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ZUSAMMENFASSUNG 

Ein wichtiger Bestandteil der regenerativen Medizin sind Zelltherapien. Die transplantierten 

Zellen können sich in das verletze Gewebe integrieren und dort körpereigene Reparatur- und 

Regenerationsmechanismen anregen. Somit kann es zur Heilung des geschädigten Gewebes 

und Organen kommen. Limitierungen, wie der Mangel an patientenspezifischem Zellmaterial, 

die Überlebens- und Integrationsfähigkeit nach Transplantation, können durch Modifikation der 

Zellen überwunden werden. Das Proteinexpressionsprofil der Zellen wird dabei verändert, um 

ihre natürliche Aktivität zu verbessern oder ihre zelluläre Entwicklung zu verändern. Die RNA-

basierte Modifikation von Zellen stellt eine vielversprechende Methode für therapeutische 

Anwendungen dar, da die Expression von gewünschten Proteinen Integrations- und 

Rückstands-frei erfolgt. 

Die Bildung neuer Blutgefäße in ischämischem Gewebe, z. B. nach einem Myokardinfarkt, 

kann die Regeneration und Funktion der Organe verbessern. Daher wurde im Rahmen dieser 

Arbeit synthetisch modifizierte mRNAs, die für VEGF-A, ANG-1 und SDF-1α kodieren, in 

murine endotheliale Progenitorzellen (EPCs) transfiziert, um das natürliche angiogenetische 

Potenzial der EPCs zu fördern. Dabei zeigte die Analyse typischer Parameter zur 

Gefäßbildung, wie die chemotaktische Migration, die Wundheilungskapazität, die in vitro und 

in vivo Gefäßneubildung, ein verbessertes angiogenetisches Potenzial der mRNA-

modifizierten EPCs im Vergleich zu unbehandelten EPCs. Insbesondere die EPCs, die mit 

ANG-1 mRNA oder gleichzeitig mit allen 3 mRNAs (VEGF-A, ANG-1 und SDF-1α) transfiziert 

wurden zeigten signifikant verstärkte proangiogene Eigenschaften. Auf diese Weise 

veränderte Zellen könnten somit nach einer Transplantation zur Verbesserung der 

Blutversorgung in geschädigtem oder ischämischem Gewebe führen. 

Induziert pluripotente Stammzellen (iPSCs) können als unendliche patientenspezifische 

Quelle für verschiedene Zellarten dienen. Hierfür können iPSCs durch Differenzierung in 

gewünschte Zelltypen für zukünftige therapeutische Applikationen generiert werden. Für die 

nichtintegrative Reprogrammierung von neonatalen Fibroblasten in iPSCs wurde ein mRNA-

basierter Ansatz mit einem selbst-replizierenden RNA (srRNA)-basierten Ansatz verglichen. 

Die generierten iPSCs wiesen typische Charakteristika der pluripotenten Stammzellen auf und 

waren in der Lage in alle 3 embryonalen Keimblätter (Mesoderm, Endoderm und Ektoderm) 

zu differenzieren. In den iPSCs wurden keine srRNA-Rückstände oder chromosomale 

Abnormalitäten festgestellt. Daher sind die so generierten Zellen besonders gut für den 

therapeutischen Einsatz geeignet. Die Reprogrammierung der Zellen konnte durch eine 

einmalige srRNA Transfektion durchgeführt werden. Weiterhin stellte sich heraus, dass die 

Reprogrammierung mittels srRNA effizienter, kostengünstiger und mit weniger Arbeitsaufwand 

verbunden war als die tägliche Transfektion der Zellen mit mehreren mRNAs. Nach der 

erfolgreichen Etablierung des srRNA-basierten Protokolls zur Herstellung von iPSCs wurden 

auch adulte Zellen reprogrammiert. Dazu wurden einerseits renale Epithelzellen (RECs) nicht-

invasiv aus Urin gewonnen und andererseits Zellen aus Kieferperiost (JPCs) xeno-frei isoliert. 

Nach Bestätigung der Pluripotenz, der Differenzierungsfähigkeit in die 3 Keimblätter in vitro 

und in vivo und der Eliminierung der srRNA, wurden die iPSCs zu gewebespezifischen Zellen 

differenziert und erfolgreich auf ihre spezifische Markerexpression untersucht. Die REC-iPSCs 

wurden innerhalb von 10 Tagen zu schlagenden Kardiomyozyten differenziert und anhand 

einer Video-basierten Analyse von Ca2+ Intermediaten wurde die Kontraktilität der generierten 
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Zellen bestätigt. Die Behandlung der generierten Kardiomyozyten mit dem Aktivator 

Isoproterenol führte zur Erhöhung der Schlagrate und die Inhibitor-Behandlung mit Nifidipin 

bewirkte die Hemmung der Kontraktionen in den Zellen. Die JPC-iPSCs wurden zuerst in 

induziert mesenchymale Stamm/ Stroma-ähnliche Zellen (iMSCs) und dann weiter zu 

osteogenen Zellen differenziert, die eine starke Mineralisierung aufwiesen. 

Darüber hinaus wurden in dieser Arbeit verschiedene Hydrogele bezüglich der mRNA 

Freisetzung über einen längeren Zeitraum hinweg untersucht, um die transiente mRNA 

vermittelte Produktion von Proteinen zu verlängern. Chitosan-Alginat-Hydrogele zeigten eine 

verzögerte Freisetzung von Cyanin 3-markierter Luciferase (Cy3-hGluc) mRNA über 3 

Wochen.  

Die Bioaktivität der freigesetzten hGLuc mRNAs und die anhaltende Proteinexpression 

konnten durch die Produktion der Luziferase, vermittelt durch die in die mRNA Hydrogele 

integrierten HEK293 Zellen und die Messung der Luziferase-Aktivität über 21 Tage bestätigt 

werden. Rheologische Messungen zeigten stabile gelartige Eigenschaften der mit mRNA 

beladenen Hydrogele über den Zeitraum von 3 Wochen. Somit konnte durch die verzögerte 

Freisetzung der mRNAs aus dem Hydrogel, die Proteinexpression in den Zellen verlängert 

werden ohne die mRNA mehrfach applizieren zu müssen. 

Der Einsatz von nicht Genom-integrierenden RNAs zur gezielten Überexpression spezifischer 

Proteine in patientenspezifischen Zellen eröffnet enorme Möglichkeiten im Bereich der 

regenerativen Medizin und des Tissue Engineerings. So können mittels mRNA oder srRNA 

modifizierte autologe Zellen zur Zelltherapie oder Generierung 3-dimensionaler 

Gewebekonstrukte eingesetzt werden und so eine personalisierte Therapie und Regeneration 

von Geweben ermöglichen.  
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ABSTRACT 

Cell-based therapies are an important tool for regenerative therapies. The cells integrate into 

the injured tissue and stimulate the body's own repair and regeneration mechanisms. Thus, 

damaged tissues and organs can be treated and even healed. To overcome limitations, such 

as the lack of autologous cell material, survival and integration capacity after transplantation, 

cells can be modified by altering their protein expression profile to either enhance their natural 

activity or to alter their cellular fate. The RNA-based modification of cells provides a versatile 

method for therapeutic applications, as the modifications by the mRNA-mediated expression 

of desired proteins is integration- and vector-free.  

The formation of new blood vessels in ischemic tissue, e.g. B. after a myocardial infarction, 

can improve the regeneration and function of organs. Therefore, in this work synthetic modified 

mRNAs encoding VEGF-A, ANG-1 and SDF-1α were transfected into murine endothelial 

progenitor cells (EPCs) in order to promote the natural angiogenic potential of the EPCs. The 

analysis of typical parameters for vascularization, such as chemotactic migration, wound 

healing capacity and in vitro and in vivo angiogenesis/ tube formation, demonstrated an 

improved angiogenic potential of the mRNA-modified EPCs compared to untreated EPCs. In 

particular, the cells transfected with ANG-1 mRNA or those transfected simultaneously with all 

3 mRNAs (VEGF-A, ANG-1 und SDF-1α) had a significantly increased proangiogenic features. 

Cells modified in this way could therefore improve the blood supply in damaged/ ischemic 

tissue after transplantation. 

Induced pluripotent stem cells (iPSCs) can serve as a limitless patient-specific cell source for 

the differentiation into a desired cell type for future therapeutic applications. For the non-

integrative reprogramming of iPSCs from neonatal fibroblasts, an mRNA-based was compared 

with a self-replicative (sr)RNA-based approach. The generated iPSCs showed typical 

characteristics of stem cells and were able to differentiate in all 3 lineages: mesoderm, 

endoderm and ectoderm. Additionally, no residual expression of the RNA or chromosomal 

abnormalities was detected after the reprogramming. This renders them particularly suitable 

for a therapeutic use. The cells could be reprogrammed by a single srRNA transfection. 

Furthermore, the study showed that the srRNA was more efficient, less expensive and less 

work intensive than the daily transfections with multiple mRNAs. Following the successful 

establishment of the srRNA-based protocol for the production of iPSCs, adult cells from 

different donors were also reprogrammed. On the one hand, renal epithelial cells (RECs) were 

non-invasively extracted from urine samples and on the other hand, cells from jaw periosteum 

(JPCs) were isolated xeno-free. After the confirmation of pluripotency and 3-lineage 

differentiation potential in vitro and in vivo, as well as the elimination of srRNA, the iPSCs were 

differentiated into tissue-specific cells and successfully tested for their specific marker 

expression. The REC-iPSCs were differentiated into beating cardiomyocytes within 10 days, 

and a video-based analysis of Ca2+ intermediates confirmed the contractility of the generated 

cells. The treatment of the generated cardiomyocytes with the activator isoproterenol led to an 

increase in the beat rate and the inhibitor treatment with nifidipine inhibited the contractions in 

the cells. The JPC-iPSCs were first differentiated into induced mesenchymal stem/ stroma-like 

cells (iMSCs) and then further differentiated into osteogenic cells that showed a strong 

mineralization. 
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In addition, various hydrogels were investigated with regard to the release of mRNA over a 

longer period of time in order to prolong the transient mRNA-mediated production of proteins. 

Chitosan-alginate hydrogels showed the local release of synthetic mRNAs through the delayed 

release of cyanine 3-labeled luciferase (Cy3-hGluc) mRNAs over 3 weeks. The bioactivity of 

the released hGLuc mRNAs and sustained protein expression could also be confirmed by the 

additional integration of HEK293 cells into the mRNA hydrogels by measuring the luciferase 

activity over 21 days. Rheological measurements showed stable gel-like properties of the 

mRNA-loaded hydrogels over 3 weeks. The local protein expression in the cells could be 

prolonged due to the delayed release of the mRNAs from the hydrogel and the subsequent 

transfection of the cells, without the need of repeated application of the mRNA. 

The use of non-integrative RNAs for the targeted overexpression of specific proteins for the 

modification of patient-specific cells opens up enormous opportunities in the field of 

regenerative medicine and tissue engineering. In this way, cells are modified vector-free and 

can safely be used as cell therapy or integrated into 3-dimensional tissue constructs, without 

causing a rejection reaction.
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1. EINLEITUNG 

1.1. Regenerative Medizin 

Die Regenerative Medizin ist ein vielversprechender und stetig wachsender Bereich1 der 

Translationalen Forschung und verbindet Biomaterialforschung, Tissue Engineering, sowie 

Molekular- und Zellbiologie (Abbildung 1), die sich mit dem Prozess des Ersetzens, 

Reparierens und Regenerierens menschlicher Zellen, Gewebe oder Organe zu deren 

funktionalen Wiederherstellung befasst. Dabei werden eine Vielzahl an Anwendungen zur 

Behandlung von angeborenen und erworbenen Erkrankungen, Traumata und natürliche 

Alterungsprozesse angestrebt.2 Man erhofft sich durch die regenerative Medizin, die 

Humanmedizin zu revolutionieren. Krankheiten, die mit herkömmlichen Medikamenten und 

medizinischen Verfahren nur unzureichend behandelt werden können, sollen dabei nicht nur 

behandelt, sondern funktional geheilt werden oder mechanischen Ersatz erhalten. Dies wird 

durch das Rekonstruieren von Zellen, Geweben, oder Organen erreicht, die die Stimulation 

von körpereigenen Regenerations- und Reparaturmechanismen anregen.3  

 

Abbildung 1: Die Regenerative Medizin ist ein multidisziplinärer Ansatz der Translationalen Medizin und vereint 

Bereiche der Biomaterialforschung, der Zell-basierten Therapie und des Tissue Engineering. 

Die Schädigung von lebenswichtigen Organen wie Herz, Leber und Nieren sind nach wie vor 

eine der Hauptursachen für die weltweite Sterblichkeit.4 Das Überleben eines Patienten, der 

an einer schwerwiegenden Erkrankung dieser Organe leidet kann oft nur durch den Ersatz mit 

einem geeigneten Spenderorgan gewährleistet werden. In der Vergangenheit wurden bereits 

zahlreiche Erfolge durch die Transplantationen verschiedener Organe (wie z.B. Niere, Leber, 

Lunge, Bauchspeicheldrüse, Herz, Knochenmark, Haut, Blutgefäße) erzielt.5 Durch die 
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regenerative Medizin können theoretisch sämtliche akute und chronische Krankheiten, wie 

Schlaganfall, koronare Herzerkrankungen (Myokardinfarkt), Diabetes, Krebserkrankungen 

(Leukämie, Lymphom, Melanom), progressive neuronale Erkrankungen (Alzheimer, 

Parkinson), Autoimmunerkrankungen und Osteoarthrithis  geheilt werden. 

Vor allem der Mangel an geeignetem Spendergewebe und transplantierbaren Organen, sowie 

dem hohen Risiko einer immunologischen Abstoßung, treibt das Bioengineering von Geweben 

und Organen voran.4, 5 Menschen, die das Glück haben, eine Organtransplantation zu 

erhalten, müssen mit chronischer Abstoßung des implantierten Gewebes/ Organs und dem 

lebenslangem Einnahme von Immunsuppressiva rechnen.2 Zelltransplantationen und das 

Tissue Engineering soll daher als Alternative zum Organersatz dienen, indem funktionelle 

Gewebe und Organe de novo im Labor konstituiert und anschließend in den Patienten 

implantiert werden oder Zellen zur therapeutischen Behandlung eingesetzt werden.3  

Die Regeneration von Geweben oder Organen, die durch Verletzung, Alterung oder Krankheit 

des Gewebes geschädigt wurden, können durch verschiedene Ansätze durchgeführt werden. 

1) Transplantation von Stammzellen oder Progenitorzellen in vivo, die sich dann lokal in den 

gewünschten Zelltyp differenzieren, ins Gewebe integrieren und diese mit zusätzlichen 

Biomolekülen versorgen. 2) Komplett- oder Teilersatz eines Organs oder Gewebes mit ex vivo 

kultivierten gewebespezifischen Zellen. 3) Einsatz von bioaktiven Materialien als Gerüst-/ 

Stützstrukturen zur Rekonstruktion der Extrazellulärmatrix (EZM) und um körpereigene 

regenerative Prozesse anzuregen.4, 6, 7 

Die Kombination von unterschiedlichen Komponenten, wie einem Grundgerüst, bioaktiven 

Materialien und gewebetypspezifischen Zellen, um 3-dimensionale funktionelle Gewebe-

konstrukte herzustellen wird als Tissue Engineering bezeichnet.2, 4 Dabei werden die Zellen 

auf eine geeignete Matrix aufgebracht, mit dem Ziel eine möglichst natürliche Umgebung zu 

simulieren. Diese können in Bioreaktoren in vitro kultiviert werden und das vitale Gewebe wird 

dann in Patienten implantiert, wo durch körpereigene Prozesse die endgültige Stabilität und 

volle Funktion erreicht wird. Als Biomaterialien werden natürliche Materialien (z. B. Kollagen 

und Alginat), azellularisierte Gewebe (z. B. Herzklappen) oder synthetische Polymere wie 

Poly(lactid-co-glycolid) (PLGA) verwendet, die biologische Prozesse und mechanische 

Funktion des zu ersetzenden Gewebes als künstliche EZM simulieren.6 Sie ermöglichen auch 

die Abgabe von geeigneten bioaktiven Faktoren an der gewünschten Stelle im Körper.8 

Gerüste können mit bioaktiven Faktoren wie Zelladhäsionspeptiden, Wachstumsfaktoren und 

Zellen geladen werden, um die Funktion der Zellen (Adhäsion, Proliferation, Migration und 

Differenzierung) zu regulieren, so dass sich ein funktionelles Gewebe bilden kann. Am besten 

geeignet sind biologisch abbaubare und bioresorbierbare Materialien, die keine Entzündungs-

reaktion auslösen. Inkompatible Materialien können eine Entzündung hervorrufen und dies 

kann zu einer Nekrose und zur Abstoßung im Gewebe führen.9  
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Für eine Anwendung in verschiedenen Bereichen der Regenerativen Medizin stehen humane 

Zellen, wie somatische Zellen, adulte oder embryonale Stammzellen, pluripotente 

Stammzellen und Progenitorzellen, sowie ausdifferenzierte Zellen zur Verfügung. Dabei ist der 

Einsatz von autologen („körpereigenen“) Zellen von besonderem Interesse, da durch ihre 

Verwendung die Abstoßung verhindert wird, auf die Gabe von immunsuppressiven 

Medikamenten verzichtet und die Übertragung von Infektionen ausgeschlossen werden kann.5, 

7 Die größten Einschränkungen für den erfolgreichen Einsatz dieser Technologien sind 

Zellbeschaffung und -expansion, hohe Kosten, regulatorische Probleme und die Schwierigkeit 

des Hochskalierens.3 

1.2. Zelltherapie 

Bei einer Zelltherapie werden dem Patienten zelluläres Material injiziert, mit dem Ziel, einen 

Zellersatz in geschädigtem Gewebe zu bewirken und/ oder lösliche Faktoren wie Zytokine, 

Chemokine und Wachstumsfaktoren freizusetzen, um eine parakrine oder endokrine Wirkung 

zu erzielen.3 Die dafür präferierten autologen Zellen werden durch eine Biopsie eines 

bestimmten Gewebes dem Patienten selbst entnommen, vom Gewebeverband dissoziiert 

bzw. isoliert und in einer in vitro Zellkultur vermehrt. Seltener werden minimal-invasiv 

entnommene Blutproben und nicht-invasiv gewonnene Urinproben verwendet, um daraus 

Zellen zu gewinnen. Anschließend können diese Zellen wieder in das gleiche Individuum 

zurück transplantiert werden.10, 11 Daher hängen die meisten aktuellen Strategien für das 

Tissue Engineering und der Regenerativen Medizin von der Verfügbarkeit autologer Zellen 

aus dem Gewebe/ Organ des Patienten ab.6 

1.2.1. Endotheliale Progenitorzellen 

Endotheliale Progenitorzellen (EPCs) sind im Blutkreislauf zirkulierende Stammzellen und 

werden durch Chemokine aus dem Knochenmark rekrutiert. Diese werden von Zellen im 

verletzten Gewebe sekretiert, um die Revaskularisierung zu induzieren.12, 13 Die EPCs homen 

an den Stellen vaskulärer Läsionen und differenzieren dort, um eine Gefäßreparatur 

durchzuführen.14 Dadurch kann die Blutversorgung in ischämischen Geweben wieder-

hergestellt, die Schädigung des Gewebes reduziert und somit die Funktion betroffener 

Gewebe oder Organe (z.B. nach einem Schlaganfall oder Herzinfarkt) wiederhergestellt 

werden. 

