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Zusammenfassung 

Die Regenerative Medizin ist eines der vielversprechendsten Forschungsgebiete für 

die zukünftige Behandlung von Krankheiten, für die bisher noch keine oder nicht aus-

reichende Behandlungsmöglichkeiten zur Verfügung stehen. Ziel der regenerativen 

Medizin ist, einen durch Krankheit oder Gendefekt ausgelösten Funktionsverlust von 

einzelnen Zellen, Geweben oder ganzen Organen zu kompensieren oder gänzlich zu 

therapieren. Ein limitierender Faktor war hierbei der Mangel an patientenspezifischen 

Zellen, sowie die Nachbildung dreidimensionaler Gewebestrukturen, die eine erfolg-

reiche Integration der eingesetzten Implantate gewährleistet. Durch die Kombination 

verschiedener Fachgebiete, wie der Molekular- und Zellbiologie mit dem Tissue Engi-

neering und der Biomaterialforschung, konnten in den letzten Jahrzehnten jedoch 

enorme Fortschritte erzielt werden. Insbesondere die Entdeckung und die Forschung 

an mesenchymalen- und pluripotenten Stammzellen, sowie die Möglichkeit aus soma-

tischen Zellen iPSCs (Induced pluripotent stem cells) zu generieren, hat eine nahezu 

unerschöpfliche Quelle an patientenspezifischen Zellen hervorgebracht. Damit hiPSCs 

(human iPSCs) in einer klinischen Anwendung zum Einsatz kommen können, muss 

die Sicherheit der Zellen jedoch gewährleistet und eine Reaktivierung der Reprogram-

mierungsfaktoren nach der Implantation im Patienten ausgeschlossen werden.  

Im Rahmen dieser Arbeit, wurde eine nicht-integrative synthetische srRNA (Self repli-

cating RNA) verwendet, um RECs (Renal epithelial cells) zu hiPSCs zu reprogrammie-

ren. Die Behandlung mit B18R Protein ermöglichte eine gezielte Steuerung der zellu-

lären Typ-I-IFN (Interferon) Antwort und die erfolgreiche Reprogrammierung der Zel-

len. In den generierten hiPSCs konnten keine srRNA-Rückstände oder chromosomale 

Aberrationen festgestellt werden. Zudem wiesen sie typische Charakteristika pluripo-

tenter Stammzellen auf, wie unter anderem die Fähigkeit in Zellen der drei Keimbah-

nen Mesoderm, Endoderm und Ektoderm zu differenzieren. Neben in vitro Untersu-

chungen konnte dies in einem erstmals hierfür eingesetzten alternativen Tiermodell 

auf der CAM (Chorion-allantoic membran) von befruchteten Hühnereiern gezeigt wer-

den. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit, konnten die aus RECs generierten hiPSCs zu 

kontrahierenden Kardiomyozyten differenziert werden. Nach einer ausführlichen Cha-

rakterisierung der differenzierten Kardiomyozyten über spezifische Marker-Proteine 

und das Ansprechen auf die Kalziumkanal-Modulatoren Nifedipin und Isoproterenol, 

wurde die Applikation der Zellen für einen potenziellen Einsatz nach einem Myokardi-

nfarkt ex-vivo in Schweineherzen untersucht. Hierbei konnte gezeigt werden, dass 

eine neuartige wasserstrahlbasierte Zellapplikationsmethode zu einer verbesserten 



 

VII 
 

räumlichen Verteilung im Myokard, bei einem ausschließlich geringen Verlust an Via-

bilität der applizierten Zellen, im Vergleich zu einer Nadelinjektion führt. Des Weiteren 

konnte mittels wasserstrahlbasierter Applikationsmethode eine unterwünschte Vertei-

lung der Zellen in den Koronararterien deutlich reduziert werden. Dadurch könnte die 

Gefahr einer Stenose, die bei einer Injektion der Kardiomyozyten in die Herzkranzge-

fäße gegeben ist, gesenkt werden. 

Ein vielversprechendes Einsatzgebiet in der regenerativen Medizin von mesenchyma-

len Stammzellen ist die Regeneration von Knochen im Bereich der Mund-, Kiefer- und 

Gesichtschirurgie. Um die osteogene Regeneration zu unterstützen, werden diese Zel-

len in Kombination mit Biomaterialien eingesetzt. Teil dieser Arbeit war, aus dem Kie-

ferperiost isolierte mesenchymale Stammzellen, sogenannte JPCs (Jaw periosteal 

cells), auf einem β-TCP (β-Tri-Calcium-Phosphat)-Trägermaterial auszusäen und ihre 

osteogene Differenzierungskapazität zu analysieren. Zusätzlich sollte nach dem Kon-

takt mit Blut ein möglicher Einfluss der zellbesiedelten Konstrukte auf die Hämostase 

untersucht werden. Die Untersuchungen zeigten, dass PLGA (Polylactid-co-Glycolid)-

beschichtete und unbeschichtete β-TCP-Gerüste mit JPCs besiedelt und weiter in os-

teogene Zellen differenziert werden können. Die Inkubation dieser Konstrukte mit hu-

manem Vollblut zeigten eine Erhöhung des Gerinnungsmarkers TAT (Thrombin-Anti-

thrombin-III-Komplex) sowie eine Anhäufung von Fibrinfasern auf den mit JPC besie-

delten β-TCP-Gerüsten im Vergleich zu den Gerüsten ohne Zellen. Diese Studie 

zeigte, dass neben dem Biomaterial auch die darauf ausgesäten Zellen die Hämostase 

beeinflussen und somit die osteogene Regeneration beeinflussen können. 

Der Einsatz von patientenspezifischen mesenchymalen und pluripotenten Stammzel-

len eröffnet enorme Möglichkeiten im Bereich der regenerativen Medizin. So können 

mesenchymale und mittels srRNA generierte pluripotente Stammzellen zu autologen 

Gewebezellen differenziert werden und zur Zelltherapie oder Generierung 3-dimensi-

onaler Gewebekonstrukte eingesetzt werden. Dadurch kann zukünftig die Regenera-

tion von Geweben und eine Behandlung von bisher nicht oder nicht vollständig heilba-

ren Krankheiten ermöglicht werden. 
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Abstract 

Regenerative medicine is one of the most promising fields of research to treat diseases 

for which no or insufficient options of therapy are currently available. The aim of regen-

erative medicine is to compensate or completely heal loss of function of individual cells, 

tissues or entire organs caused by diseases or genetic defects. A limiting factor has 

been the lack of patient-specific cell material, as well as the generation of three-dimen-

sional tissue structures for a successful tissue integration. However, by combining dif-

ferent disciplines, such as molecular and cellular biology with tissue engineering and 

biomaterial research, enormous progress has been made in the last decades. In par-

ticular, the discovery and research on mesenchymal and pluripotent stem cells, as well 

as the possibility to generate iPSCs from somatic cells, has revealed an almost inex-

haustible source of patient-specific cells. However, for clinical application, the safety of 

hiPSCs must be ensured and reactivation of the reprogramming factors after implan-

tation in the patient must be excluded.  

Therefore, in this work, a srRNA was used to reprogram RECs into hiPSCs. By target-

ing the cellular type-I-IFN immune response using B18R protein, selective srRNA deg-

radation was achieved after reprogramming. No srRNA residues or chromosomal ab-

errations were detected in the hiPSCs generated with this method. Moreover, the cells 

exhibited typical characteristics of pluripotent stem cells, such as the ability to differen-

tiate into cells of the three germlines mesoderm, endoderm, and ectoderm. In addition 

to in vitro studies, this could be confirmed in an alternative animal model on the CAM 

of fertilized chicken eggs.  

In addition, RECs based hiPSCs could be differentiated into contracting cardiomyo-

cytes. After a detailed characterization of the differentiated cardiomyocytes by analyz-

ing specific marker proteins and the response to the calcium channel modulators nife-

dipine and isoproterenol, the application of the cells was investigated ex-vivo in porcine 

hearts to investigate the use after myocardial infarction. It was shown that a novel 

waterjet-based cell application method leads to an improved spatial distribution in the 

myocardium with only a small loss of viability of the applied cells compared to a 23 G 

needle. In addition, the waterjet-based delivery method was shown to be a blood ves-

sel gentle method. The risk of a further stenosis could be significantly reduced when 

cardiomyocytes did not enter the coronary vessels. 

A promising field of application in regenerative medicine of mesenchymal stem cells is 

the regeneration of bone in the field of oral and maxillofacial surgery. To support oste-

ogenic regeneration, biomaterials are often used in this application. Part of this work 
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was to seed JPCs on a β-TCP biomaterial and to analyze their osteogenic differentia-

tion capacity. Additionally, after contact with blood, a possible influence of the cell-

seeded constructs on hemostasis should be investigated. The studies showed that 

JPCs could be seeded on PLGA-coated and uncoated β-TCP scaffolds and further 

differentiated into osteogenic cells. Incubation with human whole blood showed no sig-

nificant increase in most hemocompatibility markers analyzed (β-TG, Sc5B-9, PMN-

elastase). However, an increase in TAT complexes and an accumulation of fibrin fibers 

were observed on the JPC-seeded β-TCP scaffolds compared with native scaffolds. 

Thus, this study suggests that in addition to the biomaterial, the cells seeded on the 

scaffold may also affect hemostasis and could influence osteogenic regeneration. 

The use of mesenchymal and pluripotent stem cells opens enormous possibilities in 

the field of regenerative medicine. Mesenchymal and srRNA-generated pluripotent 

stem cells can be differentiated into autologous tissue cells and used for cell therapy 

or generation of 3-dimensional tissue constructs. Thus, enabling the future regenera-

tion of tissues and treatment of previously incurable or incompletely curable diseases. 
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1 Einleitung 

1.1 Regenerative Medizin 

Die Geweberegeneration ist eine fundamentale Eigenschaft aller Lebewesen und kann 

als Fähigkeit bezeichnet werden, tote Zellen durch neu gebildete zu ersetzen, ohne 

dabei die ursprüngliche Zellzusammensetzung, Architektur und Funktion des Gewe-

bes zu verändern. Die früheste bekannte Quelle, die sich mit der Geweberegeneration 

befasste, stammt aus der antiken griechischen Mythologie. Hierbei wurde überliefert, 

dass sich der Kopf der Hydra, ein mehrköpfiges Ungeheuer, nach Abtrennung an der-

selben Stelle erneut bildete. Herkules besiegte die Hydra schließlich, indem er ihren 

Hals verbrannte, bevor sich ein neuer Kopf ausbildete. Ein ähnliches regeneratives 

Potential wurde in einer Veröffentlichung von Spallazani 1769 bei der erstmaligen aus-

führlichen Beschreibung der Regeneration von Salamander Gliedmaßen festgehalten 

[1]. Wird beispielsweise durch Amputation bei einem zu den Schwanzlurchen gehö-

renden Axolotl ein Bein abgetrennt, kommt es, je nach alter des Tieres, über einen 

Zeitraum mehreren Wochen oder einiger Monate zu einer vollständigen Regeneration 

eines funktionsfähigen Beines [2]. Die postnatale Regenerationskapazität von Säuge-

tieren unterscheidet sich jedoch grundlegend von der der Salamander [3]. Es wird ver-

mutet, dass in Säugetieren die Fähigkeit der narbenlosen Regeneration möglicher-

weise zugunsten der Strategie aufgegeben wurde, mit einer größeren Bandbreite von 

Krankheitserregern umgehen zu können [4, 5].  

