecco Medium
B-Galaktosidase-Gen

Leukemia Inhibitory Factor

Myosin Heavy Chain

Multiplicity of Infection

messenger Ribonukleinsdure
a-Monothioglycerol

Anzahl durchgefiihrter Experimente
nichtessentielle Aminosduren
Phosphate-buffered Saline

zyklische Nukleotid-Phosphodiesterase
Paraformaldehyd

Proteinkinase A

Radioimmunassay

Raumtemperatur

Unit
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