Mehrere präklinische Studien haben bereits das vaskulogene und angiogene Potenzial von 

EPCs bestätigt15, 16, sowie eine positive parakrine Wirkung von transplantierten EPCs bei der 

Behandlung ischämischer Erkrankungen.17, 18 In früheren Studien wurden EPCs auch als 

Biomarker bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen identifiziert und der Rückgang der Anzahl an 

EPCs und deren Dysfunktion wurden mit ischämische Erkrankungen in Verbindung 
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gebracht.19, 20 Jedoch ist der Erfolg einer klinischen Anwendung von EPCs aufgrund der 

geringen Retention und des begrenzten Einwachsens nach der Transplantation, sowie das 

geringe Überleben der migrierten EPCs im ischämischen Gewebe, eingeschränkt.21, 22 

Weiterhin stellt auch die geringe Menge und Qualität von den isolierten autologen EPCs eine 

Herausforderung für klinische Anwendungen dar.23 So konnte in mehreren Tierversuchen und 

klinischen Studien mit EPCs unterschiedliche Ergebnisse in ihrer Wirksamkeit bei der 

Behandlung ischämischer Erkrankungen nachgewiesen werden.18, 24  

Neue Strategien beinhalten zelluläre Modifikationen, um die Anzahl und Proliferation der EPCs 

zu erhöhen25 und deren Funktion und Integration ins Gewebe zu verbessern.26 Somit können 

die Geweberegenerationen effizienter durchgeführt werden. Hierfür können Biomoleküle, wie 

z. B. rekombinante Proteine, wie Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren, oder 

Gentherapien eingesetzt werden, um den natürlichen Ablauf von beispielsweise 

angiogenetischen Prozessen zu steuern.  

Ein Beispiel dafür ist der vaskuläre endotheliale Wachstumsfaktor-A (VEGF-A), der unter 

anderem an der Chemotaxis, Migration und Differenzierung von EPCs beteiligt ist und in 

früheren Studien zur verbesserten Revaskularisierung von Geweben geführt hat.27-30 Weitere 

Wachstumsfaktoren und Chemokine, wie das Angiopoietin (ANG)31, 32, der Fibroblasten-

Wachstumsfaktor (FGF)33, 34, der Stromazellen-abgeleiteter Faktor-1 (SDF-1)35, 36 und der 

Hypoxie-induzierbarer Faktor-1α (HIF-1α)37 haben ebenfalls ihre Wirksamkeit für einen 

proangiogene tischen Einsatz bestätigt. 

1.2.2. Pluripotente Stammzellen 

Im Gegensatz zu gewebespezifischen adulten Stammzellen, die meist ein limitiertes 

Proliferations- und Differenzierungspotenzial aufweisen, besitzen pluripotente Stammzellen 

(PSCs), wie humane embryonale Stammzellen (ESCs) und induziert Pluripotente 

Stammzellen (iPSCs) die Fähigkeiten sich selbst zu vermehren und in fast alle spezialisierten 

Zelltypen des Körpers zu differenzieren.38 Sie können in vitro in alle verschiedenen Zelltypen 

der drei Keimbahnrichtungen (Mesoderm, Endoderm und Ektoderm) differenzieren. Daher 

können sie als Quelle für therapeutisch einsetzbare Zellen jeden Typs dienen. Die PSCs sind 

auch in der Lage sich in 3-dimensionale Zellkonstrukte zusammenzulagern, um in vitro 

Embryonalkörperchen (Embryoid bodies) oder in vivo Teratomas auszubilden, die alle drei 

embryonalen Gewebetypen enthalten. Diese Fähigkeit dient auch als Beweis für ihre 

Pluripotenz39 und bedeutet, dass die Zellen für den in vivo Einsatz vollständig differenziert 

werden müssen. Auch die Immunogenität der ESCs, die nur allogen transplantiert werden 

können, stellt ein Problem für klinische Anwendungen dar, da sie eine Abstoßungsreaktion im 

Empfängerorganismus auslösen können.40, 41 
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Humane ESCs werden hauptsächlich aus der inneren Zellmasse von Blastozysten im 

Embryonalstadium isoliert.42 Im Vergleich dazu ist die Gewinnung von iPSCs ethisch 

unbedenklich, da sie aus somatischen Zellen generiert werden (Abbildung 2). Die Generierung 

der iPSCs aus patienteneigenen Zellen, deren anschließende Differenzierung in den 

gewünschten Zelltyp und die Implantation dieser autologen Zellen verhindert eine Abstoßung 

im Empfängerorganismus. Daher ist die Induktion der Pluripotenz in somatischen Zellen, um 

iPSCs zu erhalten, ein wichtiges Instrument für die in vitro Erzeugung autologer Zellen.43  

 

Abbildung 2: Der Einsatz von induziert pluripotenten Stammzellen (iPSCs) besitzt ein enormes Potenzial für Zell-
basierte Therapien. Adulte Zellen können aus dem Patienten isoliert und mit Reprogrammierungsfaktoren 
behandelt werden um iPSCs zu generieren. Diese können dann in Gewebe-spezifische Zellen eines gewünschten 
Typs differenziert werden und für eine autologe Transplantation von Enddifferenzierten Zellen oder nach Integration 
in ein Matrixmaterial als 3-dimensionales Zellkonstrukt verwendet werden. Die Grafik wurde mit Hilfe von Servier 
Medical Art Vorlagen erstellt. 

Zur Herstellung der iPSCs werden somatische Zellen reprogrammiert. Der Prozess wird durch 

epigenetische Regulationen, wie Chromatinumlagerungen und das Entfernen von 

Methylierungsmustern der DNA möglich und durch die Überexpression von Transkriptions-

faktoren eingeleitet, die im embryonalen Stadium vorhanden sind. Die Kern-

Transkriptionsfaktoren Oct4, Sox2 und Nanog werden dabei am höchsten exprimiert und 

erhalten den Pluripotenzstatus der Zellen aufrecht. Weitere intrinsische Faktoren (Expression 

von Interaktionspartnern wie cMyc, Klf4, Lin28) und extrinsische Faktoren (Kulturbedingungen, 

Wachstumsfaktoren, Zytokine usw.) spielen dabei eine Rolle.44 

Die erfolgreiche Generierung von iPSCs aus humanen Fibroblasten wurde erstmals 2007 von 

Yamanaka und Takahashi anhand der Reprogrammierungsfaktoren Oct4, Sox2, Klf4 und 

cMyc mithilfe retroviraler Transduktion gezeigt.45 Es zeigte sich, dass Nanog für die Induktion 

der Pluripotenz nicht nötig war, aber die Beteiligung der Transkriptionsfaktoren Klf4 und cMyc 
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für den Prozess hilfreich sind. Klf4 und cMyc stehen mit der Regulation des Zellzyklus in 

Verbindung und fördern das Wachstum und die Proliferation der Zellen.46 Weitere 

Forschungen zeigten, dass verschiedene Reprogrammierungsstrategien und Faktoren zur 

Herstellung von iPSCs eingesetzt werden können, wie beispielweise die Induktion der 

Pluripotenz ohne cMyc47, die Kombination der Faktoren Oct4, Sox2, Nanog und Lin2848, oder 

die Überexpression der Faktoren Oct4 und Sox249.  

In den vergangenen Jahren wurden bereits erhebliche Fortschritte mit iPSCs bei der 

Umsetzung von Grundlagenforschung in die klinische Anwendung gemacht. So konnte die 

Sicherheit von regenerativen Therapien anhand der ersten klinischen Studie mit iPSCs zur 

Behandlung der Makuladegeneration nachgewiesen werden, die im Jahr 2014 in Japan 

gestartet wurde.50 Weiterhin bestätigten vorläufige Ergebnisse einer Studie zur Behandlung 

der akuten Graft-versus-Host Erkrankung, die im Jahr 2017 in Australien gestartet wurde, dass 

die eingesetzten iPSC-abgeleiteten mesenchymale Stamm-/ Stromazellen (MSCs) sicher sind 

und führten zu einer Reduktion des Schweregrads der Erkrankung bei 14 von 15 Patienten.51 

1.2.3. Differenzierung von iPSCs in gewebespezifische Zellen  

Stammzellen, wie iPSCs eignen sich aufgrund ihrer unbegrenzten Teilungsfähigkeit 

hervorragend zur Differenzierung in nahezu alle gewünschten Zelltypen des menschlichen 

Körpers (Abbildung 2). Diese Zellen können theoretisch endlos in Kultur gehalten und 

kryokonserviert werden und sind somit ständig in ausreichender Menge verfügbar. Für die 

Differenzierung in einen gewebespezifischen Zelltyp, wie beispielsweise Kardiomyozyten52, 

Hepatozyten53, Neuronen54, MSCs55 oder Osteoblasten56, sind verschiedene Protokolle in der 

Literatur verfügbar. Die Differenzierung erfolgt durch Zugabe von Wachstumsfaktoren, 

Zytokinen oder chemischen Substanzen und unter bestimmten Kulturbedingungen.  

Der therapeutische Einsatz von Kardiomyozyten ist von besonderem Interesse, da aufgrund 

ihrer extrem geringen Selbsterneuerungsfähigkeit, mit weniger als 1% pro Jahr im 

erwachsenen Herzen eine ausreichende physiologische Regeneration des Herzmuskels nicht 

möglich ist.57 Durch die Zerstörung von Kardiomyozyten kann es jedoch zu einer 

Herzinsuffizienz kommen, die zu einer Verringerung der Pumpleistung, Herzrhythmus-

störungen und weiteren körperlichen Beeinträchtigungen führt und im schlimmsten Fall eine 

Herztransplantation erfordert.58 Dabei führt die Verletzung des Herzmuskels eher zur 

Vernarbung des Gewebes anstatt zur Regeneration.59 Neben Vorhofflimmern und arterieller 

Hypertonie ist der Myokardinfarkt eine häufige Ursache für die Herzinsuffizienz, die derzeit zu 

einer der häufigsten Todesursachen zählt und weltweit 23 Millionen Menschen betrifft.60 In 

früheren in vivo Studien wurde z. B. in einem porcinen Myokardmodell gezeigt, dass die 

Transplantation von Kardiomyozyten die Herzleistung nach einem Herzinfarkt verbessern 

kann.61 Ebenso konnte durch eine Transplantation von humanen ESCs58, 62 oder von aus iPSC 
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differenzierte Kardiomyozyten63 in das Herzinfarktgewebe eine Verbesserung der Herzfunktion 

gezeigt werden. Weiterhin zeigten klinische Studien bereits durch den Einsatz von kardialen 

Vorläuferzellen (CPCs), die unter anderen in Kardiomyozyten differenzieren, einen positiven 

Einfluss bei der Behandlung verschiedener Herzkrankheiten.64 Aufgrund des Mangels an 

geeigneten Quellen für humane Kardiomyozyten wurden in den letzten Jahren verschiedene 

Ansätze zur Erzeugung von regenerativ wirksamen Kardiomyozyten aus verschiedenen 

Zellquellen entwickelt, einschließlich Stammzellen aus dem Knochenmark65, ESCs66, 67, 

iPSCs52, 68 und CPCs64, 69. 

Ein weiteres Beispiel für die mögliche Anwendung von gewebespezifischen Zellen ist im 

Bereich der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie. Dabei stellt die Rekonstruktion und 

Regeneration kleiner als auch großer Knochendefekte eine ständige Herausforderung dar, da 

die benötigte Anzahl der Zellen zur Behandlung des Patienten begrenzt ist und oft nicht 

ausreicht. Humane Kieferperiostzellen (JPCs) stellen eine ausgezeichnete aber begrenzte 

Quelle für osteogene Vorläuferzellen dar, die für die Generierung von 3-dimensionalen 

Knochengewebekonstruktionen verwendet werden können.70, 71 Um ausreichende Mengen an 

Zellen zu erhalten, können autologe iPSCs osteogen differenziert werden. Dies kann entweder 

direkt oder anhand eines zweistufigen Prozesses erfolgen, indem die iPSCs zuerst in 

induzierte MSCs (iMSCs) und anschließend in Osteoblasten differenziert werden.55, 56 Die 

Differenzierung von iPSCs in iMSCs hat den Vorteil, dass das Potenzial zur Tumorbildung im 

Vergleich zu Knochenmarks-MSCs verringert ist, da sie nicht den epithelial-mesenchymalen 

Übergang (EMT), die Invasion und die Stammzelleigenschaften von Krebszellen fördern, 

sowie geringere Level an Tumor-fördernden Faktoren exprimieren.72 Ein weiterer Vorteil ist, 

dass die dazu verwendeten Zellkultur- und Differenzierungsprotokolle für MSCs standardisiert 

werden können und die Verwendung von iPSCs eine zusätzliche genetische Modifikation 

vereinfacht.72 

1.3. Modifikation von Zellen zur therapeutischen Behandlung 

1.3.1. Gentherapie  

Die Gentherapie beruht auf der Verwendung von Nukleinsäuren als therapeutischen Wirkstoff 

zur Reparatur oder zum Ersatz defekter Erbinformationen für die Behandlung von Krankheiten, 

indem sie in die Zellen des Patienten eingebracht werden, um diese zu modifizieren. In den 

Zellen werden die Nukleinsäuren dann entweder in Proteine translatiert oder können 

eingesetzt werden, um die Expression anderer Proteine zu beeinflussen oder um genetische 

Mutationen zu korrigieren.3 Im Vergleich zur Gentherapie ist die Verwendung von 

rekombinanten Proteinen teuer und aufgrund ihrer relativ kurzen Halbwertszeiten ist es 

schwierig ausreichende Proteinmengen in gewünschten Regionen des Körpers 

aufrechtzuerhalten.73 Für die Initiierung der exogenen Proteinexpression in Zellen können 
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verschiedene DNA- oder RNA-basierte virale und nicht-virale Vektoren für den Gentransfer 

verwendet werden, wie Retroviren43, Adenoviren74, PiggyBac-Transposons75, episomale 

Plasmide z. B. des Epstein-Barr-Virus76, Sendai-Viren77, synthetische selbst-replizierende 

RNA (srRNA) Replikons78, in vitro transkribierte mRNAs79 oder mRNA-basierte CRISPR-Cas 

Systeme80. Bei Verwendung Genom-integrierenden Vektoren, wie z. B. Retroviren, bestehen 

jedoch Sicherheitsbedenken bei einer klinischen Anwendung, aufgrund der Integration von 

Transgenen in das Wirtsgenom und dem daraus resultierenden hohen Risiko einer Mutation.81-

83 Dabei kann es zur Reaktivierung von den exogen gelieferten Transgenen und somit zu einer 

unerwünschten zurück bleibenden Expression kommen.84 Die Verwendung von integrativen 

Vektoren85 weist auch eine erhöhte Immunogenität auf, was den Einsatz für klinische 

Anwendungen weiter einschränkt.86 Die Integration von Transgenen kann vermieden werden, 

indem verschiedene nichtintegrative Vektoren (z.B. RNA-Viren, zirkuläre und lineare Plasmide, 

RNAs) und Vektor-Exzisionsverfahren (Cre-Lox-System87, PiggyBac-Transposons75) für die 

Proteinexpression verwendet werden. Bei nicht-integrierenden DNA-basierte Methoden, wie 

z. B. Adenoviren oder Adeno-assiziierten Viren (AVV) liegt die DNA als eigenständiges 

Element (Episom) getrennt vom Erbgut des Empfängerorganismus vor und wird somit nicht 

von den Zellen verdoppelt. Daher geht es über die Zeit verloren und birgt nur ein geringes 

Risiko der genomischen Integration.88 Des Weiteren ist die Effizienz der AVV-vermittelte 

Proteinproduktion deutlich geringer als bei Integrativen und DNA-freien Vektoren.89 Trotz der 

geringen Immunogenizität der AVV kann es in manchen Fällen zur Erkennung durch das 

Immunsystem kommen und eine Immunreaktion des Empfängers auslösen.88 Weiterhin 

limitierend ist die begrenzte Verpackungskapazität (~4,5 kb) der Vektoren, die es unmöglich 

macht, z. B. alle Komponenten einer Reprogrammierung auf einem einzigen AAV Vektor 

unterzubringen.90 Auch die Verwendung von Sendai Viren als Vektor ist integrationsfrei und 

unabhängig von Kernfaktoren. Es beinhaltet keine DNA-Phase, da es sich um ein RNA-Virus 

handelt.91 Jedoch ist auch hier die Packungskapazität limitiert. Sendai Viren bieten eine gute 

Effizienz und einfache Verwendung, jedoch sind die verbleibenden Viruspartikel schwer wieder 

aus den Zellen zu entfernen, sodass multiple Durchgänge klonaler Expansion und Analyse 

erforderlich sind, um rückstandsfreie Zellen zu erhalten.89, 91  In den letzten Jahren hat vor 

allem die Verwendung von synthetischer bzw. in vitro transkribierten (IVT) mRNAs, die für 

gewünschte Proteine kodieren, als eine vielversprechende Alternative zu viralen Vektoren an 

Bedeutung zugenommen. Ebenso wie bei der Verwendung von Sendai Viren muss die mRNA 

nicht in den Nukleus der Zelle gelangen, da die Proteinbiosynthese im Zytosol stattfindet und 

somit besteht keine Gefahr der Integration. Bei dieser Methode müssen auch keine 

Vektorrückstände entfernt werden, da die mRNA durch natürliche Abbaumechanismen der 

Zellen abgebaut wird.79, 92, 93 Dies ermöglicht auch die gezielte Kontrolle der effizienten 

Proteinproduktion.94 
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1.3.2. Therapeutischer Einsatz von synthetischer mRNA 

Die Verwendung von synthetischer mRNA zum Proteinersatz ist kein neues Konzept, es war 

jedoch über viele Jahre hinweg wegen der Instabilität und Immunogenität des Moleküls nicht 

sehr beliebt und für therapeutische Anwendungen ungeeignet. Vor fast 15 Jahren gelang 

Kariko und ihren Kollegen ein Durchbruch in der mRNA-Therapie, wodurch diese Problematik, 

durch den Einbau von (natürlich vorkommenden) modifizierten Nukleosiden in die mRNA95, 

weitestgehend behoben werden konnten. Nachdem gezeigt werden konnte, dass mRNA 

Modifikationen und die Optimierung der Applikations- und Transportverfahren, sowie die 

effiziente und kostengünstige Herstellung die Verwendung von mRNAs für therapeutische 

Anwendungen ermöglichen, wurde auch das Engineering von Zellen mit synthetischer mRNA 

immer populärer.96, 97  

Das enorme Potenzial der synthetischen mRNAs wurde bereits in verschiedenen 

vielversprechenden Studien in unterschiedlichen Bereichen der regenerativen Medizin 

bestätigt. Dazu zählen unter anderem die Reprogrammierung von somatischen Zellen zu 

iPSCs79, 93, die direkte Reprogrammierung/ Konversion oder (Trans-)Differenzierung von 

Zellen98-100, sowie die Verbesserung des Homing-Verhaltens von Stammzellen in bestimmte 

Gewebe101 und die Produktion von Wachstumsfaktoren94, 102, 103 (Abbildung 3). Dabei können 

nach einer exogenen Zuführung der synthetischen mRNAs in die Zellen auch funktionale 

Proteine hergestellt werden, die nicht unbedingt von den Zellen natürlicherweise hergestellt 

oder benötigt werden. Somit werden Zellen generiert, die ein neues Proteinexpressionsprofil 

aufweisen oder zelluläre Funktionen können verbessert  werden.101, 103 Darüber hinaus wird 

die Applikation von synthetischer mRNA auch zur Vakzinierung erfolgreich untersucht, um 

Tumorwachstum104-106 und Infektionskrankheiten107-109 zu behandeln. Dabei wird durch die 

mRNA-vermittelte Synthese von Tumorzell- oder pathogen-spezifischen Antigenen das 

erworbene Immunsystem aktiviert105, 107, 109 und somit werden die Tumorentwicklung und 

Infektionskrankheiten verhindert oder es kommt zu einer verbesserten Eradikation der 

Tumorzellen. Weitere Studien zeigten auch, dass synthetische mRNAs für Protein-

ersatztherapien genetisch bedingter Erkrankungen erfolgreich eingesetzt werden können110-

113, wenn bestimmte Proteine nicht oder nur fehlerhaft von den Zellen synthetisiert werden 

können.  