Die moderne Regenerative Medizin ist ein multidisziplinäres Forschungsgebiet der Bi-

omedizin und verbindet die Fachgebiete der Molekular- und Zellbiologie mit denen der 

Gewebezüchtung / des Tissue Engineerings und der Biomaterialforschung [6]. Ziel ist 

die Wiederherstellung von Zellen, Geweben oder ganzen Organen, deren Funktion 

durch angeborene und erworbene Erkrankungen, Traumata oder natürliche Alterungs-

prozesse eingeschränkt wurden oder diese gänzlich verloren haben. Dabei beschäftigt 

sich die Regenerative Medizin sowohl mit dem biologischen Ersatz [7] als auch mit der 

Anregung körpereigener Regenerations- und Reparaturprozesse [8]. Durch die Mög-

lichkeit von Genom- und Transkriptomanalysen sowie der Stammzellforschung hat 

sich das Wissen zu den der Geweberegeneration zugrunde liegenden molekularen 

Mechanismen in den letzten drei Dekaden vervielfacht [9]. Dadurch hat sich die Rege-
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nerative Medizin zu einem der vielversprechendsten Therapieansätze für Erkrankun-

gen entwickelt, für die bisher nur unzureichende Behandlungs- bzw. Therapiemöglich-

keiten zur Verfügung standen. 

Der Funktionsverlust ganzer Organe als Folge verschiedenster Erkrankungen ist nach 

wie vor eine der häufigsten Todesursachen in jeglichen Altersgruppen. Durch mecha-

nischen Ersatz, wie beispielsweise durch Dialysegeräte, chirurgische Rekonstruktion 

oder Organtransplantation, konnten im vergangenen Jahrhundert unzählige Leben ge-

rettet werden. Dennoch bleiben diese Therapien unvollkommene oder nur temporäre 

Lösungen. Therapien mit mechanischen Vorrichtungen oder chirurgische Rekonstruk-

tionen stehen häufig nur für spezifische Krankheitsbilder zur Verfügung und können 

meist nicht die gesamte Funktion eines Organs ersetzen oder können zu Folgeerkran-

kungen führen [10]. Ebenso ist die Transplantation von Organen durch einen perma-

nenten Spendermangel stark eingeschränkt. Selbst Patienten, die eine Organtrans-

plantation erhalten, müssen mit immunologischen Abstoßungsreaktionen rechnen und 

sind lebenslang auf die Einnahme von immunsuppressiven Medikamenten angewie-

sen. Anders als die Organtransplantation, strebt die Regenerative Medizin eine frühere 

Intervention an. Durch die Applikation von Stamm- oder Progenitorzellen, die in vitro 

oder in vivo zu der gewünschten Zellart differenzieren, der Stimulation endogener Re-

paraturmechanismen durch den Einsatz bioaktiver Materialien und das Freisetzen von 

Wachstumsfaktoren, oder durch Transplantation von biotechnologisch hergestellten 

Gewebestücken kann  die Regeneration von erkranktem oder geschädigtem Gewebe  

eingeleitet werden, bevor es zum Organversagen kommt [11].  

1.1.1 Tissue Engineering 

Die Generierung dreidimensionaler funktioneller Gewebekonstrukte wird als „Tissue 

Engineering“ bezeichnet und setzt sich aus drei grundlegenden Komponenten zusam-

men [12]: 1. Gewebetypspezifische Zellen, die die benötigte Funktion erfüllen können; 

2. Biomoleküle, die den Zellen gewebespezifische Signale vermitteln und gegebenen-

falls eine weitere Differenzierung zur Zielzelle ermöglichen und 3. ein strukturelles Ge-

rüst, das sowohl biologische als auch mechanische Funktionen der jeweiligen extra-

zellulären Matrix des Gewebes nachahmen kann [12, 13]. Dies erlaubt eine zielgerich-

tete und lokale Applikation der Zellen und stellt sicher, dass die vordefinierte dreidi-

mensionale Struktur bis zur Integration in das Zielgewebe erhalten bleibt [14]. Für die 

Kultivierung der Gewebekonstrukte kommen meist Bioreaktoren zum Einsatz, die in 
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der Lage sind, mechanische Kräfte (Scherspannung, Dehnung und Kompression so-

wie Druckbelastungen) gewebespezifisch in vitro nachzuahmen und eine Kultivierung 

unter möglichst physiologischen Bedingungen ermöglichen [15].  

Die im Tissue Engineering häufig eingesetzten Biomaterialien lassen sich in natürliche 

Materialien (Alginat, Kollagen), dezellularisierte Extrazellulärmatrices (Herzklappen, 

Blutgefäße), synthetische Polymere (PLGA, PCL (Polycaprolacton)) oder Keramiken 

(Hydroxylapatit, Calcium-Phosphat) einteilen [14, 16]. Mit verschiedenen Herstellungs- 

und Verarbeitungstechniken, wie Elektrospinning, Phasentrennung, Gefriertrocknung 

oder Selbstorganisation von Polymeren (z.B. in Hydrogelen), können einerseits die 

Architektur der extrazellulären Matrix des jeweiligen Gewebes auf Nanoebene nach-

geahmt und andererseits biologische und mechanische Eigenschaften imitiert werden 

[17]. Darüber hinaus können die Oberflächen der Trägermatrices, auch als Scaffolds 

bezeichnet, modifiziert (z. B. Plasmabestrahlung) werden und mit funktionellen Grup-

pen (z. B. Arg-Gly-Asp-Peptid) und bioaktiven Faktoren (z.B. Wachstumsfaktoren) be-

schichtet werden. Dadurch können Adhäsion, Proliferation und Migration der Zellen 

ermöglicht oder gesteigert und somit die Integration des dreidimensionalen Gewebe-

gerüsts ins umliegende Gewebe ermöglicht bzw. signifikant verbessert werden [14, 

17]. Für den Einsatz im Menschen, sollte das ideale Biomaterial jedoch biologisch ab-

baubar und bioresorbierbar sein und keine Immunreaktionen auslösen. Abbaupro-

dukte der Biomaterialien sollten über Stoffwechselwege ausgeschieden werden kön-

nen, um die physiologischen Bedingungen im Gewebe aufrechtzuerhalten. Inkompa-

tible Materialien, die durch Abbauprodukte Entzündungen oder Fremdkörperreaktio-

nen hervorrufen, können zu Nekrosen oder Abstoßungsreaktionen führen [14]. 

Als funktionelle Einheit kommen beim Tissue Engineering humane Zellen zum Einsatz. 

Um die Hürden der Organtransplantationen durch Abstoßungsreaktionen und die da-

mit verbundene Einnahme von Immunsuppressiva zu vermeiden, wird in der Regel auf 

patienteneigene (autologe) Zellen zurückgegriffen. Hierfür stehen neben bereits aus-

differenzierten Zellen und Progenitorzellen adulte und pluripotente Stammzellen zur 

Verfügung. Auf Grund der limitierten Verfügbarkeit von autologen gewebespezifischen 

Zellen sind insbesondere Stammzellen für die Regenerative Medizin von großem Inte-

resse. 
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1.2 Stammzellen  

Grundsätzlich werden drei Arten von Stammzellen unterschieden. Alle drei teilen die 

wichtige Eigenschaft der Selbsterneuerung sowie die Fähigkeit zur weiteren Differen-

zierung in verschiedene Zellarten. Eine hierarchische Unterteilung findet nach dem 

Fortschritt ihrer Spezialisierung in totipotente, pluripotente oder multipotente bzw. 

adulte Stammzellen statt (Abbildung 1) [18].  

 

 

Abbildung 1: Embryogenese und hierarchische Einteilung von Stammzellen  
Schematische Darstellung der Embryogenese. Mit zunehmender Spezialisierung geht die Differenzie-
rungsfähigkeit der Stammzellen verloren. Ausgehend von einer befruchteten Eizelle kommt es über 
Teilung und Verdichtung der Zellen zur Ausbildung einer Blastozyste, womit die totipotente Eigenschaft 
verloren geht. Die pluripotenten Zellen bilden den Primitivstreifen und können sich in die Meso-, Endo- 
und Ektoderme Keimbahn differenzieren. Mit der weiteren Spezialisierung in der post-embryonalen 
Phase, bis hin zur Geburt, werden die Stammzellen multipotent und können sich ausschließlich in Zellen 
einer bestimmten Keimbahn differenzieren. Multipotente Stammzellen sind auch in ausgewachsenen 
Individuen zu finden und sind maßgeblich an der physiologischen Geweberegeneration beteiligt.  

Totipotente Stammzellen sind die am wenigsten entwickelten Stammzellen. In dem 

Zeitraum nach der Befruchtung der Eizelle bis zum Stadium von vier bis acht Zelltei-

lungen besitzen sie die Fähigkeit sich zu einem vollständigen Embryo zu entwickeln 

und das extra-embryonale Gewebe zu bilden [19]. Anschließend durchlaufen die Zel-

len weitere Teilungen bis zum Erreichen des Blastozystenstadiums, in dem sie eine 

pluripotente Identität annehmen und ab diesem Zeitpunkt ausschließlich in die drei 

embryonalen Keimbahnen (Mesoderm, Endoderm und Ektoderm) differenzieren kön-

nen. Mit weiteren Teilungen und dem Eintritt in die postembryonale Phase steigt der 

Grad der Spezialisierung, was mit dem Verlust der Pluripotenz einhergeht. Die Diffe-
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renzierungsfähigkeit dieser multipotenten Stammzellen ist auf Zellarten einer bestimm-

ten Keimbahn bzw. einer Gewebeart beschränkt. Da diese Stammzellen auch in aus-

gewachsenen Individuen zu finden sind, spricht man hierbei auch von „adulten Stamm-

zellen“ [19].  

1.2.1 Multipotente / Adulte Stammzellen 

Adulte multipotente Stammzellen befinden sich in einem metabolisch ruhenden Zu-

stand in fast allen spezialisierten Körpergeweben und sind aktiv an der Geweberege-

neration nach Verletzungen aber auch bei der physiologischen Erneuerung von Zellen 

beteiligt. Auf Grund ihres Vorkommens in jedem Individuum und der Möglichkeit eines 

autologen Einsatzes, werden adulte Stammzellen häufig als Goldstandard bei stamm-

zellbasierten Therapien bezeichnet [20, 21]. Eine weitere Unterteilung der multipoten-

ten Stammzellen kann je nach ihrem Gewebevorkommen und ihrer Spezialisierung 

beispielsweise in hämatopoetische, mesenchymale, Nerven- und Hautstammzellen 

stattfinden [18].  