Im Vergleich zu sämtlichen Genom-integrierenden Methoden, ist der größte Vorteil bei der 

Verwendung von synthetischer mRNA als Vektor zur exogenen Proteinproduktion, dass die 

mRNA nicht ins Genom der Empfänger-/ Hostzellen integriert, sondern im Zytoplasma 

verbleibt. Somit besteht durch die mRNA keine Gefahr eine Mutation oder Krebs auszulösen.  

Die mRNA Moleküle werden nach Transfektion der Zelle durch natürliche Abbaumechanismen 

nach 2-3 Tagen degradiert.79, 92, 93 Aufgrund der relativ kurzen Halbwertszeit von mRNA ist 

eine Inaktivierung oder ein Herausschneiden des Vektors, wie es bei den integrativen 
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Methoden nötig ist, nicht erforderlich. Zusätzlich kann durch die transiente Wirkung der 

mRNA114 eine einfache und präzise Kontrolle der Proteinbiosynthese erfolgen.94 Weiterhin ist 

es vorteilhaft, dass mRNAs in das Zytoplasma der Zellen eingebracht werden, wo sie direkt in 

gewünschte Zielproteine übersetzt werden, ohne dass sie in den Zellkern gelangen müssen. 

Im Vergleich dazu müssen die DNA-Plasmide während des mitotischen Zustands in den Kern 

gelangen, um eine effektive Proteinexpression zu erhalten. Im Gegensatz dazu findet die 

mRNA-vermittelte Proteinexpression sowohl in sich teilenden und nicht teilenden Zellen statt. 

Da die DNA Plasmide größer sind als die mRNA-Moleküle können die Zellen weniger effizient 

transfiziert werden.115 

 

Abbildung 3: Perspektiven zum Einsatz von synthetischer mRNA für das Konstruieren von Zellen für therapeutische 
Zwecke. Die exogene Überexpression von Proteinen mittels von mRNA kann zur Reprogrammierung von 
somatischen zu induziert pluripotenten Stammzellen, zur direkten (Trans-)Differenzierung in einen gewünschten 
Zelltyp (z.B. Hepatozyten), zur Vakzinierung oder für die Korrektur von genetischen Defekten in erkrankten Zellen, 
der Expression von Oberflächenmolekülen/ Rezeptoren und für die Produktion von sekretierbaren Proteinen, 
eingesetzt werden. Die Grafik wurde mit Hilfe von Servier Medical Art Vorlagen erstellt. 

Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist, dass die synthetischen mRNAs von den zelleigenen 

Ribosomen in Proteine translatiert und vom endoplasmatischen Retikulum und Golgi-Apparat 

post-transnational modifiziert werden, um funktionale extrazelluläre102, 112 und intrazelluläre 

Proteine79, 114, sowie Rezeptoren110 mit richtiger Faltung und Glykosylierungsmustern 

herzustellen, wodurch die Bildung von Antikörpern gegen diese Proteine durch das 

Immunsystem verhindert wird. Theoretisch gibt es keine Größenbeschränkung für die 

Erzeugung der gewünschten Ziel-mRNA-Sequenz und ihre Herstellung kann im erforderlichen 

Maßstab mit im Handel erhältlichen Materialien durchgeführt werden. Jedoch ist die 

Verwendung von synthetischer mRNA immer noch teuer, da sie für therapeutische Ansätze in 

großen Mengen und mit hoher Reproduzierbarkeit unter GMP-Bedingungen (Qualität unter 

guter Herstellungspraxis) hergestellt werden muss. Im Vergleich zu rekombinanten Proteinen, 
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die in eukaryotischen Zellen hergestellt werden, sind die GMP-Produktionskosten für 

synthetische mRNAs ungefähr fünf- bis zehnfach niedriger.96  In den letzten Jahren wurden 

außerdem mRNA-Transportmethoden, Transfektionsreagenzien und das mRNA-Molekül 

selbst optimiert, um mehr Stabilität und eine bessere Translationseffizienz, sowie eine 

geringere Immunogenität zu erreichen.79, 116, 117 Für Vakzinierungsanwendungen mit 

synthetischen mRNAs könnte die Induktion einer Immunantwort jedoch vorteilhaft sein, da 

diese zusätzlich als Adjutant wirken können, indem sie die immunologische Antwort und die 

Antigenpräsentation verstärken.118 

1.3.3. Aktivierung des Immunsystems durch synthetische mRNA 

In eukaryotischen Zellen sind Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) des angeborenen Immun-

systems, einschließlich der Toll-like-Rezeptoren (TLR) 3119, 120, TLR7121-124 und TLR8123, sowie 

der Retinsäure-induzibares Gen-I (RIG-I)-ähnliche Rezeptoren (RLRs)125 in der Lage fremde 

einzelsträngige (ss) oder doppelsträngige (ds) RNA-Moleküle zu erkennen und Signale zu 

übertragen, um eine Nuklear-faktor κB (NF-κB) und Typ I-Interferon (IFN) vermittelte virale 

Immunantwort zu induzieren. Die Aktivierung der zytoplasmatischen RLRs und die 

endosomalen Rezeptoren TLR3 und TLR7/8 führen dabei zur nachgeschalteten Regulation 

der Transkriptionsfaktoren Interferon-regulatorischer Faktor (IRF) 3, IRF7 und NF-κB.126 

Dadurch wird die Expression von proinflammatorischen Zytokinen (wie z. B. TNFα, IL-6, IL-1β, 

IL-10) und der Typ I-Interferone (IFN-α und IFN-β) ausgelöst. Die RLRs, einschließlich RIG-

I127-131, Melanom-Differenzierungsantigen 5 (MDA5)132-134 und Labor für Genetik und 

Physiologie 2 (LGP2)125 erkennen fremde RNA im Zytoplasma der meisten Zelltypen und 

initiieren die Signalweiterleitung, die zum Auslösen der viralen Immunantwort führt. Neben der 

TLR3 vermittelten Erkennung von RNA sind auch Nukleotid-Bindungsdomänen (NOD)-

ähnliche Rezeptoren (NLRs)135, vor allem NLRP3136 und NOD2137, an der zellulären Erkennung 

von RNA beteiligt. NLRs regulieren die Produktion von Caspase-1, die bei der Apoptose, dem 

programmierten Zelltod, eine wesentliche Rolle spielt.136 Die Überexpression von Caspase-1 

nach Applikation von synthetischer mRNA kann demnach zum verstärkten Zelltod und zu 

Entzündungsreaktionen führen.135  

Bei der Interferon-abhängigen Immunantwort binden die Typ-I-IFNs an IFN-Rezeptoren der 

aktivierten Zellen und führen so zur Aktivierung von Signaltransduktor und Aktivator der 

Transkription (STAT) Komplexen und zur Erzeugung des IFN-stimuliertem Genfaktors 3 

(ISGF-3), der die Transkription von mehr als 300 IFN-stimulierten Genen (ISGs) initiiert.126 

Dazu gehören Effektoren/Enzyme, die durch dsRNA Moleküle aktiviert werden, wie die 

dsRNA-abhängige Proteinkinase (PKR), 20-50 Oligoadenylatsynthetasen (OASs) und die 

RNA-spezifische Adenosindeaminase (ADAR), die zur Verstärkung der antiviralen Aktivität 

produziert werden.138 Die Aktivierung der PKR durch dsRNA führt zur Hemmung der 

https://en.wikipedia.org/wiki/STAT_protein
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Translation von mRNA und damit zur Reduktion der Proteinsynthese139, die bei einer 

möglichen Virusinfektion zur Unterdrückung der Virusreplikation erforderlich ist. Der 

Transkriptionsfaktor NF-κB kann ebenfalls aktiviert werden und die durch PKR vermittelte 

zelluläre Apoptose induziert werden.140 Die Aktivierung von OASs durch dsRNA führt zur 

Spaltung von ssRNA und somit zur Degradation der RNA141, die dann erneut von PRRs 

gebunden werden können. Bei der dsRNA-abhängigen Aktivierung von ADARs kommt es zu 

einer RNA-Editierung durch Umwandlung von Adenosin zu Inosin. Folglich kann die Bildung 

von schwachen Inosin:Uridin-Fehlpaarungen die RNA destabilisieren und die Kodierungs-

kapazität der mRNA reduzieren.142, 143 

1.3.4. Herstellung und Modifikationen von synthetischer mRNA   

Durch verschiedene Modifikationen der synthetischen mRNA kann die Immunaktivierung 

deutlich herabgesetzt, die Stabilität der Moleküle erhöht, sowie die Translationseffizienz 

verbessert und somit das Potenzial für therapeutische Anwendungen gesteigert werden.96 In 

eukaryotischen Zellen tragen mRNA-Moleküle natürlicherweise am 5‘-Ende eine 7-

Methylguanosin (7mG) Cap-Struktur, die durch eine 5‘5‘-Triphosphatbrücke mit der mRNA 

verbunden sind144 und am 3‘-Ende eine lange Sequenz eines Polyadenylat-Anhangs, dem 

Poly(A)-Schwanz, die nach der Transkription der DNA hinzugefügt werden. Die Cap-Struktur 

und der Poly(A)-Schwanz können die Stabilität und Translation stark verbessern, daher erhält 

die synthetisch hergestellte in vitro transkribierte (IVT) mRNA diese Strukturen (Abbildung 4A).  

 

Die Cap-abhängige Translation wird durch die Bindung der 5'-Cap Struktur an den Eukaryoten-

Translationsinitiationsfaktor 4E (elF4E) initiiert, der anschließend mit einer Vielzahl von 

Translationsinitiationsfaktoren interagiert, um den Translationsinitiationskomplex zu bilden. 

Dabei wird die Bindung der mRNA an die kleine ribosomale Untereinheit gefördert und somit 

die Halbwertszeit der mRNA im Zytoplasma verlängert, was wiederum die Translation der 

synthetischen mRNA in das gewünschte Protein verbessert.145-148 Darüber hinaus schützt die 

5’Cap-Struktur die mRNAs vor dem Abbau durch Exonukleasen.149, 150 Die IVT mRNA kann 

durch Zugabe eines Cap-Analogs während der IVT co-transkriptionell gekappt werden oder 

post-transkriptionell unter Verwendung von Capping-Enzymen eines rekombinanten Vaccinia-

Virus 151 (Abbildung 4B). Die enzymatische Reaktion ermöglicht eine einfache und vollständige 

Verkappung der 5'-Enden (m7GpppG; cap0) der IVT-mRNA. Weitere Cap-Strukturen können 

generiert werden, indem eine zusätzliche Methylierung an der 2′-O Position des ersten 

Nukleotids (m7GpppNmpN; cap1) oder sowohl des ersten als auch des zweiten Nukleotids 

(m7GpppNmpNm; cap2) eingefügt wird, die die Translationseffizienz weiter verbessern.152 Die 

Co-transkriptionelle 5‘-End-Modifikation von IVT-mRNAs mit einem Cap-Analogon ist 

einfacher und kostengünstiger als das enzymatische Verkappungsverfahren und wird daher 

häufiger angewendet. Dabei wird während der IVT eine überschüssige Menge an verkappten 
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Dinukleotiden (z. B. m7GpppG) zugesetzt und an das 5‘-Ende der mRNA angehängt.  Im IVT 

Ansatz sind für die Synthese der mRNA auch Guanosintriphosphate (GTPs) enthalten, die in 

Konkurrenz zu m7GpppG eingebaut bzw. angehängt werden. Dadurch werden auch nicht-

gekappte mRNAs generiert, die nicht translatiert werden.96 Zusätzlich zum unvollständigen 5’-

Capping der synthetischen mRNA, kann es bei der co-transkriptionellen Modifikation auch zum 

Einbau der Cap-Struktur in falscher Orientierung kommen, wodurch die Initiation der 

Translation gestört wird. Eine Möglichkeit dieses Problem zu umgehen, ist die Verwendung 

eines Anti-Reverse-Cap-Analogons (ARCA, 3´-O-Me-m7G(5')ppp(5')G), bei der die 3’-OH 

Gruppe durch 3‘-OCH3 ersetzt wurde. Somit wird verhindert, dass die Cap-Struktur in falscher 

Orientierung bindet.145, 148  

 

Abbildung 4: Schematischer Aufbau von synthetischer mRNA und srRNA (A). Modifikationen der UTRs, sowie das 

Einfügen einer 5’-Cap Struktur, eines 3‘-Poly(A) Schwanzes und modifizierten Nukleotiden erhöhen die Stabilität 

und Translationseffizienz der RNAs und verringern die Immunogenität. Die srRNA enthält die nicht-strukturellen 

Proteine (nsP1-4), die für die Replikationsmaschinerie kodieren, sowie die Reprogrammierungsgene (Oct4, Klf4, 

Sox, cMyc) und eine Reporter GFP Sequenz auf einem Konstrukt. Das Puromycin-Resistenzgen ermöglicht die 

Positivselektion von srRNA transfizierten Zellen. (B) Die Modifikation der synthetisch hergestellten RNAs kann 

während (co-transkriptionell) oder nach (post-transkriptionell) der mRNA Synthese mittels In-Vitro-Transkription 

(IVT) erfolgen. Bei der Co-transkriptionellen Modifikation wird anhand eines 3‘-Poly(T) DNA Templates der Poly(A) 

Schwanz angehängt und eine Cap-Struktur zur IVT Reaktion zugegeben. Bei der post-transkriptionellen 

Modifikation wird nach der IVT enzymatisch die 5‘-Cap Struktur und der 3’-Poly(A) Schwanz angehängt. Die Grafik 

wurde mit Hilfe von Servier Medical Art Vorlagen erstellt. 
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Neben der 5‘-terminalen Modifikation der IVT-mRNA wird das 3‘-Ende ebenfalls modifiziert, 

indem ein Poly(A)-Schwanz (100-250 A‘s) an der 3'-untranslatierten Region (UTR) angehängt 

wird, um die mRNA vor Nukleaseabbau zu schützen.145, 153 Dabei lagert sich das Poly-(A)-

bindende Protein (PABP) an den PolyA-Schwanz an, das dann mit dem Cap-

Bindungskomplex interagiert und eine zirkuläre mRNA-Struktur bildet, die die mRNA schützt. 

Die Polyadenylierung der synthetischen mRNAs kann ebenfalls co- oder post-transkriptionell 

erfolgen (Abbildung 4). Mithilfe eines Poly(T) Primers bestimmter Länge kann während der 

Polymerase Kettenreaktion (PCR) ein Poly-Thymin (T) Anhang generiert werden. Dieser wird 

dann während der IVT in einen Poly(A) Schwanz transkribiert. Post-transkriptionell kann die 

Polyadenylierung nach der IVT anhand einer enzymatischen Reaktion mithilfe einer 

rekombinanten Poly(A)-Polymerase erfolgen. Dadurch können jedoch mRNAs mit 

unterschiedlich langen Poly(A)-Anhängen entstehen. Diese Reaktion ist somit schlechter 

kontrollierbar und weist eine höhere Batch-to-Batch Variabilität auf. 