Mesenchymale Stammzellen 

MSCs (Mesenchymal stem cells) wurden erstmals 1966 von Friedenstein et al. aus 

dem Knochenmark isoliert und im Verlauf der Forschungsarbeit als Fibroblasten-ähn-

liche koloniebildende Zellen mit Differenzierungspotential zu Osteoblasten, Chondro-

zyten und Adipozyten beschrieben [22-24]. Bis heute konnten mesenchymale Stamm-

zellen aus zahlreichen anderen Geweben, wie Skelettmuskelgewebe [25], Fettgewebe 

[26], Synovialmembranen [27], Kieferperiost [28], Nabelschnur [29] und Nabel-

schnurblut [30], Lungengewebe [31], Lebergewebe [26] und aus Hautgewebe [25] iso-

liert werden. Zusätzlich zum osteogenen, chondrogenen und adipogenen Differenzie-

rungspotential, konnte eine Differenzierung der MSCs zu Tenozyten [32], Skeletmus-

kelzellen [33] und Fibroblasten [34], sowie in vitro, eine Transdifferenzierung zu nicht-

mesodermen Zellen wie Neuronen-ähnlichen Zellen [35], Hepatozyten [36] und pan-

kreatische Inselzellen [37] nachgewiesen werden.  

Das therapeutische Potential dieser Zellen beruht, neben der Eigenschaft sich in ver-

schiedene Zellarten zu differenzieren, auf der Fähigkeit, chemotaktisch an den Ort von 

Verletzung zu wandern [38] und mit der Sezernierung parakriner Faktoren [39] und der 

Modulation der Immunantwort [40] das Überleben und die Proliferation von umliegen-

den Gewebezellen positiv zu beeinflussen. Diese regenerativen und protektiven Ei-
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genschaften sowie das natürliche Vorkommen in vielen Geweben führten zu den An-

sätzen, hMSCs (human MSCs) für die Behandlung von diversen Krankheiten, wie Di-

abetes, neurologische- und Autoimmunerkrankungen, Leber-, Nieren- und Lungener-

krankungen, verschiedener inflammatorische, neurologische und kardiovaskuläre Er-

krankungen sowie für die Regeneration von Knochen und Knorpelgewebe einzusetzen 

[41]. 

1.2.2 Pluripotente Stammzellen 

Im Gegensatz zu adulten Stammzellen, die einer gewissen Seneszenz unterliegen und 

somit ein limitiertes Proliferations- und Differenzierungspotential aufweisen [42], besit-

zen pluripotente Stammzellen die Fähigkeiten der Selbsterneuerung und die Potenz, 

in nahezu alle Zelltypen der drei Keimbahnen (Mesoderm, Endoderm und Ektoderm) 

zu differenzieren [43]. Lediglich die Differenzierung in Keimzellen und somit die Fähig-

keit zur Bildung eines neuen Individuums bleibt ihnen verwehrt. Diese Eigenschaften 

ermöglichen eine unbegrenzte Kultivierung und die Generierung gewebespezifischer 

Zellen für verschiedene medizinische Anwendungen.  

Embryonale Stammzellen 

ESCs (Embryonic stem cells) werden nach den ersten acht Zellteilungen der fötalen 

Entwicklung aus der inneren Zellmasse von Blastozysten extrahiert (Abbildung 1). Die 

anschließende Kultivierung unter genau definierten Bedingungen, ermöglicht den 

Stammzellen, sich unbegrenzt zu teilen, ohne dabei in andere Zellen auszudifferen-

zieren. Trotz zahlreicher Einsatzmöglichkeiten, die vor allem hESCs (human ESCs) für 

die Forschung und Medizin eröffnen, gibt es eine Reihe von technischen und ethischen 

Problemen, die die Verwendung von hESC einschränken [44]. Da die Isolation von 

hESCs aus der Blastozyste mit der Zerstörung des Embryos einhergeht („verbrau-

chende Embryonenforschung“), wirft dies ethische Bedenken auf [45]. In Deutschland 

wird insbesondere die Frage diskutiert, ab wann der Embryo als menschliches Wesen 

gilt und somit unter dem Würdeschutz des Grundgesetzes steht [46]. Internationale 

rechtliche Regelungen, welche Großteiles auf der Beurteilung dieser ethischen Beden-

ken beruhen, variieren und schränken die Verwendung von hESCs für Forschung und 

Medizin in den jeweiligen Ländern  unterschiedlich stark ein [47]. Zusätzlich zur ethi-

schen Problematik und der allgemeinen Gefahr der Teratombildung durch undifferen-

zierte pluripotente Stammzellen im Patienten, handelt es sich bei hESCs um eine sel-
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tene und ausschließlich allogen verfügbare Zellart. Immunreaktionen mit einem aus-

geprägten Risiko der Abstoßung sowie die schlechte Verfügbarkeit von embryonalem 

Gewebe beschränken klinische Anwendungen. Um diese Problematik zu umgehen, 

arbeitet die Stammzellforschung an alternativen Möglichkeiten. Seit einigen Jahren ist 

beispielsweise die Umwandlung vollständig differenzierter adulter somatischer Zellen 

in PSCs möglich. 

Induzierte Pluripotente Stammzellen 

Das Konzept der Generierung von PSCs durch eine gezielte Umwandlung (=Repro-

grammierung) von somatischen Zellen wurde bereits 1958 von Gordon nach dem er-

folgreichen Zellkerntransfer einer Darmzelle einer Xenopus-Kaulquappe in ein enukle-

iertes Froschei entdeckt [48]. Die Annahme, dass das Zytoplasma des Froscheis Fak-

toren enthält, die das Genom der differenzierten Zelle in einen totipotenten Embryo im 

Ein-Zell-Stadium umprogrammiert, wurde von Shinya Yamanaka aufgegriffen und 

2006 mit der gezielten Einbringung der vier Transkriptionsfaktoren (Abbildung 2) Oct4 

(octamer-binding transcription factor 4), Klf4 (Krüppel-like factor), Sox2 (sex determi-

ning region Y-box 2) und c-Myc in den Zellkern, erstmals ohne Zellkerntransfer, iPSCs 

aus murinen und wenig später aus humanen Fibroblasten generiert [49, 50]. Im Ver-

gleich zu hESCs und dem somatischen Zellkern Transfer ist die Generierung von 

hiPSCs aus patienteneigenen Zellen ethisch unbedenklich und ermöglicht die autologe 

Generierung von nahezu allen Zellarten (ausgenommen Keimzellen) in vitro, welche 

anschließend zum Erforschen von Krankheiten, neuen Medikamenten und deren 

Wechselwirkungen oder als Quelle für den Gewebeersatz in der regenerativen Medizin 

eingesetzt werden können. Aktuell sind 57 klinische Studien gemeldet (in Planung, 

Patientenrekrutierung und Abgeschlossen), die eine Behandlung von diversen Krank-

heitsbildern mit hiPSCs anstreben (Stand Jan. 2022; https://www.clinicaltrials.gov).  

https://www.clinicaltrials.gov/
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Abbildung 2: Reprogrammierung somatischer Zellen zu hiPSCs und anschließende Differenzie-
rung zu gewebespezifischen Zellen 
Schematische Darstellung der Reprogrammierung von humanen somatischen Zellen. Anders als bei 
ESCs geht die Gewinnung von hiPSCs von adulten Zellen aus (vgl.: Abbildung 1). Gängige somatische 
Zellarten sind hierbei Fibroblasten, oder RECs, welche über Hautbiopsien, Blutentnahme oder Urinpro-
ben entnommen, isoliert und gegebenenfalls in vitro expandiert werden. Durch das Einschleusen oder 
die erzwungene Expression von Reprogrammierungsfaktoren (z.B. Klf4, Oct4, Sox2, c-Myc) können 
hiPSCs generiert werden, welche anschließend wieder zu gewebetypischen Zellen differenziert werden 
können und somit für die Regenerative Medizin, die Erforschung von Krankheiten oder pharmakologi-
sche Untersuchungen bereitstehen. 

1.3 Generierung von iPSCs 

Die Reprogrammierung von somatischen Zellen basiert auf der gezielten Aktivierung 

von Genen durch Transkriptionsfaktoren, welche für die Aufrechterhaltung der Pluri-

potenz im embryonalen Stadium zuständig sind. Als zentrale Pluripotenzfaktoren wer-

den neben Oct4, meist Sox2 und Nanog aufgeführt, da diese sowohl in murinen als 

auch humanen ESCs am stärksten exprimiert werden [51, 52] und nachweislich zur 

Generierung von iPSCs eingesetzt werden können [53]. Trotz der zentralen Bedeutung 

für die Aufrechterhaltung der Pluripotenz, hat sich gezeigt, dass der Transkriptionsfak-

tor Nanog für die Induktion der Pluripotenz von murinen und humanen somatischen 

Zellen durch die Faktoren Klf4 und c-Myc ersetzt werden kann [49, 50]. Eine weiter-

führende Studie legt jedoch nahe, dass Klf4 dies über eine Regulation von Nanog er-

reicht [54]. Zusätzlich zu den Transkriptionsfaktoren ist mittlerweile bekannt, dass auch 

epigenetische Faktoren wie die kovalente Modifikation von Histonen, die Methylierung 

und Acetylierung von DNA (Desoxyribonukleinsäuren) sowie nicht-kodierende RNAs 

(Ribonucleinsäuren) eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Pluripotenz von 

Stammzellen besitzen [55, 56] und während der Reprogrammierung zumindest teil-

weise an die Modifikationen von ESCs angepasst werden [57]. Trotz dieser Erkenntnis 



Einleitung 

9 
 

sind über die genauen Abläufe des Reprogrammierungsprozesses noch wenig detail-

liertere Forschungsergebnisse verfügbar. Dies liegt maßgeblich an der sehr geringen 

Reprogrammierungseffizienz von meist deutlich unter 1%, was eine Transkriptom- und 

Proteomanalyse zu definierten Zeitpunkten deutlich erschwert.  

Nach der erfolgreichen Generierung von iPSCs ist eine detaillierte Charakterisierung 

der Zellen notwendig. Neben dem Ausschluss genomischer Aberrationen und der Ex-

pression von Proteinen, die mit Stammzelleigenschaften assoziiert sind, ist die Bestä-

tigung der Pluripotenz erforderlich. Der Nachweis der Pluripotenz findet weitestgehend 

in immundefizienten Mäusen durch die Injektion und der anschließenden Bildung eines 

Teratoms statt. Durch das Abhandensein von Abstoßungsreaktionen führt die subku-

tane oder intramuskuläre Injektion von iPSCs zu einer spontanen Differenzierung und 

der damit verbundenen Bildung eines Teratoms, welches nach der Explantation und 

Sektion auf Zellenarten der drei verschiedenen Keimbahnen untersucht werden kann 

[58].  

1.3.1 Somatische Zellquellen 

Nach der erstmaligen Generierung aus humanen Fibroblasten, konnte die erfolgreiche 

Generierung von iPSCs bereits aus vielen verschiedenen somatischen Zellquellen wie 

PBMCs (Peripheral blood mononuclear cells) [59], Keratinozyten aus Haarwurzeln [60] 

und RECs (Renal epithelial cells) aus dem Urin [61] dokumentiert werden. Im Vergleich 

zu Fibroblasten, für deren Isolation eine Hautbiopsie und somit ein invasiver Eingriff 

benötigt wird, stellt die Isolation von RECs einen einfachen und Pateientenfreundlichen 

Ansatz dar. Aufgrund der physiologischen Selbsterneuerung des Epithelgewebes im 

Harntrakt werden täglich ca. 2.000 bis 7.000 Epithelzellen des proximalen Nierentubu-

lus abgelöst und mit dem Urin ausgeschieden [62]. Die Isolation von RECs aus Urin 

ist somit eine einfache und nicht-invasive Strategie zur Gewinnung patienteneigener 

somatischer Zellen.  

1.3.2 Reprogrammierungsmethoden 

Grundsätzlich können für die Induktion der Pluripotenz in somatischen Zellen integrie-

rende und nicht-integrierende Reprogrammierungsmethoden eingesetzt werden. Bei 

der Generierung von iPSCs mittels Genom-integrierenden viralen Vektoren (z.B. Ret-

roviren) werden die gewünschten Transgene, die für die Reprogrammierungsfaktoren 

kodieren, mit Hilfe der Viren in die Zielzelle geschleust und zufällig ins Genom inte-

griert. Neben einer erhöhten Immunogenität der integrierenden Vektoren [63], kann die 
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permanente Präsenz im Genom auch nach der erfolgreichen Reprogrammierung zu 

einer Reaktivierung der Transkriptionsfaktoren und somit zu einer Änderung der Gen-

expression oder der DNA-Methylierung führen [64]. Insbesondere bei der Verwendung 

des Proto-Onkogens c-Myc als Verstärker der Pluripotenzfaktoren, wurde hierdurch 

eine deutlich gesteigerte Tumorentstehung in Mäusen beobachtet [65, 66]. Eine ge-

zielte Exzision der viralen Vektorsequenzen nach der Reprogrammierung kann durch 

die Erweiterung der Vektorsequenz, wie beispielsweise durch einen für das Cre-Lox 

oder PiggyBac System kodierenden Bereich, erreicht werden [67]. Die Bedenken einer 

Reaktivierung der Transkriptionsfaktoren bei einer nicht erfolgreichen Deletion der vi-

ralen Vektorsequenz bleiben jedoch bestehen. Mittlerweile sind eine Reihe von nicht-

integrierenden Reprogrammierungsmethoden, wie Sendai- [68] und Adenoviren [69], 

Proteinen [70], pDNA (Plasmid DNA) [71], niedermolekulare Verbindungen [72] oder 

die Verwendung von synthetischer mRNA (Messenger RNA) [73] etabliert und haben 

die Bedenken hinsichtlich einer genomischen Integration reduziert. 

RNA basierte Reprogrammierung 

In den letzten Jahren hat vor allem die Verwendung von synthetischer mRNA als eine 

vielversprechende Alternative zu integrierenden und nicht-integrierenden Methode an 

Bedeutung gewonnen [74]. mRNAs, die beispielsweise für die OKSM Reprogrammie-

rungsfaktoren (Oct4, Klf4, Sox2 und c-Myc) und Lin28 kodieren, können mittels in IVT 

(In vitro transcription) synthetisiert und durch die Transfektion mittels Lipid-basierter 

Vehikel zur Induktion der Pluripotenz von somatischen Zellen eingesetzt werden [73, 

75]. Die Ergänzung einer mRNA, die für ein fluoreszierendes Reporterprotein kodiert, 

kann eine fluoreszenzmikroskopisch Beurteilung der Transfektionseffizienz ermögli-

chen [75].  

Der größte Vorteil von mRNA ist, dass sie im Zytoplasma verbleibt und auf Grund ihrer 

Unterschiede im molekularen Aufbau zu DNA nicht ins Genom integriert werden kann. 

Die Gefahr einer Integrationsmutagenese kann somit ausgeschlossen werden. Ein 

weiterer Vorteil besteht in den transienten Eigenschaften der mRNA. Durch natürliche 

Abbauprozesse werden die mRNA Moleküle nach etwa 2-3 Tagen degradiert [73, 76]. 

Eine Reaktivierung der Reprogrammierungsfaktoren zu einem späteren Zeitpunkt ist 

somit ausgeschlossen. Ein Vorteil gegenüber pDNA ist, dass das Umschreiben der 

DNA in mRNA, bereits während der IVT durchgeführt wurde. Die Translation der 
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mRNA in das jeweilige Protein kann somit direkt nach dem Einbringen durch die zell-

eigenen Ribosomen im Zytoplasma stattfinden. Im Vergleich dazu muss pDNA zu-

nächst im Zellkern transkribiert werden. Da die intakte Zellkernmembran jedoch nicht 

überwunden werden kann, kann pDNA nur in Zellen translatiert werden, die zum Zeit-

punkt der Exposition eine Mitose durchlaufen und die Kernmembran nicht vorhanden 

ist [77]. Zusätzlich wird die Transfektionsrate der Zielzellen durch die Größe der pDNA 

beeinträchtig [78]. Neben einer verzögerten Proteinexpression ist somit auch die Ex-

pressionseffizienz gegenüber einer mRNA basierten Transfektion deutlich geringer 

[79, 80]. Durch die transienten Eigenschaften der mRNA kann die kontinuierliche Ex-

pression der Proteine über den gesamten Reprogrammierungsprozess von etwa zwei 

Wochen nur durch eine tägliche Transfektion der Zellen mit dem gesamten mRNA 

Cocktail erreicht werden [73]. Dies verstärkt die Aktivierung des angeborenen Immun-

system, was zu erhöhtem zellulärem Stress, dem Abbau der RNA und zum Zelltod 

führen kann [81, 82]. Die Reduktion der Immunogenität der mRNA ist somit zwingend 

notwendig und kann mit dem Einbau von modifizierten RNA Nukleotiden, während der 

IVT erreicht werden [83]. Zusätzlich besteht die Möglichkeit, mit der Zugabe eines Typ 

I-IFN-Inhibitors in Form einer weiteren mRNA oder direkt als Protein, die Immunreak-

tionen zu inhibieren [84, 85]. Die gewonnene Sicherheit und Effizienz der mRNA ba-

sierten Reprogrammierung, geht jedoch mit erhöhten Kosten und erhöhtem Zeit- und 

Arbeitsaufwand einher. Um diese Aspekte zu umgehen, wurden die Vorteile viraler 

Vektoren mit denen der mRNA in sogenannten srRNAs vereint. 

srRNA basierte Reprogrammierung  

Die Verwendung einer srRNA für die Generierung von iPSCs wurde erstmals von Yos-

hioka et al. im Jahr 2013 veröffentlicht [86]. Ziel dieser Studie war die Entwicklung 

einer einzelnen RNA, die in der Lage ist, sich für eine begrenzte Anzahl von Zellteilun-

gen selbst zu replizieren und dadurch die Anzahl der Transfektionen zu reduzieren. 

Mit mindestens vier ORFs (Open reading frame) sollte die Integration der Sequenzen 

und die konsistente Expression der Reprogrammierungsfaktoren (Oct4, Klf4, Sox2 und 

c-Myc) über mehrere Zellteilungen hinweg ermöglicht werden und dennoch ein kon-

trollierter Abbau der srRNA nach dem Reprogrammierungsprozess möglich sein. Als 

Ausgangskonstrukt wurde hierfür ein nicht infektiöses, aber selbstreplizierendes RNA 

Replikon, basierend auf Genabschnitten des VEE (Venezuelan Equine Encephalitis) 

Virus gewählt [87]. Das VEE Virus gehört zu den Alphaviren und ist somit ein positives 
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ssRNA (Single stranded RNA)-Virus. Wie typisch für Alphaviren bringt es die Informa-

tion für eine RNA Polymerase in Form der nsPs 1-4 (Non-structural proteins 1-4) mit 

(Abbildung 3A) [88-90]. Durch die Expression der nsPs, die durch die Translationsma-

schinerie der Wirtszelle gewährleistet wird, ist das Virus in der Lage, über den Zwi-

schenschritt eines negativen RNA Strangs, seine genomische RNA zu replizieren und 

über den 26S Promotor eine subgenomische RNA zu generieren (Abbildung 3B). Die 

subgenomische RNA kodiert hierbei für die viralen Strukturproteine, wie des Kapsid 

(C) und die Glykoproteine (E2 und E1), welche im Anschluss an die Translation ko- 

und posttranslational modifiziert werden und nach dem Transport zur Wirtszellmemb-

ran neue Viruspartikel bilden [89].  

  

Abbildung 3: Struktur und Zyklus des VEE Virus und der VEE srRNA 
A) Schematische Darstellung des VEE-Virus Genoms mit den nsP1-4 und der Strukturproteine C, E2 
und E1. B) Darstellung eines schematischen Replikationszyklus eines VEE-Virus im Wirt. Durch die 
Freisetzung der genomischen RNA im Wirt kommt es zur Translation der nsP1-4. Damit wird die Minus-
Strang-Synthese eingeleitet. Der Minus-Strang dient als Matrize für die genomischen sowie der subge-
nomischen RNA und wird nach einer erneuten proteolytischen Spaltung der nsPs generiert. Die Trans-
lation der subgenomischen RNA führt zur Bildung der Strukturproteine (C, E2 und E1) und zur Bildung 
neuer Virus-Kapside (Lila Zyklus). Die genomische RNA kann in einer Amplifikationsschleife (blauer 
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Zyklus) entweder erneut translatiert werden oder als Minus-Strang Matrize für die Generierung weiter 
genomischer RNAs dienen. Die genomische RNA kann anschließend, durch das Verlassen der Ampli-
fikationsschleife, zusammen mit dem aus der subgenomischen RNA gebildeten Virus Kapsid zu einem 
funktionellen Virus verpackt und freigesetzt werden (schwarzer Zyklus). C) Schematische Darstellung 
der VEE-OKSiM-srRNA mit den nsP1-4 die für die Selbstreplikation der srRNA in der Wirtszelle sorgen. 
Die Strukturproteine wurden durch die Reprogrammierungsfaktoren Oct4, Klf4, Sox2 und c-Myc sowie 
einer PAC ersetzt.  