Weiterhin wichtig sind auch Modifikationen der synthetischen mRNAs durch den Einbau von 

modifizierten Nukleosiden, wie beispielsweise 5-Methylcitidin (5mC) und Pseudo-Uridin (ΨU) 

anstelle von Cytidin (C) und Uridin (U), die zu einer verringerten Immunogenität führen und die 

Stabilität der mRNA fördern.95, 117, 139 Dadurch wird die durch die synthetischen mRNAs 

verursachte Toxizität und der verstärkt auftretende Zelltod reduziert, sowie die 

Proteinexpression erhöht. Eine erfolgreiche Anwendung von IVT-mRNAs die zu 100% mit 

5mC und ΨU modifiziert wurden konnte beispielsweise für die Erzeugung von iPSCs gezeigt 

werden.79  

Darüber hinaus spielen auch die kodierende Sequenz und die 5‘- und 3‘-terminalen UTRs bei 

der Proteinsynthese und der Stabilität der mRNA eine Rolle. Die genetische Information die in 

einem offenen Leserahmen (open reading frame (ORF)) für ein gewünschtes Protein kodiert 

kann so optimiert werden, dass die Translationseffizienz gesteigert wird. Dabei werden selten 

vorkommende Codons gegen häufig verwendete Codons ersetzt, die mehrfach von der 

entsprechenden tRNA verwendet werden und somit den Prozess beschleunigen.96 Durch die 

Reduktion von UU und UA Dinukleotid-Abfolgen kann der Endonukleaseangriff verringert und 

somit die Stabilität der mRNA erhöht werden.154 Eine Codon-Optimierung wird für eine 

bestimmte kodierende Sequenz empfohlen, außer für Proteine, die eine langsamere 

Translation erfordern, da schon der Austausch eines einzigen Codons die Proteinexpression, 

Faltung und zelluläre Funktion eines Proteins beeinflussen kann.155 Weiterhin können die DNA 

Templates für die IVT durch den Einbau von 5'- und 3'- terminalen UTRs optimiert werden, wie 

z.B. alpha- und beta-Globin-UTRs156, 157, um die RNA-Stabilität und die Translationseffizienz 

zu erhöhen. Darüber hinaus verzögern die UTRs die Abspaltung des 5‘-Cap von der mRNA 

und somit die Degradation der synthetischen mRNA.96 Zusätzlich erhöht das Vorhandensein 
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einer starken Kozak-Translationsinitiationssequenz in der 5′-UTR Sequenz der mRNA die 

Translationskapazität.158 

Trotz all dieser Modifikationen können synthetische mRNAs immer noch durch PRR-

Erkennung eine Typ-I-Interferon-abhängige Immunantwort induzieren.159-161 Ein Grund hierfür 

ist, dass nach der IVT neben den gewünschten einzelsträngigen modifizierten mRNAs auch 

unerwünschte RNA-Moleküle enthalten sein können, wie z. B. verkürzte RNAs, die aufgrund 

einer unvollständigen Synthese entstanden sind, nicht gekappte mRNAs oder dsRNA-

Fragmente, die am 5‘-Ende ein Triphosphatgruppe (5‘ppp) tragen und zur Aktivierung von RIG-

I führen können.128, 129 Diese RNA Kontaminationen können eine Immunreaktionen 

verursachen und sollten daher nach der IVT Reaktion eliminiert werden. Die Aufreinigung der 

mRNA Produkte kann mittels Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) effektiv 

erfolgen.116 Eine weitere Methode zur Eliminierung von dsRNA Kontaminationen ist die 

schnelle und Kosten-effektivere Aufreinigung mithilfe von Cellulose in einem Ethanol-

enthaltenden Puffer.162 

1.4. Generierung von iPSCs mittels RNA 

Für die Herstellung von iPSCs aus humanen Fibroblasten wurden bereits vor fast 10 Jahren 

ein Cocktail aus synthetischen modifizierten mRNAs, die für die Reprogrammierungsfaktoren 

Oct4, Sox2, Klf4, cMyc und Lin28 kodieren, erfolgreich eingesetzt.79 Da die Proteinexpression 

durch synthetische mRNAs transient ist, besteht ein klarer Nachteil der mRNA-basierten 

Reprogrammierung darin, dass mehrere mRNA-Transfektionen für eine kontinuierliche 

Expression der Reprogrammierungsfaktoren in einer Zelle über ungefähr zwei Wochen 

erforderlich sind. So müssen die somatischen Zellen täglich mit dem Cocktail aus 

synthetischen mRNAs und Transfektionsreagenz behandelt werden, um den Proteingehalt 

aufrechtzuerhalten. Dies führt jedoch zu einer wiederholten und verstärkten Aktivierung der 

angeborenen Immunantwort, was dann zum übermäßigen Zelltod führt. Daher sind die 

Unterdrückung der Immunogenität gegen exogen zugeführte mRNA und die erhöhte Stabilität 

der mRNA-Moleküle für eine effiziente Reprogrammierung von Zellen besonders wichtig. Die 

Unterdrückung dieser Immunantwort kann neben den mRNA-Modifikationen durch die Zugabe 

des immunsuppressiven Proteins B18R (Interferoninhibitor) erreicht werden, was die 

wiederholte Transfektion von Zellen und somit die iPSC-Generierung ermöglicht.79, 163  

Bisher wurden zumeist primäre Fibroblasten anhand der mRNA Transfektion mit hoher 

Effizienz zu iPSCs reprogrammiert.79, 164, 165 Dazu zählen neonatale, adulte und seltener 

seneszente Fibroblasten163, aber auch Fibroblasten von erkrankten Patienten (z. B. Long-QT-

Syndrom166, Leigh’s Syndrom167, Huntington-Krankheit168). Die erfolgreiche mRNA-basierte 

Reprogrammierung von iPSCs wurde auch aus Fettgewebezellen169, Zahngewebe und Urin 

isolierten Zellen170, sowie aus Blut isolierten EPCs171 bestätigt.  
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Da die tägliche Transfektion von Zellen mit einem Cocktail aus mehreren mRNAs relativ 

arbeits-, zeit- und kostenintensiv ist, hat die Arbeitsgruppe um Yoshioka et al. eine selbst-

replizierende RNA (srRNA) entwickelt, die die Reprogrammierungsfaktoren (Oct4, Sox2, Klf4, 

cMyc) in vier offenen Leserahmen auf einem RNA Konstrukt enthält und somit nach einmaliger 

Transfektion eine kontinuierliche Expression der Proteine über mehrere Zellteilungen hinweg 

erlaubt.78 Um dieses Ziel zu erreichen, wurde ein nicht-infektiöser, nicht-packender und selbst-

replizierender RNA-Virus (Venezolanischer Pferdeenzephalomyelitis Virus, VEE) als Basis 

verwendet172 und modifiziert, um die ektopische Überexpression der Reprogrammierungs-

faktoren zu vermitteln (Abbildung 4A). Das Genom des Virus basiert auf einer positiv-

strängigen ssRNA, die zelluläre 5‘-gecappte und 3‘-polyadenylierte mRNA nachahmt.172 Die 

nicht-strukturellen Proteine (nsP1-4) kodieren für den Selbstrelikationskomplex der RNA und 

die strukturellen Proteine (C, E1, E2) des VEE Virus wurden durch die Reprogrammierungs-

gene ausgetauscht.173 Zusätzlich wurde eine Puromyzinresistenz eingefügt, um die 

Positivselektion78 transfizierter Zellen zu ermöglichen. Eine für das GFP kodierende Sequenz 

dient zur Analyse der Transfektionseffizienz und Translationskontrolle in den Zellen. Aufgrund 

der sehr langen Größe der srRNA Konstrukte (ungefähr 17500 Nukleotide) ist jedoch auch bei 

dieser Methode die Verwendung eines Interferoninhibitors (B18R) erforderlich, um die 

Immunreaktion zu unterdrücken. Durch Entzug von B18R nach erfolgreicher iPSC 

Generierung kann die srRNA gezielt selektiv aus den Zellen degradiert werden.78 

1.5. Transport von mRNA-basierten Wirkstoffen in Zellen 

Um eine erfolgreiche Wirkung von synthetischen mRNAs zu erzielen, ist es wichtig eine 

ausreichende Menge des gewünschten Proteins in einer möglichst großen Anzahl der 

Zielzellen herzustellen. Daher ist es zunächst erforderlich, die synthetische mRNA effektiv und 

sicher in das Zytoplasma der Zielzellen zu transportieren (Abbildung 5). Da Nukleinsäuren, wie 

mRNAs, negativ geladene hydrophile Moleküle sind, wird ihre Aufnahme in die Zelle durch die 

Plasmamembran erschwert. Daher sind effiziente Abgabe-/ Transportsysteme erforderlich, die 

mehrere Funktionen erfüllen sollten: (1) Bindung der mRNA zur Ausbildung von 

Transfektionskomplexen, (2) Vermittlung der Aufnahme in die Zellen, (3) Schutz der mRNA 

vor intrazellulärem und extrazellulärem Nuklease-Abbau und (4) Freisetzung der mRNA ins 

Zytoplasma.174 

Häufig erfolgt die Transfektion von Zellen über die Erzeugung von Komplexen mit kationischen 

Lipid-basierten Transportvehikeln (beispielsweise Lipofectamin oder 1,2-Dioleoyl-3-trimethyl-

ammoniumpropan (DOTAP))175 und den negativ geladenen mRNA-Molekülen, die als 

Lipoplexe bezeichnet werden. Dadurch können positiv geladene Komplexe erzeugt werden, 

die die mRNA vor extrazellulärem Abbau durch RNasen schützen und den Eintritt der mRNA 

durch die negativ geladene Zelloberfläche in die Zelle mittels natürlicher Endozytose fördern. 



Einleitung 
   

17 

Die Internalisierung von synthetischer mRNA in die Zellen findet durch die Clathrin- und 

Caveolin- vermittelte Endozytose und unter Beteiligung von Scavenger-Rezeptoren statt.176, 

177 Vesikel, die die mRNA-Transfektionskomplexe enthalten, werden dann zu späten 

Endosomen geleitet, entweichen ins Zytosol und fusionieren anschließend zu lysosomalen 

Vesikeln, die schließlich die mRNA freisetzen. Als weitere Transportmittel können auch andere 

Endozytose-vermittelnde kationische Träger wie Polyethylenimin (PEI), Poly(L-Lysin) oder 

Dendrimere eingesetzt werden, die sogenannte Polyplexe erzeugen und ebenfalls zur Abgabe 

von mRNA in Zellen verwendet werden. Eine andere übliche Methode zum Transport von 

mRNA in Zellen ist die Elektroporation.178 Hier wird die Zellmembran-Lipid-Doppelschicht 

vorübergehend destabilisiert und die mRNAs dringen über die spontan gebildeten Poren in die 

Zellen ein nachdem ein starker elektrischer Feldimpuls an die Zellen angelegt wurde. Ein 

großer Nachteil dieser Methode ist, dass zahlreiche Zellen während dieses Verfahrens 

sterben. Die Elektroporation scheint jedoch für einige Zelltypen (z. B. Blutzellen) besser 

geeignet zu sein als die Lipid-basierte Transfektion.96 Weiterhin werden zur mRNA 

Transfektion immer häufiger Lipidnanopartikel (LNPs) verwendet, die aus ionisierbaren 

kationischen Aminolipiden, Phospholipiden, zusammen mit hydrophobem Cholesterin und 

PEG zur verbesserten zellulären Aufnahme in die Zellen, hergestellt werden und sich bereits 

für den Transport von small interfering RNAs (siRNAs) in klinischen Studien als sicher und 

effizient erwiesen haben.90, 179 

 

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Transfektion von Zellen mit synthetischer mRNA und anschließende 
Translation. (1) Die synthetische mRNA wird zusammen mit dem Transportvehikel (kationischer Lipidkomplex) 
vermischt um Transfektionskomplexe zu bilden. Diese werden dann von der Zelle mittels Endozytose 
aufgenommen (2) und dadurch in die Zellen transfiziert. Im Zytosol werden die mRNAs freigesetzt (3) und von den 
Ribosomen translatiert (4). Durch post-translationale Modifikationen (Endoplasmatisches Retikulum, Golgi-
Apparat) und Faltung der Polypeptidketten entstehen so funktionale intrazelluläre, extrazelluläre oder 
membrangebundene Proteine (5). Die Grafik wurde mit Hilfe von Servier Medical Art Vorlagen erstellt. 
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1.6. Hydrogel-vermittelte Applikation von mRNA  

Die Applikation von synthetischer modifizierter mRNA zur zielgerichteten Belieferung in 

bestimmte Zellen oder Gewebe spielt für eine effiziente und gezielte Therapie eine wichtige 

Rolle. So sind bei einer systemischen Verabreichung (intravenös) hauptsächlich Zellen im 

Blutkreislauf, Leberzellen und retikuloendotheliale Zellen in der Milz und dem Knochenmark 

mit Trägermaterial verpackten mRNAs zu erreichen.96 Die systemische Abgabe von IVT-

mRNA an andere Gewebe wird durch nicht durchlässige Gefäßendothelien, interzelluläre 

Übergänge und dichte extrazelluläre Fibrillennetzwerke behindert, die die Zugänglichkeit der 

Zielzellen, wie Muskelzellen einschränken.96, 180 Wirkstofffreisetzende Systeme, die 

kontinuierlich synthetische mRNA lokal an die umliegenden Zellen im entsprechenden 

Gewebe über einen erforderlichen Zeitraum abgeben, um eine anhaltende Proteinexpression 

zu erhalten, stellen daher eine geeignete Alternative zur wiederholten Verabreichung von 

synthetischer mRNA dar.  

Hydrogele sind 3-dimensionale Netzwerke, die aus natürlichen oder synthetischen hydrophilen 

Polymerketten bestehen und physikalisch oder chemisch vernetzt werden können.181, 182 

Aufgrund ihrer hohen Biokompatibilität, biologischen Abbaubarkeit und geringen Toxizität sind 

natürliche Polymere im Vergleich zu synthetischen Polymeren, vor allem auch im Bereich der 

regenerative Medizin, von Vorteil181, 183, um z. B. durch eine kontrollierte Freisetzung von 

Arzneimitteln die Regeneration von Geweben anregen.182, 184 Die Wirksamkeit von Hydrogelen 

für die Freisetzung eines breiten Spektrums verschiedener Therapeutika im Gewebe, wie 

Wachstumsfaktoren185-187, Insulin188, 189 und Krebsmedikamenten186, 190 wurde bereits durch 

verschiedene Studien bestätigt und ist daher auch für die langanhaltende lokale Abgabe von 

mRNA interessant. 

Alginat und Chitosan sind sehr häufig verwendete Biomaterialien zur Erzeugung von 

Hydrogelen. Alginat ist ein polyanionisches Polysaccharid, das aus alternierenden Blöcken 

von (1-4)-gebundenen β-D-Mannuronsäure und α-L-Glucoronsäure Monomeren besteht 191 

und mit zweiwertigen Kationen wie Ca2+ ionisch vernetzt werden, um ein 3-dimensionales 

Netzwerk zu erhalten.192 Dies kann auch in vivo nach Injektion einer Alginatlösung erfolgen, 

indem die Ca2+ Ionen aus dem umliegenden Gewebe herangezogen werden.193 Darüber 

hinaus wurden Alginat-Hydrogele aufgrund ihrer Ähnlichkeit mit EZM-Proteinen194 als Träger 

für Zellen und zur Freisetzung von Nukleinsäuren, wie siRNA195, 196 und Plasmid-DNA 

(pDNA)196, 197 verwendet. Im Gegensatz zu Alginat ist Chitosan ein kationisches Polysaccharid 

und wird durch Deacetylierung von Chitin hergestellt. Die Quervernetzung einer injizierbaren 

Chitosanlösungen kann beispielsweise durch Zugabe von Glycerinphosphat (GP) erfolgen, die 

bei physikalischem pH-Wert beim Erwärmen auf Körpertemperatur die Gelbildung in situ 

auslöst.198 Aufgrund ihrer Ladung sind kationische Polymere günstig für die Freisetzung 

anionischer Moleküle, wie Nukleinsäuren, da sie zu kationischen Polyplexen kondensieren 
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können und dadurch die Transfektion von Zellen erleichtern.199 Die Freisetzung funktioneller 

Nukleinsäuren aus Chitosan-Hydrogelen wurde bereits für RANK (Receptor Activator of NF-

κB)- und Cy3-spezifische siRNA demonstriert, was zu einem verlängerten und lokalisierten 

Gen-Silencing in vitro und in vivo führte und eine gute Biokompatibilität aufweiste.199 Durch die 

Verwendung von BMP2 (bone morphogenetic protein 2) pDNA, integriert in Chitosan 

Hydrogele konnte die Regeneration von Knochengewebe zur Heilung von Knochendefekten 

eingesetzt werden.200 

Durch eine Kombination von Chitosan und Alginat werden Polyelektrolytkomplexe ausgebildet, 

die genutzt werden können, um sogenannte Hybridhydrogele herzustellen.201, 202 Aufgrund der 

elektrostatischen Wechselwirkungen der entgegengesetzt geladenen Polymere beider 

Biomaterialien zeigt die Hybridmaterialkombination im Vergleich zu beiden Polymeren allein 

eine erhöhte Stabilität.203 Chitosan-Alginat-Hybridhydrogele unterstützen das Zellwachstum, 

die Wundheilung und Knochenregeneration und förderten die Bildung des Knorpelgewebes 

durch die verstärkte Anlagerung von Osteoblasten an die Gerüststruktur202 und in Kombination 

mit MSCs und rekombinantem BMP2204. Weiterhin wurden Chitosan-Alginat Hydrogele 

erfolgreich zur regenerativen Behandlung von Myokardinfarkten und zur Induktion der 

Angiogenese in Versuchen mit Ratten eingesetzt.205 Darüber hinaus konnte gezeigt werden, 

dass der Einsatz von kationischen pDNA-Nanopartikeln, die in ein poröses 3D-Chitosan-

Alginat-Gerüst eingebaut wurden, erfolgreich freigesetzt und von Prostatakrebszellen 

aufgenommen wurden und zur in vitro und in vivo Expression von RFP (rot fluoreszierendes 

Protein) führten.206 

 

https://de.wikipedia.org/wiki/NF%CE%BAB
https://de.wikipedia.org/wiki/NF%CE%BAB
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2. ZIELSETZUNG 

Die Regenerative Medizin ist ein breit gefächerter Bereich mit enormen Potenzial, um eine 

Vielzahl von seltenen genetischen und weit verbreiteten Krankheiten zu behandeln und 

tatsächlich zu heilen. Durch Transplantation von autologen Zellen kann die Regeneration von 

Geweben angeregt werden, um deren Funktion zu verbessern oder wieder herzustellen. Die 

Gewinnung und Anzahl der benötigten patientenspezifischen Zellen und deren 

Integrationsfähigkeit und das Überleben nach der Transplantation stellt dabei die größte 

Limitierung für den therapeutischen Einsatz von Zellen dar.  

Der Einsatz von synthetischer mRNA stellt ein vielversprechenden Ansatz dar, um die 

Proteinexpression in Zellen zu modulieren und somit deren natürliche Funktion zu verbessern 

oder ihr zelluläres Schicksal zu beeinflussen/ verändern. Im Vergleich zu DNA- und Virus-

basierter Vektoren, stellt die synthetische mRNA eine interessante Alternative zur endogenen 

Proteinexpression dar. Die synthetische mRNA wird nicht ins Genom integriert und ruft somit 

keine Mutationen hervor und die Expression von Proteinen ist transient, schnell und effizient.  

Daher sollen im Rahmen der vorliegenden Arbeit synthetische mRNAs eingesetzt werden, die 

für die proangiogene tische Proteine VEGF-A, ANG-1 oder SDF-1α kodieren, um die natürliche 

Funktion von endothelialen Progenitorzellen (EPCs) im Hinblick auf ihr angiogenetisches 

Potenzial zu verbessern, um somit eine effektivere therapeutische Anwendung von EPCs 

gewährleisten zu können. Nach der mRNA-basierten Modifikation der EPCs sollen typische 

Parameter, wie die chemotaktische Migration von modifizierten EPCs gegenüber nativer 

EPCs, deren Wundheilungskapazität und charakteristische Merkmale der Gefäßbildung in 

vitro und in vivo untersucht werden. 

Die Wirkung von synthetischer mRNA ist aufgrund natürlicher Abbaumechanismen in Zellen 

transient und daher hält die Proteinexpression nur wenige Tage an. Jedoch ist eine länger 

anhaltende Wirkung der synthetischen mRNA für zahlreiche Applikationen, wie z. B. für 

Proteinersatz-Therapien oder zur Reprogrammierung und Differenzierung von Zellen 

notwendig, um den gewünschten Effekt zu erzielen. 