Die VEE srRNA basiert auf dem VEE Replikon, das mit einem 5′-Cap und Poly(A)-

Schwanz zelluläre mRNA nachahmt [87]. Die nicht-Struktur-Proteine (nsP1-4) kodie-

ren wie beim VEE Virus für den Selbstrelikationskomplex der RNA (vgl. Abbildung 3A-

C). Die Sequenz der Strukturproteine (S, E2 und E1) wurden jedoch durch die der 

Reprogrammierungsfaktoren Oct4, Klf4, Sox2 und c-Myc bzw. Glis1 ersetzt [86]. Die 

Erweiterung der Sequenz um virale 2A Peptide oder IRES (Internal ribosome entry 

site) ermöglicht eine Trennung der einzelnen Reprogrammierungsfaktoren nach der 

Translation bzw. die Cap-Struktur-unabhängige Translation der Proteine [86]. Zusätz-

lich wurde die Sequenz für eine PAC (Puromycin N-acetyltransferase) ergänzt, um 

eine Positivselektion der transfizierten Zellen mit dem zytotoxischen Puromycin zu er-

möglichen. In nicht transfizierten Zellen kann Puromycin mit seiner Ähnlichkeit zu einer 

Tyrosin kodierenden tRNA (Transfer RNA) an der Bindungsstelle der Ribosomen ein-

treten und kovalente an mRNA mit GGU Kodon binden [91]. Dadurch kommt es zur 

frühzeitigen Termination der Proteinsynthese und die Zelle stirbt aufgrund der Anhäu-

fung von Fehlerhaften Proteinen. PAC acetyliert und blockiert die reaktive Amino-

gruppe in Puromycin, wodurch die Bildung von Peptidbindungen verhindert und die 

Wirkung inhibiert wird [91].  

Da die Replikation der srRNA unter Verwendung der zelleigenen Nukleotide im Zyto-

plasma der Wirtszelle stattfindet, ist eine einzige Transfektion ausreichend, was den 

zellulären Stress und die Immunogenität zunächst reduzieren. Auf Grund ihrer Ähn-

lichkeit zu Alphaviren mit einem doppelsträngigen RNA (dsRNA)-Zwischenprodukt, der 

starken Replikation und ihrer Größe von etwa 14.500 Nukleotiden, wird die srRNA 

dennoch als fremd erkannt und eine Immunreaktion eingeleitet [92, 93]. Im Fall der 

srRNA kann diese Eigenschaft genutzt werden, um die Selbstreplikation der srRNA zu 

unterbrechen und rückstandsfreie iPSCs zu generieren. 

Selektive (sr)RNA Degradierung 

Um sich vor Pathogenen wie Viren schützen zu können, haben sich bereits früh in der 

Entwicklung von Eukaryoten Mechanismen etabliert, mit denen Pathogene möglichst 

schnell und unspezifisch unschädlich gemacht werden können. Die Erkennung der 
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Krankheitserreger erfolgt über PRRs (pathogen recognition receptors), die PAMPs 

(Pathogen-associated molecular patherns) wie beispielsweise exogene RNA erken-

nen und Immunreaktionen einleiten. Für die Erkennung der Fremd-RNA sind insbe-

sondere die zu den PRRs gehörenden TLR (Toll-like-receptors) sowie die RLRs (RIG-

I-like receptors) und NLRs (NOD-like receptors) zuständig (Abbildung 4) [94]. Eine Ak-

tivierung der in Endosomen lokalisierten TLR3 [95], TLR7 [96] und TLR8 [97] mittels 

ssRNA (TLR7/8) oder dsRNA (TLR3) löst den MyD88 (Myeloid differentiation primary 

response 88)- bzw. TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β)-ab-

hängigen Signalweg aus und führt zur Aktivierung der IRF 3/7 (Interferon-regulieren-

den Faktoren) bzw. IRF5/7, des NF-κB (Nuclear-factor κB) und des AP-1 (Activator 

protein-1), welche in Folge eine Typ I-IFN (IFN-α und IFN-β) abhängige antivirale Im-

munreaktion und die Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen und Chemoki-

nen auslösen (Abbildung 4C) [98, 99]. Anders als TLRs sind RLRs mit ihren drei be-

kannten Vertretern RIG-I (Retinoic acid-inducible gene I), MDA5 (Melanoma differen-

tiation-associated protein 5) und LGP2 (Laboratory of Genetics and Physiology 2) di-

rekt im Zytosol lokalisiert. Während RIG-I hauptsächlich nicht verkappte 5'-Triphosphat 

Enden von ssRNA und dsRNA erkennt [100, 101], bevorzugt LGP2 die Bindung an 

abgeschnittene dsRNA Enden sowie an MDA5, wodurch dessen Signalweiterleitung 

nach der Bindung von großen dsRNAs (>2000 bp) verstärkt wird [92]. Während noch 

nicht vollständig geklärt ist, ob LGP2 auch zu einer direkten Signalweiterleitung ohne 

MDA5 fähig ist [102], mündet die Aktivierung von RIG-I und MDA5 über den MAVS 

(Mitochondrial antiviral-signaling protein)-abhängigen Signalweg, wie bei TLR7/8, in 

der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren IRF 3/7 und NF-κB und einer Typ-I-IFN Ant-

wort [103, 104]. Die ebenfalls im Zytoplasma lokalisierten NLRs sind mit ihren 20 Ver-

tretern hauptsächlich auf die Erkennung von bakteriellen Toxinen sowie Zellwandbe-

standteilen spezialisiert [105]. Die zu den NLRs gehörenden NOD2 (Nucleotide-bin-

ding oligomerization domain-containing protein 2) und NLRP3 (NLR family pyrin do-

main containing 3) sind jedoch zusätzlich auch bei der intrazellulären Erkennung von 

viraler ssRNA bzw. dsRNA beteiligt. Diese führen wiederum unter Beteiligung von 

MAVS und IRF3 zu einer Typ-I-IFN Antwort [106] oder aber über die Induktion von 

Caspase-1 zur Freisetzung weiterer proinflammatorischer Signalmoleküle wie IL-1β 

und IL-18 [107].  

Die zentrale Komponente der Immunreaktion gegen Fremd-RNA ist somit die Einlei-

tung einer Typ-I-IFN Antwort. Die Freisetzung und Bindung von IFN-α und IFN-β an 
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IFN-Rezeptoren auf der Zellmembran von betroffenen und umliegenden Zellen (Abbil-

dung 4D) führt über die JAK-STAT (Janus kinase; Signal transducer and activator of 

transcription)-Signalkaskade  zur Aktivierung von mehr als 300 ISGs (Interferon-stimu-

lated genes) [108]. Dazu gehört die Expression von RBPs (RNA binding proteins), die 

zu einer Reduktion der Proteinbiosynthese, der Degradierung von RNA und der Ein-

leitung apoptotischer Prozesse in den Zellen zur Beseitigung viraler oder exogen ein-

gebrachter RNA beitragen (Abbildung 4E) [108] führt. Mit dem Einsatz eines Typ-I-IFN 

Inhibitors, wie beispielsweise das aus dem Vaccina Virus stammende B18R Protein, 

können die Immunreaktionen während der Reprogrammierung auf ein geringes Maß 

reduziert werden. Somit kann einer vorzeitigen RNA Degradierung vorgebeugt werden 

[84, 85]. Durch das Ausschleichen des Typ-I-IFN Inhibitors, nach der erfolgreicher 

iPSC Generierung, kann die Immunreaktion wieder in Gang gesetzt werden und eine 

selektive Degradierung der srRNA erfolgen [86]. 

 

Abbildung 4: RNA vermittelte Typ-I-IFN Immunantwort und Inhibierung mittels B18R 
Schematischer Ablauf der Aktivierung einer Typ-I-IFN Immunantwort in der Zelle. Nach der Einschleu-
sung von exogener RNA (A) wird diese über PRRs (TLRs: TLR3, TLR7/8; RLRs: RIG-1, LGP2, MDA5; 
NLRs: NOD2 oder NLRP3) erkannt (B) und führen über IRF, NF-κB, AP1 und der Caspase 1 zur Ex-
pression von proinflammatorischen Zytokinen und Typ-I-IFNs (C). Die Sekretion der Typ-I-IFNs führt 
zur Bindung dieser an Typ-I-IFN-Rezeptoren (D) welche über den JAK/STAT Signalweg zur Expression 
von verschiedenen ISGs wie RBPs führt und die Degradierung der Fremd-RNA zur Folge hat (E). Die 
Behandlung der Zellen mit B18R führt zur Bindung der Typ-I-IFNs, so dass keine Typ-I-IFN-Rezeptor 
vermittelte Signalweiterleitung stattfinden kann und die RNA Degradierung inhibiert wird (D&E). 

1.4 Stammzell-basierte Geweberegeneration  

In den letzten Jahren haben sich sowohl pluripotente, aber auch multipotente Stamm-

zellen auf Grund ihrer Fähigkeit zur Differenzierung in diverse Körperzellen zu einem 
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der vielversprechendsten und fortschrittlichsten wissenschaftlichen Forschungsthe-

men in der regenerativen Medizin entwickelt. Die Differenzierung von gewebespezifi-

schen Zellen wie Neuronen [109], Pankreas β-Zellen [110], Skelett-[111] und Kardio-

myozyten  [112], Osteoblasten [113] und Hepatozyten [114, 115] beruht dabei großtei-

les auf der Zugabe von Wachstumsfaktoren, Zytokinen oder chemischen Substanzen, 

die wiederum Signalproteine imitieren [116].  

1.4.1 Regeneration von Knochen 

Ein mögliches Anwendungsgebiet von Stammzellen ist hierbei die Regeneration von 

Knochendefekten, wie zum Beispiel im Bereich der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirur-

gie. Die Ursachen dieser Knochendefekte können angeborene Anomalien [117], All-

gemeinerkrankungen [118], Entzündungen [119], traumatische Verletzungen bei Un-

fällen [120], Folgen von Zahnextraktionen [121] oder die chirurgische Resektion gutar-

tiger oder bösartiger Tumoren [122] sein. Übersteigt ein Knochendefekt eine kritische 

Größe, findet keine vollständige körpereigene Regeneration (maximal 10% des verlo-

renen Knochengewebes) mehr statt [123]. Um bei Patienten Knochendefekte kriti-

schen Ausmaßes wiederherzustellen, sind somit chirurgische Rekonstruktionen erfor-

derlich. Autologe Transplantate gelten hierbei auf Grund der wesentlichen Kombina-

tion von osteogenen, osteoinduktiven und osteokonduktiven Eigenschaften als Gold-

standard [124]. Neben der Morbidität an der Entnahmestelle des Ersatzgewebes ist 

die Menge an Transplantatgewebe jedoch äußerst begrenzt [124].  

Die Kombination von autologen Zellen mit Biomaterialien im Knochen Tissue Engine-

ering versprechen jedoch eine bessere Verfügbarkeit und Behandlungsmöglichkeit 

von Knochendefekten in der Zukunft. Grundsätzlich werden zwei verschiedene An-

sätze im Knochen Tissue Engineering unterschieden. In der in situ Knochenzüchtung 

werden autologe MSCs und/oder Osteoprogenitorzellen auf einem Gerüst/Scaffold 

ausgesät und an die Stelle des Knochendefekts implantiert [125, 126]. Das Scaffold 

dient hierbei als Gerüst und die Zellen unterstützen die Knochenregeneration durch 

die Sekretion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren und/oder der Differenzierung zu 

Osteoblasten [127, 128]. Der zweite Ansatz besteht in der Transplantation von MSCs, 

die nach der Isolation, in vitro expandiert, auf Gerüsten ausgesät und unter kontrollier-

ten Kulturbedingungen, unter der Zugabe von Dexamethason, Ascorbinsäure und β-

Glycerophosphat [129], osteogen differenziert werden [130]. Hierbei dient das Scaffold 
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als Stützstruktur, bis die Zellen eine extrazelluläre Matrix aufgebaut und direkt als Kno-

chenersatze implantiert werden können. MSCs aus dem Kieferperiost (JPCs) stellen 

für die Ansätze des Knochen Tissue Engineering eine vielversprechende Zellquelle 

dar. Im Vergleich zu MSCs anderen Ursprungs, wie Knochenmark MSCs, sind JPCs 

im Kieferperiost leicht zugänglich und weisen in vitro eine gute Proliferationsrate und 

ein starkes osteogenes Differenzierungspotential auf [131, 132].  

Biomaterialien zur Knochenregeneration 

Neben einer geeigneten Zellquelle und der passenden Handhabung, ist die Wahl des 

Scaffolds beim Knochen Tissue Engineering von entscheidender Bedeutung und sollte 

die Lebensfähigkeit, Anhaftung, Proliferation sowie die osteogene Differenzierung von 

Zellen ermöglichen. Zusätzlich muss die Struktur eine Vaskularisierung und die In-

tegration in den Wirt ermöglichen. Verschiedene Biomaterialien wie Hydroxylapatit 

[14], Niedertemperatur-Kalziumphosphatzement [133], bioaktives Glas [134], Polylac-

tidsäure [135] und β-TCP [136] wurden in dieser Hinsicht bereits für das Knochen 

Tissue Engineering untersucht. Insbesondere Biokeramiken aus Kalziumphosphat wie 

β-TCP erfüllen mit ihrer hohen strukturellen und chemischen Ähnlichkeit zu Knochen-

gewebe diese Anforderungen. Durch die Freisetzung von große Mengen an wichtigen 

anorganischen Salzen wie Ca2+ und PO4
2- während der Resorption kann die Knochen-

neubildung zusätzlich unterstützt werden [137]. An Stellen eines Knochendefekts mit 

stärkeren Belastungen kann durch eine dünne Beschichtung aus PLGA eine zusätzli-

che mechanische Stabilität erreicht werden [138].  

1.4.2 Regeneration des Myokards 

Ein weiteres Einsatzgebiet stellt die Verwendung von Stammzellen zur Regeneration 

von Herz-Kreislauf-Erkrankungen dar. Mit über 17 Millionen Todesfällen pro Jahr ma-

chen diese Erkrankungen etwa 30 % aller Todesfälle weltweit aus. Eine epidemiologi-

sche Studie belegt, dass auf Grund der sich weiter verschlechternden Lebensum-

stände wie steigender Fettleibigkeit, ungesunder Ernährung und Bewegungsmangel 

diese Zahl bis 2030 um weitere 40 % auf 23,6 Millionen Todesfälle pro Jahr ansteigen 

wird [139-141]. Da das Myokard nur ein äußerst begrenztes endogenes Potential für 

die Proliferation von Kardiomyozyten im Erwachsenenalter aufweist (<1 % pro Jahr), 

kann keine physiologisch relevante Regeneration in Folge eines Myokardinfarktes 

stattfinden [142]. Dabei werden die abgestorbenen kontraktilen Zellen hauptsächlich 
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durch Fibroblasten und Myofibroblasten ersetzt und bilden ein fibrotisches Narbenge-

webe. Dies wiederum führt zu einer Verdickung (Hypertrophie) und Versteifung (Fib-

rose) des Herzmuskels und zu einer Beeinträchtigung der Herzfunktion (Herzinsuffizi-

enz) [143]. Im weiteren Verlauf kann es neben einer eingeschränkten körperlichen und 

geistigen Leistungsfähigkeit zur Einlagerung von Wasser in den Beinen und Lungen 

(rechtsseitige Herzinsuffizienz) oder den Nieren (linksseitige Herzinsuffizienz) kom-

men, was wiederum zu ersthaften Begleiterkrankungen wie Atemnot und Niereninsuf-

fizienz führen kann [144]. Einem Patienten im Endstadium einer Herzinsuffizient kann 

meist nur eine Organtransplantation das Überleben sichern. Um den Mangel an Spen-

derorganen für eine Transplantation zu überwinden, wurden bereits mehrere stamm-

zellbasierte Therapieansätze mit MSCs [145, 146], CPCs (Cardiac progenitor cells) 

[147, 148], ESCs [149] und iPSCs [150] in vitro, in vivo und auch bereits in klinischen 

Studien getestet.  

Insbesondere mit der Entdeckung von iPSCs haben sich, neue Möglichkeiten für eine 

autologe Regeneration von Herz-Kreislauf-Erkrankungen aufgetan. Obwohl die Kardi-

ogenese in der Embryonalentwicklung ein streng regulierter und komplexer Prozess 

ist, konnte sie in iPSCs in vitro über die gezielte Aktivierung bzw. Inhibierung des ka-

nonischen Wnt/GSK3 (Wingless-related integration site / Glykogensynthase-Kinase 

3)- Signalwegs nachgeahmt und durch Separation nahezu reine Kardiomyozyten Kul-

turen generiert werden [151, 152]. Eine Studie in immunsupprimierten Schweinen 

zeigte, dass eine Transplantation von allogenen Kardiomyozyten nach einem Myokar-

dinfarkt zur Regeneration des Herzmuskels und einer verbesserten Herzleistung führt 

[153]. Aktuellere Studien konnten diesen positiven Effekt auch bei der Transplantation 

von aus iPSCs generierten Kardiomyozyten in Schweinen und Primaten belegen [154-

156].  

Applikation von Kardiomyozyten  

Die Wirksamkeit der stammzellbasierten Myokardregeneration hängt in hohem Maße 

davon ab, ob die Zellen erfolgreich und möglichst ohne Verlust ihrer Viabilität in die 

Infarktregion gelangen. Sowohl traditionelle Methoden wie die Intramyokardiale (tran-

sendokardial, transepikardial) Injektion von Zellsuspensionen (Abbildung 5) als auch 

Tissue Engineering-Anwendungen kommen hierfür zum Einsatz [157, 158]. Die in-

travaskuläre Verabreichung (intravenös, intrakoronar, Koronarsinus), findet bei der 



Einleitung 

19 
 

Kardiomyozyten Verabreichung auf Grund der Zellgröße und der hohen Zellkonzent-

ration und der damit verbundenen Gefahr einer Okklusion und eines Mikroinfarktes 

allerdings kaum Verwendung [158]. Auch intramyokardiale und Tissue Engineering-

Applikationen weisen trotz ihrer gut erprobten Anwendung Nachteile und Schwierig-

keiten auf, welche vor einem möglichen klinischen Einsatz noch behoben werden müs-

sen. 

Bei kardialen Tissue Engineering Anwendungen werden meist Biopolymere wie bei-

spielsweise Fibrin [159], dezellularisierte Extrazellulärmatrix [160], Alginat [161], PCL 

[162], oder Gelatine-Methacrylat [163, 164] mit ausschließlich Kardiomyozyten [162] 

oder mit zusätzlichen unterstützenden Zellarten [156] besiedelt und als sogenannte 

kardiale Pflaster auf das Epikard des Herzes transplantiert. Als funktionaler Gewebeer-

satz sollte das kardiale Pflaster eine ähnliche Kontraktilität wie das menschliche Myo-

kard mit etwa 50 mN/mm2  aufweisen [165]. Eine zu geringe Anzahl an Kardiomyozyten 

und eine nicht ausreichende Ausreifung und Ausrichtung der Sarkomere und der My-

ofilamentproteine können die Funktionalität somit beeinflussen [166]. Zusätzlich be-

steht die Gefahr, dass durch Narbenbildung und die Transplantation auf das Epikard, 

eine mangelhafte oder keine elektromechanische und vaskuläre Anbindung an das 

Patientenmyokard stattfinden könnte [167]. Neben einer schlechten Nährstoffversor-

gung der Zellen und einer eingeschränkten kontraktilen Funktion des kardialen Pflas-

ters können durch die unzureichende Synchronisation zusätzlich Arrhythmien auftre-

ten [168]. Im Gegensatz dazu findet bei der intramyokardialen Injektion von Kardiomy-

ozyten-Suspensionen durch die Überwindung des Epikards leichter eine elektrome-

chanische Integration der Zellen in das Empfängergewebe statt [167, 169]. Auf Grund 

der geringen Verteilung im Gewebe muss jedoch auf Kanülen mit großem Durchmes-

ser oder auf multiple Injektionen zurückgegriffen werden, was zu einer zusätzlichen 

Schädigung des Gewebes und darin verlaufenden Nerven und Blutgefäßen führen 

kann [170]. Aus diesem Grund ist die Erforschung und Weiterentwicklung der zur Ver-

fügung stehenden Transplantationsmethoden für eine effiziente Regeneration des 

Herzmuskels ein zentraler Punkt in der kardialen Regenerativen Medizin. 
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Abbildung 5: Gängige Applikationsmethoden für hiPSC abgeleiteter Kardiomyozyten 
Schematsiche Darstelltung der transendokardialen und transepikardialen Injektion einer Zellsuspension 
mittels Herzkatheter bzw. einer Kanüle (A) und ein funktioneller Ersatz des geschädigten Myokardge-
webes über ein epikardiales Pflaster (B). Während die Injektion der Zellsuspension eine gute elektro-
mechanische Kopplung der Zellen ermöglicht, jedoch mehrere Injektionen benötigt, decken kardiale 
Pflaster den gesamten infarzierten Bereich ab, bergen jedoch die Gefahr einer unzureichenden elektro-
mechanischen und vaskulären Anbindung an das Patientenmyokard [167, 169]. 