Daher war ein weiteres Ziel dieser Arbeit die Etablierung einer selbst-replizierenden RNA 

(srRNA) zur Reprogrammierung von somatischen Zellen für die Herstellung von integrations-

freien induziert pluripotenten Stammzellen (iPSCs), die als Quelle zur Differenzierung in einen 

gewünschten Zelltyp für zukünftige therapeutische Applikationen dienen können. Dafür sollte 

zuerst die synthetische mRNA-basierte Reprogrammierung von Fibroblasten, mit der srRNA-

basierten Reprogrammierung verglichen werden. Zum Nachweis der Pluripotenz sollten 

typische Merkmale, wie spezifische Pluripotenzmarkerexpression mittels Antikörperfärbung 

und mRNA Expressionsanalysen, sowie die Differenzierungsfähigkeit in alle drei 

Keimbahnrichtungen in vitro mittels Durchflusszytometrie und in vivo anhand eines CAM-

Teratomaassays überprüft werden.  
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Ebenfalls angestrebt war die Generierung von iPSCs mithilfe der srRNA aus renalen 

Epithelzellen, die aus humanem Urin isoliert wurden und deren anschließende Differenzierung 

in kontraktierende Kardiomyozyten, sowie die srRNA vermittelte Reprogrammierung von iPSC 

aus Kieferperiostzellen und darauffolgender osteogener Differenzierung. 

Weiterhin sollten injizierbare Hydrogele, basierend auf natürlichen Biomaterialien, wie 

Chitosan und Alginat, entwickelt werden, die die lokale Freisetzung von synthetischen mRNAs 

verzögern und somit die Proteinexpression in den Zellen und deren Wirkung verlängern. Dabei 

sollten Freisetzungskinetiken von Fluoreszenz-markierten Luziferase (hGluc) mRNAs aus den 

Hydrogelen und die Bioaktivität der Luziferase mRNA, sowie der rheologische Einfluss der 

mRNA Integration in die Hydrogele auf die Eigenschaften analysiert werden.  
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Hydrogels for Local and Sustained Expression of Exogenous Proteins in Cells 

Heidrun Steinle, Tudor-Mihai Ionescu, Selina Schenk, Sonia Golombek, Silju-John 

Kunnakattu, Melek Tutku Özbek, Christian Schlensak, HansPeter Wendel, Meltem Avci-Adali 

International Journal of Molecular Science / Akzeptiert am: 25. April 2018 

Zusammenfassung: 

Der Einsatz von synthetischer messenger RNA (mRNA) weist im Vergleich zu viralen und DNA 

Vektoren verschiedene Vorteile auf. Die gewünschten Proteine werden im Zytosol der Zellen 

anhand der mRNA synthetisiert, wodurch eine Integration des Vektors ins Empfängergenom 

vermieden wird und somit die mutagenen und karzinogenen Effekte minimiert werden. Die 

transiente Natur der mRNA ermöglicht eine einfache und gezielte Kontrolle der 

Proteinbiosynthese, erfordert jedoch eine wiederholte Transfektion der Zellen, um die 

Expression der gewünschten Proteine zu verlängern. Eine verzögerte Freisetzung der mRNAs 

und länger anhaltende Transfektion der Zellen könnte durch den Einsatz von Hydrogelen zur 

Wirkstofffreigabe erreicht werden. 

In dieser Studie wurde eine synthetische mRNA, die für die humanisierte Gaussia Luziferase 

(hGLuc) kodiert, in ein Alginat-, Chitosan- oder Chitosan-Alginat Hybridhydrogel integriert und 

die Freisetzung der mRNA aus diesen Hydrogelen analysiert. Nach 3 Wochen wurde eine 

Freisetzung von 79% der eingebauten hGLuc mRNA aus dem Alginat-Hydrogel, 42% der 

mRNA aus dem Chitosan-Hydrogel und 70% der mRNA aus dem Chitosan-Alginat 

Hybridhydrogel detektiert. Aufgrund dieser Ergebnisse und der guten Injizierbarkeit wurde das 

Chitosan-Alginat Hybridhydrogel für die weiteren Untersuchungen der Bioaktivität der 

integrierten hGLuc mRNA ausgewählt. Die Stabilität der mRNA-enthaltenden Hybridhydrogele 

wurde anhand rheologischer Untersuchungen analysiert. Für die Analyse der Bioaktivität 

wurden HEK293 Zellen in das Chitosan-Alginat Hybridhydrogel, das die mRNA 

Transfektionskomplexe enthält, integriert und die Luziferaseaktivität über 3 Wochen hinweg im 

Überstand gemessen. Die Ergebnisse bestätigten, dass die bioabbaubaren Chitosan-Alginat 

Hybridhydrogele ein vielversprechendes Transportsystem für eine anhaltende Freisetzung von 

synthetischen mRNAs, der mRNA Transfektion in die Zellen und die Expression von Proteinen 

in Zellen darstellt. Aufgrund der guten Injizierbarkeit können diese Hybridhydrogele zusammen 

mit Zellen und einer gewünschten synthetisch hergestellten mRNA minimal-invasiv lokal 

appliziert werden, um eine langanhaltende exogene Expression von gewünschten Proteinen 

zu vermitteln. 
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3.2.  PUBLIKATION II 

Improving the angiogenic potential of EPCs via engineering with            

synthetic modified mRNAs 

Heidrun Steinle, Sonia Golombek, Andreas Behring, Christian Schlensak, Hans Peter 

Wendel, Meltem Avci-Adali 

Molecular Therapy – Nucleic Acids / Akzeptiert am: 06. September 2018 

Zusammenfassung: 

Endotheliale Progenitorzellen (EPCs) weisen ein enormes Potenzial zur Revaskularisierung 

von ischämischen Geweben auf. Ischämien können beispielweise nach einen Myokardinfarkt 

oder Schlaganfall/ Gehirninfarkt aufgrund einer Sauerstoffunterversorgung des Gewebes 

entstehen. Jedoch ist bisher die erfolgreiche therapeutische Behandlung mit EPCs aufgrund 

ihrer geringen Retention und deren Einwachsen ins Gewebe, sowie dem begrenzten 

Überleben der Zellen nach der Transplantation ins ischämische Gewebe limitiert.  

Um das angiogenetische Potenzial der EPCs zu verbessern, wurden in dieser Studie murine 

EPCs mit synthetischen mRNAs modifiziert, um die proangiogenetischen Faktoren VEGF-A, 

SDF-1α und ANG-1 transient in den Zellen zu produzieren. Dafür wurden zunächst die mRNAs 

mittels IVT hergestellt und deren Qualität und Reinheit mittels Gelelektrophorese bestätigt. 

Anschließend wurden die mRNAs erfolgreich in die Zellen transfiziert und ein signifikanter 

Anstieg der Proteinproduktion im Vergleich zu unbehandelten Zellen gemessen. Die mit mRNA 

modifizierten EPCs wiesen im Vergleich zu den unbehandelten Zellen eine erhöhte 

chemotaktische Aktivität auf und führten zum verstärkten Anlocken von nativen EPCs. Des 

Weiteren wurde die Wundheilungskapazität der ANG-1 mRNA transfizierten EPCs bestimmt. 

Hierbei konnte in einem Wundheilungstest ein verletzter Bereich schon nach 12 Stunden zu 

94% geschlossen werden, im Vergleich dazu führten die Zellen ohne mRNA Behandlung zu 

einem 45%igen Verschluss der verletzten Region. Darüber hinaus führten die ANG-1 und 

SDF-1 mRNA behandelten Zellen zu einer signifikant erhöhten Gefäßbildung in vitro, die durch 

die gleichzeitige Modifikation der Zellen mit VEGF-A, SDF-1α und ANG-1 mRNA weiter 

verstärkt werden konnte. Außerdem zeigten die mit ANG-1 mRNA transfizierten EPCs im in 

vivo CAM Assay das stärkste angiogenetische Potenzial, das anhand verschiedener 

Parameter, wie z. B. der Gefäßdichte, ermittelt wurde.  

In der vorliegenden Studie konnte erfolgreich gezeigt werden, dass EPCs mit synthetischen 

mRNAs, die für proangiogenetische Faktoren kodieren, modifiziert werden können. Somit 

könnte das therapeutische angiogenetische Potenzial von EPCs durch Modifikationen mit 

mRNA verbessert werden und ischämisches Gewebe effizient behandelt werden. 
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3.3. PUBLIKATION III 

Generation of iPSCs by non-integrative RNA-based reprogramming 

techniques: Benefits of self-replicating RNA versus synthetic mRNA 

Heidrun Steinle, Marbod Weber, Andreas Behring, Ulrike Mau-Holzmann, Christian 

Schlensak, Hans Peter Wendel, Meltem Avci-Adali 

Stem Cells International / Akzeptiert am: 20. Mai 2019 

Zusammenfassung: 

Die Reprogrammierung von somatischen Zellen zur Herstellung von induziert pluripotenten 

Stammzellen (iPSCs) gewinnt immer mehr an Bedeutung für den Einsatz in den Bereichen der 

Regenerativen Medizin, dem Tissue Engineering und dem Modellieren von Krankheitsbildern. 

iPSCs haben die Fähigkeit sich in alle Zelltypen des menschlichen Körpers zu differenzieren. 

Eine patientenspezifische Generierung der iPSCs kann eine Abstoßung der einzusetzenden 

Zellen im Körper vermeiden. Für eine zukünftige klinische Anwendung müssen die Zellen mit 

integrationsfreien Methoden hergestellt werden, um das Risiko einer Mutagenese durch 

zufällige Integration des Vektors ins Hostgenom zu vermeiden und die Methode eine hohe 

Reprogrammierungseffizienz aufweisen.  

In dieser Studie wurden zwei synthetische mRNA-basierte Methoden zur Herstellung von 

iPSCs miteinander verglichen: Die Verwendung von synthetisch modifizierter ‚messenger‘ 

RNAs (mRNAs) und der Einsatz von einer selbst-replizierenden RNA (srRNA). Mit beiden 

Methoden konnten ‚footprint‘-freie iPSCs aus neonatalen Fibroblasten hergestellt werden, die 

keine karyotypischen Veränderungen ausweisen. Die Detektion spezifischer Pluripotenz-

marker anhand von Immunfärbungen und qRT-PCR Analysen, sowie die in vitro und in vivo 

Differenzierungsfähigkeit in alle drei Keimbahngewebetypen (Mesoderm, Endoderm und 

Ektoderm) zeigten vergleichbare Ergebnisse für beide Methoden. Des Weiteren ermöglichte 

das Einfügen einer für das GFP kodierenden Sequenz in die srRNA ein direktes und 

komfortables Überwachen des Reprogrammierungsprozesses und der erfolgreichen Detektion 

der srRNA Translation in den transfizierten Zellen. Es stellte sich heraus, dass der Gebrauch 

der srRNA, durch die einmalige Applikation weniger zeitaufwändig, schneller und effizienter 

bei der iPSC-Generierung war als die tägliche Transfektion der Zellen mit mehreren 

Reprogrammierungsfaktor-kodierenden mRNAs über mindestens zwei Wochen. Nach der 

Reprogrammierung der Zellen wurden keine Rückstände der srRNA nachgewiesen. Daher ist 

davon auszugehen, dass der srRNA-basierte Ansatz zur Induktion der Pluripotenz eine 

effizientere Methode zur Reprogrammierung von somatischen Zellen darstellen könnte, um für 

den klinischen Bereich integrationsfreie iPSCs zu generieren. 
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3.4. PUBLIKATION IV 

Reprogramming of urine-derived renal epithelial cells into iPSCs using srRNA 

and consecutive differentiation into beating cardiomyocytes 

Heidrun Steinle*, Marbod Weber*, Andreas Behring, Ulrike Mau-Holzmann, Christiane von 

Ohle, Aron-Frederik Popov, Christian Schlensak, Hans Peter Wendel, Meltem Avci-Adali 

* gleichermaßen beigetragen 

Molecular Therapy – Nucleic Acids / Akzeptiert am: 22. Juli 2019 

Zusammenfassung: 

Die Herstellung von iPSCs aus patientenspezifischen somatischen Zellen und deren 

darauffolgende Differenzierung in gewünschte Zelltypen eröffnet eine Vielzahl an 

Möglichkeiten im Bereich der Herzregeneration. Aufgrund der geringen Selbsterneuerungs-

kapazität von adulten Kardiomyozyten ist es von großer Bedeutung autologe Kardiomyozyten 

effizient und sicher für klinische Anwendungen herzustellen, um geschädigtes Myokard-

gewebe behandeln zu können.  

In dieser Studie wurde mithilfe einer einzigen Applikation einer selbst-replizierenden RNA 

(srRNA) in renale Epithelzellen, die aus Urin gewonnen wurden, erfolgreich ‚footprint‘-freie 

iPSCs hergestellt. Die Pluripotenz wurde anhand der Expression verschiedener Marker, wie 

Oct4, Nanog und TRA-1-60 mittels Antikörperfärbungen und qRT-PCR Analysen bestätigt. 

Das Differenzierungspotenzial in die drei Keimbahnrichtungen wurde in vitro anhand von 

Durchflusszytometrie durch den Nachweis verschiedener Antigene, wie CD31,  AFP und  

TUBB3 gezeigt. Im in vivo CAM-Teratoma Assays wurde die Ausbildung von meso-, endo- 

und ektodermalem Gewebe mittels H&E-Färbungen von Gewebeschnitten bestätigt. Weiterhin 

konnten nach der Reprogrammierung der Zellen keine Rückstände der srRNA mittels qRT-

PCR und spezifischer Primer, die im Bereich der nicht-strukturellen Gene der srRNA binden, 

detektiert werden oder chromosomale Abnormitäten mithilfe von Karyotypisierungen ermittelt 

werden. Die 10-tägige kardiale Differenzierung der iPSCs resultierte in autologen 

kontaktierenden Herzmuskelzellen, die nachweislich kardiales Troponin exprimierten. Video-

basierte Analysen des Ca2+ Flusses in den Zellen bestätigten die Kontraktilität, die auf die 

Behandlung mit dem Aktivator Isoproterenol und dem Inhibitor Nifidipin ansprechbar waren. 

Die nicht-invasive Entnahme von Urin zur Gewinnung von patientenspezifischen Zellen für die 

Reprogrammierung ist besonders geeignet, da dies einfach und schmerzfrei, sowie 

gleichermaßen aus gesunden und erkrankten Probanden erfolgen kann. Die 

Reprogrammierung dieser Zellen mittels srRNA in iPSCs kann in Zukunft die Erzeugung 

klinisch verwendbarer autologer Kardiomyozyten ermöglichen. Dies könnte die Regeneration 

von infarziertem Myokard ermöglichen, ohne die Gefahr einer Immunabstoßung zu riskieren. 
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3.5. PUBLIKATION V 

Generation of iPSCs from jaw periosteal cells using self-replicating RNA 

Felix Umrath*, Heidrun Steinle*, Marbod Weber, Hans-Peter Wendel, Siegmar Reinert, 

Dorothea Alexander, Meltem Avci-Adali 

* gleichermaßen beigetragen 

International Journal of Molecular Science – Special Issue „Cell Reprogramming, II“ 

Akzeptiert am: 30. März 2019 

Zusammenfassung: 

Kieferperiostzellen (JPCs) stellen eine geeignete Zellquelle für die Behandlung von 

Knochendefekten im Bereich der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie dar. Die Verfügbarkeit 

der JPCs ist jedoch begrenzt und so reichen die aus dem Patienten isolierten Zellzahlen oft 

nicht aus, um beispielweise eine Rekonstruktion des Knochengewebes bei Tumorpatienten 

nach einer größeren Resektion durchzuführen. Die  Vermehrung dieser Zellen in vitro, um eine 

ausreichende Anzahl zu erhalten, stellt eine weitere Limitierung der Verwendung dar, da es in 

höhere Passage der Kultivierung verstärkt zu zellulärer Seneszenz und einem verminderten 

osteogenen Differenzierungspotenzials kommt. Der Einsatz von induziert pluripotenten 

Stammzellen (iPSCs) könnte dieses Problem bewältigen, da die Zellen in ausreichender 

Anzahl zur Generierung von Osteoblasten hergestellt werden können.  

In dieser Studie wurden zum ersten Mal iPSCs aus humanen JPCs verschiedener Probanden 

generiert. Für die Herstellung der JPC-iPSCs wurde eine nicht-integrierende selbst-

replizierende RNA (srRNA) verwendet, die die Reprogrammierungsfaktoren (Oct4, Sox2, Klf4 

und cMyc) und GFP als Reporterprotein kodiert. Die Reprogrammierung wurde anhand eines 

‚Feeder‘-freien und xeno-freien Protokolls durchgeführt und entspricht somit den höchsten 

Sicherheitsstandards für zukünftige klinische Applikationen. Um iPSCs in osteogene 

Progenitorzellen zu differenzieren, wurden die JPC-iPSCs zuerst in induziert mesenchymale 

Stamm/ Stroma-ähnliche Zellen (iMSCs) differenziert und dann unter xeno-freien Bedingungen 

weiter zu osteogenen Zellen differenziert. Die immunologischen Färbungen und qRT-PCR 

Analysen zeigten, dass die produzierten iPSCs, sowie die daraus differenzierten iMSCs die für 

den jeweiligen Zelltyp typischen Marker exprimierten, sowie eine charakteristische 

Morphologie aufwiesen. Während der darauffolgenden osteogenen Differenzierung der iMSCs 

konnte eine starke Mineralisierung nachgewiesen werden, die charakteristisch für 

Knochenzellen ist. Die srRNA-basierte Reprogrammierung von JPCs generiert autologe iPSCs 

in klinischer Qualität, die zu iMSCs differenziert werden können und zur Erzeugung von Zellen 

mit einem hohen osteogenen Potential führen. Die so generierten Zellen stellen die eine 

vielversprechende Quelle für Knochenkonstruktionen und zur Geweberegeneration dar. 
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4. DISKUSSION 

Im Vordergrund der Regenerativen Medizin stehen autologe Zellen, die zur Reparatur 

verschiedener Organe/ Gewebe eingesetzt werden. Um die Verfügbarkeit und Anzahl 

patientenspezifischer Zellen zu erhöhen, sowie die Retention, das Überleben und Einwachsen 

der Zellen nach Transplantation zu verbessern, können gezielte Modifikationen im Gewebe 

oder der zu transplantierenden Zellen erfolgen. 

4.1. Verbesserung des angiogenetischen Potenzials von mRNA-

modifizierten EPCs  

Die Induktion der Angiogenese ist eine vielversprechende Maßnahme zur Verbesserung der 

Blutversorgung in ischämischen Geweben und in den davon betroffenen Organen. Die 

Revaskularisierung mithilfe von körpereigenen EPCs kann das geschädigte Gewebe 

regenerieren und zur Wiederherstellung der gestörten Funktion führen. Des Weiteren kann die 

Überexpression von proangiogenen, parakrinen Faktoren bei ischämischen Patienten 

besonders vorteilhaft sein, um die Mobilisierung und Rekrutierung autologer Stammzellen in 

den geschädigten Bereich zu fördern und somit die Heilung und Regeneration durch 

Verbesserung der Blutgefäßbildung zu unterstützen. 