 

1.5 Hämokompatibilität  

Biomaterialien stellen in der Regenerativen Medizin, insbesondere im Bereich des 

Knochen Tissue Engineering, eine zentrale Komponente dar. Bei der Implantation 

kommen Biomaterialien häufig direkt, durch die Implantation in Blutgefäße, oder indi-

rekt, durch die Verletzung des umliegenden Gewebes mit Blut in Kontakt. Neben der 

Verträglichkeit mit dem umliegenden Gewebe stellt somit die Hämokompatibilität des 

Biomaterials eine der wichtigsten Kriterien für ihre erfolgreiche klinische Anwendbar-

keit dar. Mit diversen zellulären (44 % Erythrozyten, 1 % Leukozyten und 1 % Throm-

bozyten) und im Plasma gelösten Bestandteilen (7 % Plasmaproteinen, 1 % Mineral-

salze) kann es zu zahlreichen Wechselwirkungen zwischen dem Blut und den Bioma-

terialien kommen. Der initiale Schritt ist hierbei die Adsorption und Kontaktaktivierung 

von Plasmaproteinen an Fremdoberflächen [171]. Durch eine Reihe von Folgereaktio-

nen kann dies zu Gewebeschäden, akuten Entzündungen und thrombotischen Kom-

plikationen führen [172]. 
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Eine der wichtigsten unerwünschten biologischen Reaktionen, die bei blutkontaktie-

renden Biomaterialien beobachtet werden, ist die Aktivierung des Gerinnungsprozes-

ses [173]. Der plasmatische Gerinnungsprozess ist eine Kaskade, bei der das in einer 

Reaktion gebildete Enzym die nächste Reaktion katalysiert. Letztlich entsteht FIIa 

(Thrombin/Factor IIa), eine Serinprotease, die das Fibrinogen hydrolysiert. Die Fibrin-

monomere vernetzen sich anschließend zu einem Fibrinnetz und bilden zusammen 

mit aggregierten Thrombozyten ein stabilisiertes Aggregat [174]. Grundsätzlich kann 

eine extrinsische und eine intrinsische Aktivierung der Blutgerinnung unterschieden 

werden. Der extrinsische Weg ist in erster Linie für die Hämostase verantwortlich und 

wird nach einer Gefäßverletzung durch die Freisetzung von TF (Tissue factor) einge-

leitet. Der intrinsische Weg dagegen, wird im Körper selbst durch die Aktivierung von 

FXII zu FXIIa durch den Kontakt mit subendothelialem Kollagen ausgelöst. Aber auch 

Fremdoberflächen, wie beispielsweise Biomaterialien, können zu der Aktivierung des 

intrinischen Koagulationsweges führen, weshalb hier auch von Kontaktaktivierung ge-

sprochen wird. Die pathologische Ausbildung eines Thrombus an den Biomaterialien 

ist ein erhebliches klinisches Problem, das zum Funktionsversagen der Implantate und 

durch das Ablösen des Thrombus zu Gefäßverschlüssen und Infarkten führen kann. 

Die Gerinnungskaskade ist zudem eng mit der Thrombozyten-Aktivierung vernetzt. 

Während Thrombozyten unter physiologischen Bedingungen hauptsächlich an der Hä-

mostase beteiligt sind und nach Gefäßverletzungen und der Freisetzung des von-Wil-

lebrand Faktors aktiviert werden, können auch Fibrinablagerungen sowie Plasmapro-

teine, die an die Biomaterialien gebunden haben, zur Aktivierung von Thrombozyten 

führen [175, 176]. Durch die Sezernierung von in ihren Granula gespeicherten Che-

mokinen werden Leukozyten rekrutiert [177] und durch die Freisetzung von negativ 

geladenen Polyphosphatketten wird die Gerinnungskaskade über den intrinsischen 

Signalweg (FXII) aktiviert [178]. 

Die Adsorption von Plasmaproteinen an der Oberfläche von Biomaterialien schafft zu-

dem eine neue Schnittstelle zwischen dem Material und dem umgebenden Gewebe, 

wodurch eine starke Komplementaktivierung auslösen werden kann [179, 180]. Neben 

der Opsonierung der Biomaterialien durch den Komplementfaktor C3 [181] werden 

über die Freisetzung der Spaltprodukte C3a und C5a weitere Granulozyten, Monozy-

ten und Mastzellen rekrutiert. Durch die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen 



Einleitung 

22 
 

und TF, findet ebenfalls eine Aktivierung der Gerinnungskaskade über den extrinsi-

schen Signalweg statt [182, 183].  

Ob Biomaterialien eine Aktivierung von Blut auslösen, kann über die Veränderungen 

von Blutplättchen, Erythrozyten und Leukozyten, über die Bildung von Aktivierungs-

produkten im Plasma und Ablagerungen von Proteinen und Zellen auf der Material-

oberfläche analysiert werden [184]. Hierzu werden Blut und Oberflächen von Bioma-

terialien vor und nach der Inkubation analysiert. Um die jeweilige Situation im Körper 

bestmöglich nachstellen zu können, stehen unterschiedliche Inkubationsmethoden zur 

Verfügung, wie eine statische Inkubation [185], eine dynamisch Inkubation auf Schüt-

telinkubatoren [186, 187] oder Scherströmungsmodelle [188-191]. Für eine einheitli-

che Prüfung der Testmaterialien ist das Vorgehen in der „ISO10993-4 - Biologische 

Beurteilung von Medizinprodukten - Teil 4: Auswahl von Tests für Wechselwirkungen 

mit Blut“ festgehalten [192].  

  



Zielsetzung 

23 
 

2 Zielsetzung 

Die Regenerative Medizin hat sich mit ihrem breiten Anwendungsspektrum zu einer 

der vielversprechendsten Therapiemöglichkeit zur Behandlung von weit verbreiteten 

Krankheitsbildern, wie beispielsweise Diabetes mellitus und koronare Herzkrankhei-

ten, entwickelt. Durch die Anregung körpereigener Regenerations- und Reparaturpro-

zesse aber auch durch den Ersatz von geschädigtem oder in seiner Funktionalität ein-

geschränktem Gewebe, ermöglicht sie im Vergleich zu den meisten aktuell verfügba-

ren Behandlungsmöglichkeiten eine gänzliche Heilung diverser Krankheiten.  

Der große Bedarf an autologen Zellen, der lange Zeit als limitierender Faktor galt, kann 

mit Hilfe der Stammzellbiologie umgangen werden. Insbesondere die Entdeckung und 

Weiterentwicklung der Reprogrammierung von somatischen Zellen zu hiPSCs, bietet 

die Grundlage zur Generierung einer nahezu unerschöpflichen Anzahl an autologen 

Zellen. Nicht-integrative Reprogrammierungsmethoden, wie beispielsweise die mRNA 

basierte Expression der Reprogrammieungsfaktoren, erlaubt die rückstandsfreie Dif-

ferenzierung klinisch einsetzbarer Zellen. Auf Grund ihrer transienten Eigenschaften 

besitzt synthetische mRNA eine sehr geringe Halbwertszeit in der Zelle. Daher ist der 

Reprogrammierungsprozess mit einer täglichen Transfektion der Zellen verbunden.  

Ziel dieser Arbeit war die Generierung und Charakterisierung von rückstandsfreien 

hiPSCs, sowie deren gezielte Differenzierung zu Kardiomyozyten. Die Isolierung von 

RECs aus Mittelstrahlurin sollte hierbei als nicht invasive Quelle somatischer Zellen 

auf ihre Anwendbarkeit untersucht werden. Um die Nachteile der mRNA-basierten Re-

programmierung zu umgehen, sollte zudem eine selbstreplizierende RNA etabliert 

werden, die für die bekannten Reprogrammierungsfaktoren Oct4, Klf4, Sox2 und c-

Myc sowie für eine PAC kodiert. Um die Sicherheit und die Pluripotenz der mit dieser 

srRNA generierten hiPSCs zu bestätigen, sollte zu der gängigen in vitro Charakterisie-

rung, untersucht werden, ob durch die Abwandlung des CAM Assays eine kosten- und 

zeitsparende sowie Tierleid-reduzierende Alternative zum Maus-Teratoma-Modell zur 

in vivo Bestimmung der Pluripotenz eingesetzt werden kann.  

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit, sollte eine neuartige, wasserstrahlbasierte Methode 

etabliert werden, um aus hiPSCs abgeleitete Kardiomyozyten möglichst gewebescho-

nend und mit einer guten räumlichen Verteilung in Herzgewebe zu applizieren. Hierbei 
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sollte vor allem die Verteilung im Gewebe und die Viabilität der Zellen nach der Appli-

kation mit der Wasserstrahl-basierten Methode mit der Injektion einer herkömmlichen 

27 G Kanüle verglichen werden.  

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der osteogenen Differenzierung 

von adulten Stammzellen in Kombination mit β-TCP Scaffolds für die Knochenregene-

ration. Anschließend sollten Effekte des Scaffolds auf die Koagulation / Hämostase 

des Patienten untersucht werden. Hierzu wurden neben wichtigen Blutaktivierungs-

markern wie TAT, β-TG, SC5b-9 und PMN-Elastase die Oberflächen der Scaffolds auf 

Blutzell- und Fibrinablagerungen mit Hilfe der REM (Rasterelektronenmikrokopie) un-

tersucht werden. 
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3 Ergebnisse  

3.1 Publikation I: 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, Christi-

ane 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 Generierung von hiPSCs aus somatischen Patientenzellen und deren anschlie-

ßende Differenzierung in unterschiedlichste Zelltypen eröffnet zahlreiche Möglichkei-

ten in der regenerativen Medizin. Auf Grund der äußerst geringen Selbsterneuerungs-

rate adulter Kardiomyozyten von weniger als 1 % pro Jahr, ist die effiziente und rück-

standsfreie Generierung autologer Kardiomyozyten von großem Interesse für die Be-

handlung von geschädigtem Gewebe in Folge eines Myokardinfarktes.  

In dieser Studie wurden mit Hilfe einer srRNA erfolgreich rückstandsfreie hiPSCs ge-

neriert, welche aus renalen Epithelzellen aus Spender-Urin reprogrammiert wurden. 

Die Pluripotenz wurde über die Expression stammzellspezifischer Marker und der Dif-

ferenzierungsfähigkeit in die drei Keimbahnen (Mesoderm, Endoderm und Ektoderm) 

in vitro sowie in vivo nachgewiesen. Darüber hinaus konnten nach der erfolgreichen 

Generierung der hiPSCs keine srRNA Rückstände, sowie karyotypische Aberrationen 

festgestellt werden. Die kardiale Differenzierung der hiPSCs führte nach 10 Tagen zu 

kontrahierenden Kardiomyozyten, die spezifische Kardiomyozytenmarker exprimier-

ten. Zusätzlich konnte der interzelluläre Ca2+-Fluss und das Ansprechen auf die Calci-

umkanalmodulatoren Isoproterenol und Nifidipin, mittels Erhöhung bzw. Inhibierung 

der Schlagfrequenz nachgewiesen werden. Die Verwendung von Urin als nicht-inva-

sive Zellquelle und die Verwendung von srRNA zur Generierung von patientenspezifi-

schen hiPSCs kann zukünftig für die Erzeugung klinisch anwendbarer autologer Kar-

diomyozyten verwendet werden und somit eine Regeneration nach einem Myokardin-

farkt ermöglichen.  
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3.2 Publikation II: An Alternative In Vivo Model to Evaluate Pluripo-

tency of Patient-Specific hiPSCs 

Josefin Weber*, Marbod Weber*, Heidrun Steinle, Christian Schlensak,  

Hans-Peter Wendel, Meltem Avci-Adali 

* gleichermaßen beigetragen 

ALTEX - Alternatives to animal experimentation 

Akzeptiert am 20. Januar 2021 

Zusammenfassung:  

Die Gewinnung autologer hiPSCs aus Körperzellen des Patienten und die anschlie-

ßende Differenzierung dieser Zellen in die gewünschten Zelltypen bieten innovative 

Behandlungsmöglichkeiten für die Geweberegeneration. Für eine Prüfung der Pluripo-

tenz werden die generierten hiPSCs in der Regel in immundefiziente Mäuse implantiert 

und 4 bis 6 Wochen später auf Teratombildung analysiert.  