In Rahmen dieser Arbeit, wurden murine EPCs transient mit synthetischen mRNAs modifiziert, 

die für ANG-1, VEGF-A und SDF-1α kodieren, um das proangiogene Potenzial der EPCs zu 

steigern. Nach der Transfektion der EPCs mit den einzelnen synthetischen mRNAs wurde die 

Expression von ANG-1, VEGF-A und SDF-1α erfolgreich nachgewiesen. Die Behandlung 

zeigte keinen negativen Einfluss auf die Lebensfähigkeit der Zellen. Jedoch führte der Einsatz 

des mRNA-Cocktails bestehend aus den 3 mRNAs zu einer verringerten Proteinproduktion in 

den Zellen im Vergleich zu den Einzel-mRNA Transfektionen der Zellen. Grund hierfür ist 

vermutlich die höhere Gesamtmenge an synthetischer mRNA pro Zelle, die zu einer 

Überladung der Zellen und translationalen Repression führen kann.207 In eukaryotischen 

Zellen durchlaufen die meisten Proteine verschiedene Reifungsschritte im Lumen des 

endoplasmatischen Retikulums (ER).207 Dort werden nach der Translation entstehende 

Polypeptide chemisch modifiziert und zu reifen Proteinen gefaltet. Eine Anhäufung von 

ungefalteten Proteinen im ER Lumen kann zu einer Stressantwort in den Zellen durch die 

‚ungefaltete Proteinantwort‘ (UPR) führen. Durch Rückkopplungsmechanismen kann es so 

zum selektivem Abbau von synthetischer mRNA kommen und dadurch zu einer Verringerung 

der produzierten Proteinmengen.207, 208 

Im Vergleich zu unbehandelten EPCs zeigten die mit jeweils ANG-1, VEGF-A oder SDF-1α 

mRNA und dem mRNA Cocktail behandelten Zellen im Migrationstest eine verstärkte 

chemotaktische Wirkung auf native EPCs. Entgegen der Erwartung, konnte bei den mit dem 
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mRNA-Cocktail transfizierten EPCs keine deutliche Erhöhung der chemoattraktiven Aktivität 

im Vergleich zu den einzeln transfizierten mRNAs erzielt werden. Der Grund hierfür könnten 

die reduzierten Proteinmengen in diesen EPCs sein. Im Gegensatz dazu konnte in den mit 

dem mRNA Cocktail transfizierten Zellen im in vitro Angiogenesetest eine deutliche 

Verbesserung des angiogenetischen Potenzials festgestellt werden. Dies lässt auf einen 

synergetischen Effekt der gleichzeitig hergestellten ANG-1, VEGF-A und SDF-1α Proteine 

schließen. Dies wurde auch in vivo anhand des CAM-Assays durch einen moderaten Anstieg 

der verschiedenen angiogenetischen Parameter bei den Triple-mRNA Cocktail transfizierten 

Zellen bestätigt. Hier konnte auch eine starke Erhöhung des angiogenetischen Potenzials der 

mit ANG-1 mRNA modifizierten EPCs ermittelt werden. Der Wundheilungstest zeigte die 

höchste Migrationsgeschwindigkeit bei den ANG-1 mRNA transfizierten EPCs, sodass bereits 

nach 12 h 94% der Wundfläche verschlossen war. Im Vergleich dazu, konnte bei 

unbehandelten EPCs eine 45%ige Schließung der Wundfläche beobachtet werden. Nach 24 

Stunden führte die ANG-1 mRNA Behandlung zum kompletten Verschluss des Wundbereichs 

und die SDF-1 mRNA Behandlung zu einer 93%igen Schließung. Es konnte auch ein leicht 

verbesserter Wundverschluss für die mit VEGF-A mRNA und dem  mRNA Cocktail 

modifizierten Zellen nachgewiesen werden.  

Die Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass die Modifikation von EPCs mit der ANG-1 mRNA 

ausreichen könnte, um die Angiogenese zu verbessern. Die SDF-1α mRNA Transfektion 

zeigte ebenfalls eine Verbesserung des Wundverschlusses und der in vitro Angiogenese. Im 

Gegensatz dazu konnte nach der einmaligen Transfektion von EPCs mit der VEGF mRNA 

keine Verbesserung des angiogenetischen Potenzials festgestellt werden. In einer Studie von 

Zangi et al.102 wurden 100 µg VEGF mRNA in den Herzmuskel von Mäusen injiziert, wodurch 

eine verstärkte Bildung von Gefäßen im Bereich der Injektion gezeigt wurde. Daher könnte die 

Produktion einer höheren VEGF-Menge durch die mRNA-modifizierten EPCs erforderlich sein, 

um die Angiogenese zu verbessern. VEGF ist der am häufigsten untersuchte 

Wachstumsfaktor für die Behandlung von Ischämien und Herz-Kreislauf-Erkrankungen, da es 

ein wichtiger Regulator der Blutgefäßbildung ist. Studien haben jedoch gezeigt, dass neu 

gebildete Blutgefäße, die durch VEGF induziert werden, unreif und undicht sind.209, 210 

Weiterhin konnten Su und Kollegen209 durch die gleichzeitige Expression von ANG-1 und 

VEGF mittels eines Adeno-assoziierten Virus (AAV)-vermittelten Ansatzes positive 

Auswirkungen in einem murinen Infarktmodell zeigen. Dabei konnten sie mehr Kapillare, eine 

geringere Infarktgröße und eine bessere Herzfunktion ermitteln, sowie im Vergleich zur 

alleinigen Behandlung mit VEGF, eine weniger undichte Neovaskulatur. 

In früheren Studien mit ischämischen Tiermodellen konnte durch die Überexpression von 

chemotaktischen Faktoren oder Wachstumsfaktoren bereits eine unterstützende Wirkung auf 

die Angiogenese gezeigt werden. Dazu wurden AAV- oder lentivirale Vektoren angewendet, 
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um ANG-1 in MSCs 32, VEGF-A in Skelettmuskelzellen 28 und SDF-1α in humanen MSCs 

herzustellen35. Außerdem wurden EPCs erfolgreich gentechnisch mit adenoviralen Vektoren, 

die für HIF-1α37, FGF-134, und VEGF29 kodieren oder mit lentiviralen Vektoren, die für ANG-131 

kodieren, sowie mit retroviralen Vektoren, die SDF-1α und VEGF-A36 kodieren verändert, um 

die Angiogenese in Ischämie-Tiermodellen zu verbessern. Bei der Verwendung von viralen 

Vektoren wird die Expression von Proteinen über einen längeren Zeitraum aufrechterhalten. 

Die längere Anwesenheit von exogen exprimierten Proteinen kann jedoch auch nachteilige 

Auswirkungen haben. Beispielsweise führte die längere Exposition von Gefäßen mit VEGF-A 

aufgrund eines DNA-vermittelten Gentransfers zu einer erhöhten Gefäßpermeabilität und zur 

Ödembildung.102 Die mRNA-vermittelte Proteinexpression in den Zellen wird nach dem 

natürlichen Abbau der transfizierten synthetischen mRNA, nach ungefähr 2-3 Tagen, 

rückstandfrei eingestellt. Dieser Zeitrahmen sollte ausreichen, um endogene EPCs in das 

ischämische Gewebe zu homen und die implantierten Zellen mit den Blutgefäßen des 

umgebenden intakten Gewebes zu verbinden. 

Die ex vivo Modifikation von EPCs mit synthetischer mRNA zur Herstellung ihrer eigenen 

proangiogenen Proteine könnte das angiogene Potenzial im Vergleich zur Injektion großer 

Mengen von mRNA in das betroffene Gewebe erhöhen. Durch die Transplantation der mit 

mRNA modifizierten EPCs kann nicht nur die Migration von Zellen aus dem umliegenden 

Gewebe und die Gefäßbildung gesteigert werden, sondern zusätzlich die Anzahl an EPCs im 

ischämischen Gewebe und deren Wachstumsfaktor und Zytokinausschüttung erhöht werden. 

Eine ausreichende Anzahl an EPCs für die Modifikationen kann durch die Isolierung aus Blut 

und Expansion der Zellen erhalten werden.  

Die Behandlung mit synthetischen mRNAs könnte in Zukunft zur Bildung neuer Blutgefäße in 

beschädigten Geweben, z. B. nach einem Myokardinfarkt oder Schlaganfall eingesetzt 

werden. Auf dem Gebiet des Tissue Engineerings könnte dieser Ansatz außerdem dazu 

beitragen, die Vaskularisierung von Gerüststrukturen zu verbessern und die Gefäß-

anastomose mit dem Wirtsgefäßsystem zu fördern.  

4.2. RNA-basierte Reprogrammierung von iPSCs  

In den letzten Jahren hat sich die Erzeugung patientenspezifischer iPSCs aus somatischen 

Zellen zu einem leistungsstarken Instrument im Bereich des Tissue Engineerings und der 

Krankheitsmodellierung entwickelt und zu großen Fortschritten bei Anwendungen in der 

Regenerativen Medizin geführt. Dabei spielt die integrationsfreie Generation der Zellen eine 

bedeutende Rolle für die therapeutische Anwendung. Die Verwendung von synthetischen 

RNAs für die iPSC Herstellung ist im Vergleich zu anderen nichtintegrativen Methoden wie 

z. B. episomalen DNA-Plasmiden aufgrund ihrer hohen Reprogrammierungseffizienz von 

Vorteil.89, 102  
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4.2.1. Vergleich der Reprogrammierung von neonatalen Fibroblasten mittels 

mRNAs und srRNA in iPSCs 

In dieser Studie wurden die Reprogrammierungsmethoden basierend auf synthetischer mRNA 

und srRNA verglichen, um aus humanen Fibroblasten ‚footprint‘-freie iPSCs zu generieren. 

Dabei wurden die Transfektions- und Reprogrammierungseffizienz, sowie die Gesamtkosten 

und der Arbeitsaufwand beider Methoden untersucht. Dazu wurden Fibroblasten entweder 

durch mehrmaliges tägliches Transfizieren mit einem mRNA-Cocktail bestehend aus 5 

verschiedenen mRNAs, die für die Reprogrammierungsfaktoren Oct4, Sox2, Klf4, cMyc, Lin28 

und eGFP kodieren79 oder durch einmaliges Transfizieren mit srRNA, die für Oct4, Sox2, Klf4, 

cMyc kodiert, reprogrammiert, die eine anhaltende Expression der Reprogrammierungs-

faktoren173 ermöglicht. Um die Transfektionseffizienz und die Translation der srRNA zu 

überwachen, wurde zusätzliche eine IRES (interne Ribosomeneintrittsstelle)211 und eine GFP 

Sequenz in das srRNA Konstrukt hinzugefügt, um die 5‘-Cap-unabhängige Initiierung der 

Translation des GFPs zu ermöglichen.  

Die erhaltenen iPSCs exprimierten typische Pluripotenzmarker und das Potential zur 

Differenzierungsfähigkeit in die drei embryonalen Keimblätter, Meso-, Endo- und Ektoderm, 

konnte in vitro und in vivo bestätigt werden. Es wurden keine genomischen Anomalien anhand 

von Karyogrammanalysen in den erzeugten iPSCs festgestellt. In den durch die srRNA 

generierten iPSCs konnten keine Rückstände der srRNA mittels qRT-PCR Analysen 

nachgewiesen werden. Der Vergleich beider Methoden ergab jedoch, dass die srRNA-basierte 

Reprogrammierung deutlich effizienter und einfacher in der Handhabung war, als die mRNA-

basierte Methode. Die Kosten für die Synthese und Reinigung von einem Mikrogramm mRNA 

oder srRNA sind dabei vergleichbar (ca. 2,50 € / 1 μg). Ein wesentlicher Vorteil bei der 

Reprogrammierung mit srRNA sind die ca. 24-fach geringeren Produktionskosten durch die 

einmalige Transfektion von Zellen mit 1 μg srRNA (2,50 €), gegenüber der erforderlichen 

täglichen Transfektion von Zellen mit 1,2 μg mRNA-Cocktail mit 6 verschiedenen Nukleosid-

modifizierten mRNAs für ca. 20 Tage (60 €). Darüber hinaus wurden die mit srRNA generierten 

iPSCs früher erhalten, als die iPSCs, die durch die mRNA-Transfektionen entstanden sind. 

Die srRNA enthält auch eine Sequenz, die für eine Puromyzinresistenz kodiert, um die positive 

Selektion von srRNA-haltigen Zellen zu ermöglichen.78 Aufgrund dessen konnten nur Zellen 

überleben, die die srRNA enthielten, wodurch die Reprogrammierungseffizienz erhöht wurde. 

Weiterhin konnte durch die tägliche Überwachung der GFP-Expression, der Wechsel des 

B18R-haltigen Mediums auf einen 2-Tage-Rhythmus reduziert werden. Im Fall der 

synthetischen mRNA-basierten Reprogrammierung wurde ebenfalls die eGFP-Expression 

analysiert, um die Transfektionseffizienz und Translation der mRNA in den Zellen zu 

überwachen. Dazu enthielt der mRNA-Cocktail eine eGFP-kodierende mRNA, die gleichzeitig 

mit den Reprogrammierungsfaktor-kodierenden mRNAs in die Zellen transfiziert wurde. Hier 
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ist die Überwachung der Transfektionseffizienz und Translation der mRNA jedoch deutlich 

ungenauer als bei der srRNA Verwendung, da nicht gewährleistet werden kann, dass jede 

Zelle jeden Tag mit allen 6 mRNAs konstant mit der gleichen Menge versorgt werden kann. 

Darüber hinaus kann die srRNA, die zusätzlich eine GFP-kodierende Sequenz enthält, auch 

direkt zur Analyse der Transfizierbarkeit von somatischen Zellen vor Beginn der 

Reprogrammierung eingesetzt werden. Dadurch können für verschiedene Zelltypen das 

benötigte Transfektionsreagenz und die Transfektionsdauer bestimmt werden. 

Die Verwendung von RNA Molekülen zur Expression von Transkriptionsfaktoren in Zellen ist 

integrationsfrei. Die Transfektion von synthetischer mRNA in die Zellen führt zu einer 

vorübergehenden Expression der gewünschten Proteine für etwa 2-3 Tage79, 92, 93 und erfordert 

daher mehrere Transfektionen für die Reprogrammierung. Im Vergleich dazu, ermöglicht eine 

einmalige Transfektion von srRNA in die Zellen, die Expression von nicht-strukturellen 

Proteinen (nsP1-nsP4), die für eine Replikase kodieren und die wiederholte Replikation der 

RNA im Zytosol bewirkt und damit die Proteinexpression verlängert. Der rückstandsfreie 

Abbau der srRNA in den erhaltenen iPSCs wurde in frühen Passagen (P3-5) durch qRT-PCR 

Analysen, die mit nsP2- und nsP4-spezifischen Primern durchgeführt wurden, nachgewiesen. 

Darüber hinaus deutete die Abnahme der cMyc und Klf4 Expression ebenfalls auf den Abbau 

des srRNA-Konstrukts in den iPSCs hin. Diese Proteine werden während des 

Reprogrammierungsvorgangs benötigt. Danach sollte ihre Expression jedoch herunterreguliert 

werden, da die permanente Überexpression dieser Proteine mit einer erhöhten 

Tumorentstehung verbunden ist 212, 213 und in verschiedenen Krebstypen 214, 215 detektiert 

wurden. 

Um somatische Zellen mit synthetischen RNAs zu reprogrammieren, ist die Verwendung des 

Interferoninhibitors B18R erforderlich79, 173, 216, um die zelluläre Typ-I-Interferon-Immunantwort 

gegen die RNA und somit deren vorzeitigen Abbau zu verhindern.217 Nach der 

Reprogrammierung der Zellen kann der Entzug von B18R aus dem Medium zum gezielten 

Abbau und zur Eliminierung der srRNA173 genutzt werden. Somit bleiben keine srRNA 

Rückstände zurück. B18R kann entweder als rekombinantes Protein dem Medium zugesetzt 

werden, oder es kann ein konditioniertes Medium verwendet werden, das B18R enthält (BcM) 

und durch Transfektion von Fibroblasten mit B18R mRNA hergestellt wird. Die Verwendung 

von BcM anstelle von rekombinantem B18R Protein reduziert die Kosten und kann zusätzliche 

Proteine, wie z. B. FGF-2, bereitstellen, die die Reprogrammierung unterstützen können. Dies 

kann von Vorteil sein, wenn serumfreies Medium, z. B. Essential 8 Stammzellmedium, 

verwendet wird. Das Mengenverhältnis von BcM zu Kultur- oder Reprogrammierungsmedium 

ist einstellbar. In dieser Studie führte eine 25%ige Zugabe des BcM in Reprogrammierungs-

medium (Pluriton) zur erfolgreichen Reprogrammierung der Zellen. Die BcM-Menge kann auf 

beispielsweise 50% erhöht werden, wenn in den transfizierten Zellen ein schwaches GFP-
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Signal nachgewiesen wird. Eine weitere Möglichkeit zur Reduktion der Immunreaktion wurde 

in einer Studie von Angel und Yanik159 gezeigt. Dabei konnte durch den siRNA-induzierten 

Knockdown der Mediatoren des angeborenen Immunsystems, Ifnb1, Eif2ak2 und Stat2, die 

Immunaktivierung verhindert werden und das Überleben der Zellen nach wiederholter 

Transfektion mit mRNAs erhöht werden. Poleganov et al.171 untersuchten einen weiteren 

Ansatz zur Reduktion der Zytotoxizität und Immunogenität während der Reprogrammierung. 

Hierfür wurden die Reprogrammierungs-mRNAs mit mRNAs, die für E3, K3 und B18R des 

Vaccinia-Virus kodieren, und der Enhancer-microRNA miR302/367 kombiniert. Unter 

Verwendung dieses Verfahrens konnten auch mRNAs, die keine modifizierten Nukleoside 

enthielten und von denen bekannt ist, dass sie eine zelluläre Immunreaktion auslösen, 

eingesetzte werden, um Fibroblasten mit vier wiederholten Transfektionen innerhalb von 11 

Tagen effektiv in iPSCs umzuwandeln. 

In Rahmen dieser Arbeit wurde zur besseren Vergleichbarkeit der mRNA- und srRNA-

basierten  Reprogrammierung das Pluriton Reprogrammierungsmedium für beide Ansätze 

verwendet. Dies ist jedoch für eine erfolgreiche und effiziente Reprogrammierung mit srRNA 

nicht explizit erforderlich. Yoshioka et al.173 zeigte die erfolgreiche Reprogrammierung in iPSCs 

unter Verwendung von srRNA und Fibroblasten-Kulturmedium anstelle von Pluriton. Darüber 

hinaus ist es auch möglich, die einzige tierische Komponente des Protokolls, Fötales 

Kälberserum (FBS) im Zellkulturmedium durch humanes Serum oder humanes Plättchenlysat 

(hPL) zu ersetzen, um iPSCs unter xeno-freien Bedingungen zu erzeugen.218 

In dieser Arbeit wurden neonatale menschliche Fibroblasten reprogrammiert. Allerdings 

zeigten Yoshioka und Dowdy219, dass iPSCs auch aus adulten Fibroblasten von 54- bis 77-

jährigen gesunden Spendern, sowie von einem 24-jährigen Kardiomyopathie-Patienten mittels 

srRNA generiert werden können. Die Reprogrammierung von adulten Körperzellen mit srRNA 

konnte auch im Rahmen dieser Arbeit mit humanen Urinzellen220 und Kieferperiostzellen218 

durchgeführt werden. 

In früheren Studien wurden nach Reprogrammierung von neonatalen BJ-Fibroblasten mit 

synthetischen modifizierten mRNAs Reprogrammierungseffizienzen von 4,4% erreicht.79, 164 In 

Rahmen dieser Arbeit wurde eine Reprogrammierungseffizienz von 0,8% erreicht, indem das 

gleiche Protokoll auf NuFFs anwendet wurde. Der Unterschied ist vermutlich auf 

Materialschwankungen und laborbedingte Unterschiede zurück zu führen. Darüber hinaus 

kann die Verwendung von Zellen mit unterschiedlichen Proliferationsraten und verschiedener 

Spendern variieren und zu unterschiedlichen Reprogrammierungseffizienzen führen.79, 165, 219 

Daher sollten die Reprogrammierungsprotokolle für jeden Zelltyp getestet und optimiert 

werden.89 Darüber hinaus hängt die Reprogrammierungseffizienz des mRNA-basierten 

Ansatzes von der anfänglichen Zelldichte ab164, 216 und wird durch hohe Zellzyklusraten 

gefördert 221, 222. Dies ist auf die charakteristischen Merkmale von ESCs zurückzuführen, die 
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durch hohe Proliferationsraten und kurze G1-Phasen im Zellzyklus vor ihrer Differenzierung 

geschützt werden und ihre Selbsterneuerungsfähigkeit erhalten bleibt.222 Durch die 

Verwendung von mitotisch arretierten ‚Feeder‘-Zellen können niedrigere Zellzahlen für die 

Reprogrammierung verwendet werden. Jedoch sind Feeder-freie Protokolle von Vorteil, um 

eine zusätzliche Variabilität und das Risiko einer Kontamination mit xenogenem Material zu 

verhindern.164 

Im Vergleich zur täglichen Transfektion von mehreren mRNAs, ermöglichte die einmalige 

Transfektion von srRNA in humane Fibroblasten eine zeit- und kostengünstigere Erzeugung 

von iPSCs ohne genomische Integration. Aufgrund des komfortablen Reprogrammierungs-

prozesses mit nur einer einmaligen srRNA-Verabreichung, direkter Detektion der srRNA 

Translation mittels GFP und höherer Reprogrammierungseffizienz ist die srRNA-basierte 

Reprogrammierung eine vielversprechende Methode für die integrationsfreie 

Reprogrammierung verschiedener somatischen Zellen.  

4.2.2. srRNA-basierte Reprogrammierung von renalen Epithelzellen aus Urin 

und Kieferperiostzellen zu iPSCs 

Für die Reprogrammierung von iPSCs werden häufig Fibroblasten als somatischen Zellen 

verwendet.223 Diese werden meist durch invasive Hautbiopsien der Patienten gewonnen. 

Dieser Vorgang führt zur Verletzung des gesunden Gewebes, kann schmerzhaft für den 

Patienten sein und ist mit einem Infektionsrisiko verbunden. Die Isolierung von renalen 

Epithelzellen (RECs) aus humanem Urin stellt eine alternative Zellquelle für die 

Reprogrammierung patientenspezifischer Zellen dar. Urin von Natur aus ausgeschieden und 

ermöglicht eine einfache, kostengünstige und schmerzfreie Isolierung einer ausreichenden 

Anzahl menschlicher Körperzellen zur Reprogrammierung. Aufgrund der physiologischen 

Selbsterneuerung des Epithelgewebes im Harntrakt werden täglich etwa 2.000 bis 7.000 

Zellen abgelöst und mit dem Urin ausgeschieden.224 Im Urin können drei Arten von 

Epithelzellen gefunden werden: Nieren-, Übergangs- und Plattenepithelzellen.225 Die RECs 

kleiden als einzelne Epithelschicht das Nephron der Niere aus. Eine erhöhte Anzahl der 

Epithelzellen im Urin kann auf eine Infektion oder Erkrankung hinweisen. Zur Gewinnung der 

RECs werden während einer Kultivierungszeit von 3 bis 5 Tagen in einem speziellen 

Proliferationsmedium die unerwünschten Übergangs- und Plattenepithelzellen entfernt, da 

diese nicht an der Zellkulturplatte anhaften und somit nach dem Wechsel des Mediums 

beseitigt werden. Typischerweise erscheinen 3 bis 6 kleine REC-Kolonien, die stetig weiter 

wachsen. In dieser Studie reichten 100-200 ml Urin aus, um eine ausreichende Menge an 

Zellen für das Reprogrammierungsverfahren nach ca. 2 Wochen Expansionsdauer zu 

erhalten. Durch die Verwendung einer größeren Menge an Urin könnten mehr Zellen erhalten 

werden, wodurch die Expansionszeit der Zellen verringert werden kann. Die Herkunft der aus 
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Urin isolierten Zellen wurde durch die Analyse des Epithelmarker β-Catenin und des renalen 

proximalen tubulären Marker CD13 bestätigt.  

Eine ausgezeichnete Quelle für Zell-basierte regenerative Therapien zur Behandlung und 

Rekonstruktion von Knochendefekten sind osteogene Vorläuferzellen. Diese können aus dem 

Kieferperiost und z. B. während einer Mund- und Kieferoperation entnommen werden. Da das 

Material nur in begrenzter Menge vorliegt, ist es schwierig, eine ausreichende Zellzahl in guter 

Qualität zu erhalten. Durch die Vermehrung der Primärzellen in Zellkulturen kann es zu 

verstärkter Zellalterung und zur Verringerung des Differenzierungspotentials in höheren 

Passagen kommen.  

Nichtintegrativ generierte iPSCs stellen eine vielversprechende alternative Zellquelle dar, um 

osteogene Zellen für regenerative Zwecke zu generieren. Darüber hinaus weisen die primären 

Kieferperiostzellen (JPCs), sowie auch MSCs, die aus verschiedenen Geweben stammen, 

eine gewisse Spendervariabilität hinsichtlich ihres Differenzierungspotenzials auf. Diese 

Variabilität wird durch die unterschiedlichen Anteile der einzelnen Zellpopulationen im 

Gewebe, wie beispielsweise dem Stammzellanteil, der verschiedenen Spender, sowie 

Isolierungs-, Kultivierungs- und Expansionsmethoden verursacht.226, 227 Bekannte 

Oberflächemarker können zur Fluoreszenz- oder Magnetisch-aktivierten Zellsortierung 

(FACS, MACS) verwendet werden, um die Anreicherung der osteogenen Vorläuferzellen aus 

heterogenen Zellpopulationen zu ermöglichen.228-230 Jedoch sind die Zellausbeuten aufgrund 

niedriger Sortierungseffizienzen und hoher Zellmortalität oft unbefriedigend. Die im Rahmen 

dieser Arbeit isolierten JPCs zeigten eine eindeutig mesenchymale Herkunft durch die 

Expression der Marker CD73, CD105 und CD44. 

Die Reprogrammierung von beiden adulten Zelltypen RECs und JPCs verschiedener 

Probanden unterschiedlichen Alters konnte mittels srRNA erfolgreich durchgeführt werden. 

Wie auch bei der Generierung von iPSCs aus neonatalen Fibroblasten, konnte der Einbau der 

IRES-GFP Sequenz in die srRNA für die Optimierung des Protokolls und der Kontrolle der 

erfolgreichen Transfektion und Translation der srRNA während des Reprogrammierungs-

prozesses genutzt werden. Die Reprogrammierung erfolgte hier mit normalem Kulturmedium 

für den jeweiligen Zelltyp und nicht unter Verwendung eines speziellen Reprogrammierungs-

mediums, wie z. B. Pluriton. Für die Reprogrammierung der JPCs wurde zusätzlich die 

natürlich vorkommende Fettsäure Natriumbutyrat als ‚Enhancer‘-Molekül dem Medium 

zugesetzt, um die die Effektivität der iPSC Generierung zu steigern. Dabei wird die 

Reprogrammierungseffizienz verbessert, indem die Acetylierung von H3 Histonen und die 

DNA Demethylierung gesteigert werden und somit die Expression der endogen zugeführten 

Pluripotenzgene verbessert wird.231 Andere bekannte ‚Enhancer‘-Moleküle, die zur Steigerung 

der Reprogrammierungseffizienz eingesetzt werden, sind beispielsweise Histondeacetylase-

Inhibitoren, wie Valproinsäure, TGF-Inhibitoren, Vitamin C oder miRNA-367/302.49, 89, 216, 232-234 
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Die erhaltenen iPSCs zeigten ebenfalls die typischen Stammzellmerkmale, wie die Expression 

von Pluripotenzmarkern, die für die Aufrechterhaltung der Pluripotenz und der 

Selbsterneuerungskapazität von iPSCs spezifisch sind. Auch die Fähigkeit der erhaltenen 

iPSCs sich in Zellen der drei Keimschichten (Mesoderm, Endoderm und Ektoderm) zu 

differenzieren wurde anhand der gerichteten Differenzierung in vitro, sowie in vivo nach 

Aufbringung der iPSCs auf die CAM von bebrüteten Hühnereiern demonstriert. Im Vergleich 

zur Teratombildung bei Mäusen, die ca. 4 Wochen inkubiert werden, reichte die Applikation 

von 2 x 106 iPSCs auf die CAM und eine Inkubationszeit von 10 Tagen aus, um alle drei 

Keimschichten auszubilden. Nach Reprogrammierung und B18R-Entzug wurde die 

vollständige Entfernung der srRNA durch die Verwendung der nsP2- und nsP4-Primer in den 

erzeugten iPSCs in Passage drei mittels qRT-PCR gezeigt. Darüber hinaus bestätigte die 

Abnahme der cMyc und Klf4 Expression den Abbau des srRNA-Konstrukts in den iPSCs und 

es konnten keine genomischen Anomalien anhand von Karyogrammanalysen nachgewiesen 

werden.  

Eine weitere interessante Quelle für adulte Zellen zur Reprogrammierung sind von Blut 

abgeleitete Zellen, wie mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) oder EPCs, die 

durch eine minimal-invasive Blutentnahme von gesunden Spendern oder Patienten gewonnen 

werden können.235 Poleganov et al.171 berichteten über die erfolgreiche Reprogrammierung 

von humanen EPCs unter Verwendung eines mRNA-basierten Ansatzes. Daher könnte die 

Verwendung von Blutzellen für die srRNA-basierte Reprogrammierung eine weitere 

vielversprechende Quelle für adulte Zellen darstellen. Jedoch ist die Reprogrammierung von 

Zellen aus Blut problematisch, da sie eine geringe Transfektionseffizienz aufweisen und daher 

auch die Reprogrammierungseffizienz bisher noch relativ gering ist.236 Unterschiede in der 

Transfektionseffizienz mit synthetisch modifizierten mRNAs oder srRNA werden für Zellen 

unterschiedlicher Herkunft aufgrund ihrer unterschiedlichen Transfektionsfähigkeit erwartet. 

Daher ist auch die Wahl der verwendeten Transfektionsmethode oder Reagenz wichtig und 

sollte vor Beginn der Reprogrammierung getestet und optimiert werden, um die beste 

Transfektionseffizienz für jeden Zelltyp zu erreichen.163, 237 Weiterhin wurde auch gezeigt, dass 

iPSCs, die aus verschiedenen Zellquellen generiert wurden, unterschiedliche epigenetische 

Marker aufweisen, die Spendergewebe-abhängig sind.238 Dies deutet darauf hin, dass die 

iPSCs effizienter in den ursprünglichen somatischen Zelltyp differenziert werden könnten. In 

der vorliegenden Arbeit wurde die erfolgreiche Differenzierung von den REC-iPSCs und JPC-

iPSCs in Zellen aller drei Keimbahnrichtungen gleichermaßen gezeigt. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Reprogrammierung von adulten Zellen 

verschiedener Probanden und Herkunftsgeweben mit srRNA eine effiziente Methode ist, um 

footprint- und xeno-freien iPSCs zu erhalten.  
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4.2.3. Differenzierung der mit srRNA generierten iPSCs in gewebespezifische 

Zellen 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden patientenspezifische iPSCs, die aus verschiedenen 

Zellquellen mittels srRNA generiert wurden in gewebespezifische Zellen differenziert. 

Die iPSCs (REC-iPSCs), die aus Urin  isoliert wurden, wurden in kardiale Richtung 

differenziert, um Kardiomyozyten zur Regeneration des verletzten Myokards, z. B. nach einem 

Herzinfarkt, zu produzieren. Nach bereits 7 Tagen wurden sich kontrahierende 

Kardiomyozyten mit einer Schlagrate von etwa 25 Schlägen pro Minute erhalten. Die 

Funktionalität und elektromechanische Kupplung dieser Zellen wurde anhand der Ca2+ 

Oszillation bei der Kontraktion bestätigt. Das Reaktionsvermögen der Kardiomyozyten wurde 

durch die Zugabe von Ca2+-Antagonist Nifedipin oder β-Adrenozeptor-Agonist Isoproterenol 

untersucht. Dabei führte 0,1 mM Nifidipin zu einer vollständigen Hemmung der Kontraktion. Im 

Gegensatz dazu führte die pharmakologische Modulation der REC-iPSC-abgeleiteten 

Kardiomyozyten mit Isoproterenol zu einer erhöhten Kontraktion. 

Die zukünftige Anwendung dieser Zellen zur Reparatur von geschädigtem Herzgewebe 

erfordert die Produktion einer reinen Kardiomyozytenkultur in großem Maßstab und die 

Auswahl der geeigneten Subpoulationen: nodale, atriale oder ventrikuläre Kardiomyozyten.239-

241 Bei einer Herzinsuffizienz oder einem Myokardinfarkt sind hauptsächlich die Ventrikel des 

Herzens betroffen. Daher sollte ventrikuläre Kardiomyozyten verwendet werden, um nach der 

Transplantation der Zellen in die Herzkammern Arrhythmien zu verhindern. Eine Zellsortierung 

mittels Durchflusszytometrie kann durchgeführt werden, um reine Kardiomyozytenkulturen 

verschiedener Subtypen zu erhalten. Ein häufig verwendeter Marker für ventrikuläre 

Kardiomyozyten ist die leichte Myosinkette 2v (MLC-2v). Für atriale Kardiomyozyten kann die 

leichte Myosinkette 2a (MLC-2a) als ein spezifischer Marker verwendet werden. Darüber 

hinaus sollte die vollständige Differenzierung der iPSCs in reife Kardiomyozyten sichergestellt 

werden.242, 243 Dazu können die aus iPSCs generierten Kardiomyozyten z. B. mithilfe von 

spezifischen Antikörper und FACS angereichert werden.244 In Rahmen dieser Studie wurden 

die Kardiomyozyten mit einem Medium auf Laktatbasis angereichert.245 Aufgrund der 

Unterschiede im Energiestoffwechsel können Kardiomyozyten, im Vergleich zu anderen 

Säugetierzellen, anstelle von Glukose auch aus Laktat oder Fettsäuren Energie 

produzieren.246 Die Kultivierung von Zellen in einem Lactat-haltigem Medium ohne Glukose 

führt daher zum Überleben von Kardiomyozyten und zur Eliminierung von undifferenzierten 

Zellen. Mit dieser Methode konnten patientenspezifische Kardiomyozytenkulturen generiert 

werden, die einen hohen Anteil (ca. 90%) an kardialem Troponin exprimierten.  

 

Die aus Kieferperiost isolierten und mittels srRNA in iPSCs reprogrammierten Zellen (JPC-

iPSCs) wurden zu osteogenen Vorläuferzellen differenziert, um diese als Quelle für das Tissue 
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Engineering von Knochenkonstrukten einzusetzen. Die osteogene Differenzierung von iPSCs 

kann mit unterschiedlichen Protokollen durchgeführt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde 

ein zweistufiger Ansatz verwendet, bei dem die iPSCs zuerst in induzierte MSCs (iMSCs) 

differenziert wurden und in einem zweiten Schritt dann der osteogenen Differenzierung 

unterzogen wurden.55, 56 In der Regel wird die Differenzierung von iPSCs zu iMSCs entweder 

über die Bildung von Embryonalkörperchen (EBs) erreicht oder durch die spontane 

Differenzierung von iPSCs, die mit einem Differenzierungsmedium behandelt und in mehreren 

Passagierschritte kultiviert wurden.247 Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein hPL-haltiges 

Differenzierungsmedium248 verwendet, um die iPSCs in xeno-freie iMSCs zu differenzieren. 

Um den Ertrag der iMSCs zu erhöhen, wurden die iPSC-Kolonien über einen längeren 

Zeitraum von 10 Tagen ohne Passagieren in E8 Stammzellmedium kultiviert, bevor sie wieder 

als Einzelzellen ausplattiert und für 3-5 weitere Passagen in Ascorbinsäure-haltigem hPL-

Medium kultiviert wurden. Die resultierenden hohen Zelldichten, die durch die 10-tägige 

Kultivierung der iPSCs entstanden sind, trugen wahrscheinlich zur Differenzierung in den 

mesenchymalen Zelltyp bei. Die Analyse der erhaltenen iMSCs mittels Durchflusszytometrie 

und Genexpression zeigte die Expression typischer Oberflächenmarker und entsprach dem 

Expressionsprofil von MSCs.226 Anschließend wurden die iMSCs für 15-25 Tage in einem 

Differenzierungsmedium in osteogene Richtung differenziert. Die erhaltenen Zellen zeigten 

eine starke Mineralisierung und typische Morphologie. Dies zeigt, dass diese Zellen ein 

vielversprechendes Potenzial besitzen, um im Bereich des Knochen Tissue Engineerings 

eingesetzt zu werden. 

Die Ergebnisse zeigten, dass die mit srRNA generierten iPSCs als potente Ausgangsquelle 

für die Differenzierung in verschiedene gewebespezifische Zellarten genutzt werden können, 

um autologe Zellen für eine personalisierte Zelltherapie zu erhalten. 

4.3. Langzeitfreisetzung von mRNA aus Hydrogelen ermöglicht eine 

verlängerte Proteinexpression in Zellen 

Hydrogele werden im Bereich der Regenerativen Medizin und des Tissue Engineerings als 

Gerüststrukturen zur Besiedelung mit Zellen und für die Abgabe von therapeutischen 

Wirkstoffen verwendet. Um die Freisetzung von synthetischen mRNAs aus verschiedenen 

Hydrogelen zu untersuchen, wurde eine Cy3-markiete sezernierbare humanisierte Gaussia 

Luziferase kodierende (hGLuc) mRNA in Alginat, Chitosan und Chitosan-Alginat  Hydrogele 

integriert. Die injizierbaren Chitosan-Alginat Hybridhydrogele, die mit 4 µg synthetischer Cy3-

hGLuc mRNA beladen wurden, zeigten eine um 70% verzögerte Freisetzung  der 

inkorporierten mRNA, die zu einer Produktion von hGLuc über 3 Wochen führte. Damit konnte 

gezeigt werden, dass Hydrogele mit Zellen und zusätzlich synthetischer mRNA beladen 

werden können, damit die Zellen über einen längeren Zeitraum mit mRNA versorgt werden 
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können. Dies ermöglicht die Herstellung gewünschter Proteinen von den in Hydrogel-

inkorporierten Zellen über einen längeren Zeitraum, ohne dass eine wiederholte 

Verabreichung von synthetischer mRNA erforderlich ist. Dieser Ansatz kann im Bereich des 

Tissue Engineering für die lokale Transfektion von Zellen mit therapeutisch wirkenden mRNAs 

direkt im Gewebe genutzt werden, um eine verlängerte  Produktion von Proteinen zu erreichen. 

Zur Analyse der Freisetzungskinetik von synthetischer mRNA aus verschiedenen Hydrogelen 

wurden Alginat-, Chitosan- und Chitosan-Alginat Hybridhydrogele hergestellt, die alle eine 

anhaltende mRNA Freisetzung über 21 Tage zeigten. Die langsamste Freisetzung wurde in 

Chitosan-Hydrogelen (42%) und die schnellste Freisetzung in Alginat-Hydrogelen 

nachgewiesen (79%). Im Vergleich dazu führte die Verwendung des Chitosan-Alginat-

Hybridhydrogels zu einer schnelleren mRNA-Freisetzung als aus dem Chitosan-Hydrogel und 

zu einer langsameren Freisetzung als aus dem Alginat-Hydrogel. Dafür verantwortlich könnten 

Wechselwirkungen zwischen dem positiv geladenen Chitosan mit der negativ geladenen 

mRNA sein, die zu einer erhöhten Retention der mRNA in den Hydrogelen führen. Im 

Gegensatz dazu könnten aufgrund elektrostatischer Abstoßungskräfte zwischen dem negativ 

geladenen Alginat und der ebenfalls negativ geladenen synthetischen mRNA die Freisetzung 

aus den Alginat-Hydrogelen schneller erfolgen als aus Chitosan-Hydrogelen. Krebs et al. 

zeigten auch eine verzögerte Freisetzung von siRNA nach der Zugabe der positiv geladenen 

Polymere, Polyethylenimin (PEI) oder Chitosan zu Calcium-vernetzen Alginat-Hydrogelen.195 

In einer weiteren Studie wurde die Zugabe von Chitosan zu einem Alginat-Hydrogel 

untersucht, das ebenfalls zu einer langsameren Freisetzung von einem negativ geladenen 

Molekül (Sphingosin-1-Phosphat), im Vergleich zu Alginat-Hydrogele allein, führte.249 In einer 

Studie von Ma und Kollegen wurden siRNA-beladene Chitosan-Hydrogele subkutan in Mäuse 

injiziert und untersucht. Im Vergleich zur siRNA, die ohne Chitosan injiziert wurde und weniger 

als 1 Tag nachweisbar war, konnte die Cy5-markierte siRNA im Chitosan-Hydrogel für bis zu 

7 Tage detektiert werden.199 Die unterschiedliche Freisetzungskinetik der synthetischen 

mRNAs durch Verwendung unterschiedlicher Biomaterialien, zeigte, dass die Freisetzung der 

mRNA z. B. mit unterschiedlichen Ladungen moduliert werden kann.  

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die ins Chitosan-Alginat-Hydrogel inkorporierte hGLuc-

mRNA erfolgreich von HEK293-Zellen im Hydrogel aufgenommen werden kann und zur 

Herstellung von hGLuc über 21 Tage führte. Die schnelle Freisetzung und Aufnahme der 

hohen mRNA Menge nach dem ersten Inkubationstag könnte der Grund für die Produktion der 

höchsten hGLuc-Menge am zweiten Inkubationstag sein. Danach nahm die Produktion von 

hGLuc mit der Zeit ab. Dies könnte mit Abbauprozessen des Hydrogels zusammenhängen, 

sowie mit dem Abbau der komplexierten mRNA. Zusätzlich wurde gezeigt, dass die Erzeugung 

von mRNA-Transfektionskomplexen erforderlich ist, um die mRNA effizient in die Zellen zu 

transportieren und kontinuierlich das gewünschte Protein zu produzieren. Durch das 
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Verpacken mit Transfektionsreagenzien können die mRNA-Moleküle effizienter in die Zellen 

aufgenommen werden. Des Weiteren können die mRNA-Moleküle vor Nukleasen geschützt 

werden und dadurch kann die Stabilität verbessert werden.250 Messungen der Viabilität über 3 

Tage zeigten, dass der Einbau der synthetischen hGLuc mRNA in die Chitosan-Alginat 

Hybridhydrogele keinen negativen Einfluss auf die Zellen hat. 

Diese Studie bestätigt, dass Hydrogele mit synthetischen mRNAs beladen werden können und 

zu einer verlängerten Abgabe von mRNA-Transfektionskomplexen geeignet sind. Dies könnte 

für die lokale und kontinuierliche mRNA-Abgabe an Zellen für diverse Anwendungen von 

großem Nutzen sein, wie z. B. zur Produktion von Wachstums- oder Differenzierungsfaktoren 

für die Geweberegeneration. 
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5. AUSBLICK 

Während dieser Arbeit gelang es, den Grundstein für RNA-basierte Modifikationen von Zellen 

zu legen, die für therapeutische Applikationen in der regenerativen Medizin verwendet werden 

können. Es war möglich verschiedene synthetische mRNAs und eine srRNA herzustellen und 

damit Zellen so zu modifizieren, dass entweder ihr natürliches funktionelles Potenzial 

verbessert oder ihr zelluläres Schicksal verändert wurde. Die proangiogenen mRNAs, die für 

ANG-1, VEGF-A und SDF-1α kodieren, erhöhten das angiogenetische Potenzial von EPCs 

und iPSCs konnten mit srRNA effektiv und rückstandsfrei aus verschiedenen Ausgangszellen 

hergestellt und zu gewebespezifischen Zellen differenziert werden. Darüber hinaus wurde ein 

injizierbares mRNA-Hydrogel aus den natürlichen Komponenten Chitosan und Alginat 

entwickelt, das eine verzögerte Freisetzung von synthetischer mRNA gewährleistet. 

Bevor eine therapeutische Anwendung von mRNA bzw. srRNA modifizierten Zellen am 

Patienten stattfinden kann, muss die Sicherheit und Wirksamkeit dieser Zellen weiter in vivo 

untersucht werden. Dazu ist eine genaue Charakterisierung und Sortierung der gewünschten 

Zellen mithilfe von z. B. Oberflächenmolekülen mittels FACS nötig, um die Reinheit der 

Kardiomyozyten zu gewährleisten und somit negative Effekte nach einer Transplantation zu 

vermeiden. Weiterhin ist für Zelltherapien auch die Art der Applikation von Bedeutung, um 

einerseits die Zellen effektiv und schonend mit der RNA zu modifizieren und andererseits die 

modifizierten Zellen an den gewünschten Ort im Körper einzubringen. Daher spielt auch die 

Transfektionsmethode für das Überleben der Zellen eine große Rolle und somit auch für den 

Erfolg einer Zelltransplantation und sollte daher gründlich untersucht werden. Interessant sind 

dabei Methoden für einen schnellen Gentransfer, wie z. B. die Elektroporation von Zellen mit 

mRNA. Dabei können die Zellen direkt nach der Transfektion in ein Gewebe injiziert werden 

und somit kann die Überlebensfähigkeit und Integrationsfähigkeit der Zellen im Gewebe 

optimiert werden und zur verbesserten Geweberegeneration führen. Dies würde auch die 

zukünftige individualisierte Behandlung des Patienten beschleunigen und würde somit zur 

Einsparungen von Kosten, die zur weiteren in vitro Kultivierung der Zellen nötig sind, führen. 

Um die regenerative Wirksamkeit, sowie die Integrations- und Überlebensfähigkeit der mit 

mRNA modifizierten Zellen zu bestätigen, müssen diese in geeigneten In-vivo-Modellen, wie 

Ischämie- oder Infarkt-Modellen, untersucht werden.  

Die RNA-basierte Modifikation von Zellen stellt eine vielseitige Methode für therapeutische 

Anwendungen im Bereich der Regenerativen Medizin dar, da diese Zellen durch die mRNA 

vermittelte Expression von gewünschten Proteinen rückstandsfrei und transient verändert 

werden können. Darüber hinaus könnte dieses Verfahren für die Behandlung verschiedener 

Krankheiten individuell eingesetzt werden, indem der gewünschte Zelltyp mit einer oder 

mehreren mRNAs bzw. srRNA modifiziert wird, um die Produktion von therapeutischen 

Proteinen in vivo zu produzieren oder einen gewünschten Zelltyp zu generieren  
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7. ANHANG 

7.1. Abkürzungsverzeichnis 

Abkürzung Deutsch Englisch 

ADAR RNA-spezifische Adenosindeaminase RNA-specific adenosine deaminase 

ANG-1 Angiopoientin-1 angiopoientin-1 

ARCA Anti-Reverses Cap-Analogon anti-reverse cap analog 

BcM B18R konditioniertes Medium B18R conditioned Medium 

BMP2 knochenmorphogenetischen Protein 2 bone morphogenetic protein 2 

CAM Chorioallantoinmembran chorioallantoic membrane 

CLSM Konfokale Laser Scanning Mikroskopie confocal laser scanning microscopy 

CPCs Kardiale Vorläuferzellen cardiac progenitor cells 

DNA Desoxyribonukleinsäure desoxyribonucleic acid 

dsRNA Dopplesträngige RNA double stranded RNA 

cMyc zelluläres Myelocytomatose-Gen celluar myelocytosis gen 

EPCs endotheliale Progenitorzellen endothelial progenitor cells 

eGFP  Verbessertes grün fluoreszierendes 

Protein  

enhanced green fluorecent protein  

FGF Fibroblasten-Wachstumsfaktor fibroblast growth factor 

β-GP β-Glycerolphosphat β-glycerophosphat 

GMP Gute Herstellungspraxis good manufacturing practice 

hGluc Humanisierte Gaussia Luziferase humanized Gaussia luciferase 

hPL Humanes Plättchenlysat Human platelet lysate 

HPLC Hochleistungsflüssigkeits-

chromatographie  

high performance liquid chromatography 

IFN Interferon interferon 

IL Interleukin interleukin 

iPSCs Induziert pluripotente Stammzellen induced pluripotent stem cells 

IRES Internale Ribosomen Eintrittsstelle internal ribosom entry site 

IRF Interferon-regulatorischer Faktor Interferon-regulatory factor 

ISG IFN-stimuliertes Gen IFN-stimulated gen 

ISGF-3 IFN-stimulierter Genfaktor 3 IFN-stimulated gen factor 3 

IVT In vitro Transkription in vitro transcription 

JPCs Kieferperiostzellen jaw periostal cells 

Klf4 Krüppel-ähnlicher Faktor 4 Krüppel-like factor 4 

LPG2 Labor für Genetik und Physiologie 2 laboratory of genetics and physiology 2 

5-mCTP 5’-Methylcytidintriphosphat 5’-methylcytidine triphosphate 

MDA5 Melanoma-Differenzierungsantigen 5 melanoma differentiation-associated 

protein 5 

MSCs Mesenchymale Stamm-/ Stromazellen mesenchymal stem/ stroma cells 

mRNA Boten-RNA messenger RNA 

NF-κB Nuklear Faktor κB nuclear factor κB 

NLR NOD-ähnliche Rezeptoren NOD-like receptors 

NOD Nukleotid-bindende Domäne nucleotide-binding domain 

NuFF Vorhaut-Fibroblasten gewonnen von 

Neugeborenen 

newborn foreskin fibroblasts 

OAS Oligoadenylatsynthetase oligoadenylate synthetases 

Oct4 Oktamer-bindender Transkriptionsfaktor4 octamer-binding transcription factor 4 

PCR Polymerase Kettenreaktion polymerase chain reaction 

pDNA Plasmid DNA plasmid DNA 
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PKR dsRNA-abhängige Proteinkinase dsRNA-dependent protein kinase 

PRR Mustererkennungsrezeptoren pattern recognition receptors 

PSCs Pluripotenete Stammzellen pluripotent stem cells 

RECs Renale Epithelzellen renal epithelial cells 

RIG-I Retinsäure-induzierbares Gen I retinoic acid inducible gene I 

RLR RIG-I-ähnliche Rezeptor RIG-I-like receptor 

RNA Ribonukleinsäure ribonucleic acid 

SDF-1α Stromazellen-abgeleiteter Faktor 1 alpha stromal cell-derived factor 1 alpha 

Sox2 geschlechtsbestimmende Region  

Y-Box 2 

SRY(sex determing region Y)-Box 2 

srRNA selbst-replizierende RNA self-replicating RNA 

siRNA kleine eingreifende RNA small interfering RNA 

ssRNA Einzelsträngige RNA single stranded RNA 

STAT Signaltransduktor und Aktivator der 

Transkription 

signal transductor and activator of 

transcription 

TLR Toll-ähnlicher Rezeptor Toll-like receptor 

TNF-α Tumornekrosefaktor-α tumor necrosis factor-α 

UPR Ungefaltetes Protein-Antwort unfolded protein response 

Ψ-UTP Pseudo-Uridintriphosphat Pseudouridine-triphosphate 

UTR Untranslatierbare Bereiche  untranslated region 

VEE Venezolanische Pferdeenzephalomyelitis Venezuelan Equine Encephalitis 

VEGF Vaskulärer endothelialer 

Wachstumsfaktor 

vascular endothelial growth factor 

 

7.2. Eigenanteil der wissenschaftlichen Veröffentlichungen 

Publikation I: Incorporation of Synthetic mRNA in Injectable Chitosan-Alginate Hybrid 

Hydrogels for Local and Sustained Expression of Exogenous Proteins in Cells 

Heidrun Steinle: Schreiben des Manuskripts, Durchführung von Experimenten,  

 Auswertung und Evaluierung von Daten, Konzention und Design 

 der Studie  

Tudor-Mihai Ionescu:  Durchführung und Auswertung von Vorversuchen und  

 Experimenten 

Selina Schenk:  Durchführung von Vorversuchen und Experimenten 

Sonia Golombek:  mRNA Produktion, Korrekturlesen des Manuskripts 

Siliju John Kunnakattu:  Methodenethablierung von rheologische Experimenten,  

 Auswerten und Evaluieren von Daten 

Melek Tutku Özbek: Durchführung von rheologische Experimenten 

Christian Schlensak:  Korrekturlesen des Manuskripts 

Hans Peter Wendel:  Korrekturlesen des Manuskripts, Supervision der Studie 

Meltem Avci-Adali: Konzept, Design und Supervision der Studie, Daten Evaluierung, 

 Schreiben und Korrekturlesen des Manuskripts 
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Publikation II: Improving the Angiogenic Potential of EPCs via Engineering with 

Synthetic Modified mRNAs 

Heidrun Steinle: Schreiben des Manuskripts, Studien Konzept und Design,  

 Durchführung von Experimenten, Auswertung von Daten 

Sonia Golombek:  Unterstützung bei der mRNA Produktion und Analyse, 

 Korrekturlesen des Manuskripts 

Andreas Behring: Durchführung und Auswertung von Experimenten,  

 Korrekturlesen des Manuskripts 

Christian Schlensak:  Korrekturlesen des Manuskripts 

Hans Peter Wendel:  Evaluierung von Daten, Korrekturlesen des Manuskripts,  

 Supervision der Studie 

Meltem Avci-Adali: Konzeption, Design und Supervision der Studie, Daten Evaluierung, 

 Schreiben and Korrekturlesen des Manuskripts 

 

Publikation III: Generation of iPSCs by non-integrative RNA-based reprogramming 

techniques: Benefits of self-replicating RNA versus synthetic mRNA 

Heidrun Steinle: Methodenethablierung, Studien Design und Konzept,  

 Durchführung und Auswertung von Experimenten, Interpretation  

 von Daten, Schreiben des Manuskripts 

Marbod Weber:  Durchführung und Auswertung von Experimenten 

Andreas Begring: Methodenethablierung, Durchführung und Analyse von  

 Vorversuchen  

Ulrike Mau-Holzmann:  Supervision und Evaluierung von Karyogrammanalysen 

Christian Schlensak:  Korrekturlesen des Manuskripts 

Hans Peter Wendel:  Korrekturlesen des Manuskripts, Supervision der Studie 

Meltem Avci-Adali: Design und Supervision der Studie, Datenevaluation, 

 Manuskriptentwurf und -korrektur 

 

Publikation IV: Reprogramming of urine-derived renal epithelial cells into iPSCs using 

srRNA and consecutive differentiation into beating cardiomyocytes 

Heidrun Steinle*: Studien Design und Konzept, Methodenethablierung, Durchführung  

 und Auswertung von Experimenten, Auswertung und Evaluierung  

 von Daten, Schreiben des Manuskripts 

Marbod Weber*:  Durchführung und Auswertung von Experimenten, Schreiben des  

 Manuskripts, Auswertung und Evaluierung von Daten 

Sonia Golombek:  Korrekturlesen des Manuskripts 
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Andreas Begring: Methodenethablierung 

Ulrike Mau-Holzmann:  Supervision und Interpretation von Karyogrammanalysen,  

 Korrekturlesen des Manuskripts  

Christiane von Ohle: Supervision von CSLM Experimenten 

Christian Schlensak:  Korrekturlesen des Manuskripts 

Hans Peter Wendel:  Korrekturlesen des Manuskripts, Supervision der Studie 

Meltem Avci-Adali: Konzention und Supervision der Studie, Daten Evaluierung, 

 Korrekturlesen des Manuskripts 

*  gleichermaßen beigetragen 

 

Publikation V: Generation of iPSCs from jaw periosteal cells using self-replicating 

RNA 

Felix Umrath*: Methodenethablierung, Durchführung von Experimenten,  

 Auswertung und Evaluierung von Daten, Schreiben des 

 Manuskripts 

Heidrun Steinle*: Methodenethablierung, Durchführung von Experimenten,  

 Auswertung und Evaluierung von Daten, Schreiben des 

 Manuskripts 

Marbod Weber:  Durchführung von Experimenten, Auswertung und Evaluierung von 

Daten 

Hans Peter Wendel:  Korrekturlesen des Manuskripts, Supervision der Studie 

Siegmar Reinert: Korrekturlesen des Manuskripts, Supervision der Studie 

Dorothea Alexander: Konzeption und Supervision der Studie, Korrekturlesen des  

 Manuskripts 

Meltem Avci-Adali: Konzeption und Supervision der Studie, Korrekturlesen des 

 Manuskripts 

*  gleichermaßen beigetragen 
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