In dieser Studie wurde ein alternatives In-vivo-Modell auf Grundlage der CAM von 

Hühnereiern entwickelt, um die Pluripotenz neu erzeugter hiPSC-Linien zu untersu-

chen. Für die Ermittlung der idealen Versuchsparameter, wurden verschiedene Men-

gen (0,5, 1, 2 und 4 x 106 Zellen) hiPSCs auf die CAM appliziert und für 9 Tage inku-

biert. Die höchste Effizienz der Teratombildung konnte bei 2 x 106 Zellen (70 %) und 4 

x 106 Zellen (100 %) festgestellt werden. Die gebildeten Teratome wurden anschlie-

ßend auf das Vorhandensein der drei Keimschichten (Mesoderm, Endoderm und 

Ektoderm) über histochemische und Immunfluoreszenzfärbungen sowie eine Genex-

pressionsanalyse von keimschichtspezifischen Markern untersucht. Neben typischen 

Gewebestrukturen der drei Keimbahnen zeigten alle Teratome vaskuläre Strukturen 

und bestätigen somit die Eignung der CAM als Alternative zu immundefizienten Mäu-

sen. Die uneingeschränkte Anwendbarkeit des CAM-Modells wurde durch die Verwen-

dung von zwei weiteren hiPSC-Linien (aus Fibroblasten und Kieferperiostzellen stam-

mend) bestätigt.  

Das CAM-basierte In-vivo-Modell bietet eine optimale Testumgebung für die Bewer-

tung der Pluripotenz von neu erzeugten hiPSC-Linien. Darüber hinaus reduziert diese 

einfache, schnelle, kostengünstige und reproduzierbare Methode das Leiden der Tiere 

und setzt damit die Prinzipien der 3R (Replacement, Reduction und Refinement) um.  
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3.3 Publikation III: Hydrojet‑based delivery of footprint‑free iPSC‑de-

rived cardiomyocytes into porcine myocardium 

Marbod Weber, Andreas Fech, Luise Jäger, Heidrun Steinle, Louisa Bühler, Regine 

Mariette Perl, Petros Martirosian, Roman Mehling, Dominik Sonanini, Wilhelm K. 

Aicher, Konstantin Nikolaou, Christian Schlensak, Markus D. Enderle,  

Hans Peter Wendel, Walter Linzenbold, Meltem Avci‑Adali 

Scientific Reports  

Akzeptiert am 14. September 2020 

Zusammenfassung: 

Die Reprogrammierung von somatischen patienteneigenen Zellen in hiPSCs und die 

anschließende Differenzierung in Kardiomyozyten eröffnet neue Möglichkeiten für die 

Regeneration des Herzmuskels nach einem Myokardinfarkt.  

In dieser Studie wurde die Anwendbarkeit einer Wasserstrahl-basierten Injektionsme-

thode für hiPSC abgeleitete Kardiomyozyten in das Myokard untersucht. Hierfür wurde 

ein System entwickelt, das mit einem hohen Wasserstrahldruck das Gewebe scho-

nend aufweiten und unmittelbar im Anschluss mit einem niedrigen Druck die Zellen 

injizieren kann. Die Anwendungsparameter wurden ex vivo in Schweineherzen mit Ei-

senoxid-beschichteten Mikropartikeln getestet und mittels MRT (Magnetresonanzto-

mographie) analysiert. Anschließend wurde der Einfluss der Parameter auf die Wie-

derfindung und die Viabilität von hiPSC-abgeleiteten Kardiomyozyten durch eine In-

jektion in Medium analysiert und mit der Injektion mit einer 27 G Kanüle verglichen. 

Sieben Tage nach der Injektion zeigte ausschließlich der höchste Druck (E20) der 

Wasserstrahl-basierten Methode eine signifikant niedrigere Viabilität als die Injektion 

mit einer 27 G Kanüle. Die niedrigeren Drücke (E5 und E10) zeigten dagegen keine 

signifikanten Unterschiede zur Kanülen-Injektion. Die Verteilung im Gewebe wurde ex 

vivo im Schweinemyokard mit Hilfe fluorszenzmarkierter Kardiomyozyten in einem In-

vivo-Bildgebungssystem analysiert und mit einer 27 G Kanüle verglichen. Neben einer 

deutlich besseren Verteilung im Gewebe konnte eine signifikant geringere Verteilung 

der Zellen in Blutgefäßen festgestellt werden, was auf eine schonendere Injektion hin-

sichtlich der umgebenden Stuktur hindeutet.  
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Diese Studie demonstriert die Anwendbarkeit der Wasserstrahl basierten Injektions-

methode für die intramyokardiale Verabreichung von hiPSC-abgeleiteten Kardiomy-

ozyten. Die effiziente und schonende Applikation von Kardiomyozyten in das infar-

zierte Myokard könnte in Zukunft die Regeneration des Herzmuskels deutlich verbes-

sern.  
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3.4 Publikation IV: Influence of human jaw periosteal cells seeded β-

tricalcium phosphate scaffolds on blood coagulation 

Marbod Weber, Felix Umrath, Heidrun Steinle, Lukas-Frank Schmitt, Lin Tzu Yu, 

Christian Schlensak, Hans Peter Wendel, Siegmar Reinert, Dorothea Alexander*,  

Meltem Avci-Adali* 

* gleichermaßen beigetragen 

MDPI - International Journal of Molecular Sciences 

Akzeptiert am 10. September 2021 

Zusammenfassung: 

Das Heilen von kleinen, aber auch großen Knochendefekten ist ein zentrales Anlie-

gen im Bereich der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie. Für die Regenration von 

größeren Knochendefekten stellt die Kombination von JPCs mit Biomaterialien einen 

vielversprechenden Ansatz dar.  

In dieser Studie wurde der Einfluss von unbeschichteten und mit PLGA beschichte-

ten β-TCP Gerüsten auf die Besiedelung mit JPC und die anschließende osteogene 

Differenzierung untersucht. Da die Tissue Engineering Gerüste bei der Transplanta-

tion direkt in Kontakt mit Blut kommen, wurde der Einfluss der zellbesiedelten Ge-

rüste mit humanem Vollblut unter dynamischen Bedingungen analysiert. Hierbei 

konnte gezeigt werden, dass PLGA-beschichtete und unbeschichtete β-TCP-Gerüste 

gute Eigenschaften für die Zelladhäsion der JPCs bieten, ohne dabei die Fähigkeit 

zur osteogenen Differenzierung zu beeinträchtigen. Eine mögliche Aktivierung der 

Gerinnung, des Komplementsystems und der Blutzellen wurde mittels ELISA (En-

zyme-linked Immunosorbent Assay) und REM analysiert. Neben einer dichten JPC 

Besiedelung zeigte die Analyse der Gerüste und des Bluts keine relevante Anheftung 

von Blutzellen und keinen signifikanten Anstieg der meisten analysierten Zellaktivie-

rungsmarker (β-TG, SC5b-9, PMN-Elastase). Jedoch zeigte die Analyse von TAT ei-

nen deutlichen Anstieg nach der Inkubation von zellbesiedelten β-TCP Scaffolds.  

Dies lässt darauf schließen, dass neben den Biomaterialien auch die besiedelten Zel-

len zu einer Aktivierung von Blutbestandteilen führen und die Hämostase beeinflus-

sen können. Da hierdurch eine direkte Beeinflussung der Knochenregeneration mög-

lich ist, sollte dieser Aspekt vor einer klinischen Anwendung weiter untersucht wer-

den.   
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4 Diskussion 

Ein zentraler Punkt der Regenerativen Medizin und des Tissue Engineering ist die Ge-

nerierung von einer ausreichenden Zellzahl autologer Zellen, die für die Regeneration 

geschädigter Gewebe eingesetzt werden können. Die Möglichkeit der Generierung 

von patientenspezifischen hiPSCs hat hierfür eine ideale Zellquelle geschaffen. Neben 

verschiedenen Reprogrammierungsmethoden zur Generierung von Rückstandsfreien 

autologen hiPSCs, sind die Differenzierung und die Charakterisierung der generierten 

Zellen, aber auch Implantationsmethoden und die Untersuchung unterschiedlicher Bi-

omaterialien als Trägermaterialien in den Fokus des Tissue Engineerings gerückt.  

4.1 srRNA basierte Reprogrammierung von Urinzellen 

In dieser Arbeit konnte die erfolgreiche srRNA-basierte Generierung von hiPSCs aus 

RECs nachgewiesen werden. Eine einmalige Transfektion der Zellen war hierbei aus-

reichend, um innerhalb von 21-30 Tagen erste hiPSC Kolonien zu generieren. Die ver-

wendete synthetische srRNA kodierte hierbei für nsP1-4, die Reprogrammierungsfak-

toren Oct4, Klf4, Sox2 und c-Myc, sowie dem eGFP (Enhanced green fluorescent pro-

tein) und einer PAC, die eine Positivselektion der transfizierten Zellen ermöglicht. Um 

eine vorzeitige RNA Degradierung zu verhindern, wurden die Zellen während des ge-

samten Reprogrammierungsprozesses mit dem Typ-I-IFN Inhibitor B18R behandelt.  

Die ersten iPSCs wurden durch die Reprogrammierung von murinen und wenig später 

von humanen Fibroblasten generiert [49, 50]. Auch heute sind Fibroblasten auf Grund 

ihrer hohen Verfügbarkeit, ihrer geringen Ansprüche an die Nährstoffanforderungen 

und der einfachen Kultivierung, Vermehrung und Kryokonservierung die am häufigsten 

verwendete Zellquelle [193]. Darüber hinaus sind sie einfach zu transfizieren und die 

Reprogrammierung verläuft schnell und effizient [75]. Ein Nachteil dagegen ist die Ge-

winnung der Zellen durch Hautbiopsien. Da es sich hierbei um einen invasiven Eingriff 

handelt, ist dies mit der Verletzung des gesunden Gewebes, mit Schmerzen, einem 

Infektionsrisiko und einer zusätzlichen Belastung des Patienten verbunden.  

Eine alternative Quelle für somatische Zellen, ist die Isolation von PBMCs aus Patien-

tenblut [59, 194]. Die Blutentnahme ist minimalinvasiv und ein klinisches Standardver-

fahren. Zusätzlich konnte von Tan und Kollegen gezeigten werden, dass aus einem 

einzigen Tropfen Blut (10 µl) genug PBMCs isoliert werden können, um daraus hiPSCs 
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zu generieren [195]. Der Reprogrammierungserfolg ist auf Grund der geringen Effizi-

enz der bisher zur Verfügung stehenden Transfektionsmethoden jedoch im Vergleich 

zu anderen somatischen Zellarten äußerst gering [196]. 

Mit der erfolgreichen Reprogrammierung von RECs präsentierten Zhou und Kollegen 

erstmals eine einfache, nicht-invasive, kostengünstige und für den Spender schmerz-

freie Methode zur Isolation somatischer Zellen zur Generierung von humanen iPSCs 

[61]. Während der physiologischen Selbsterneuerung des Epithelgewebes im Urinal-

trakt werden ca. 2.000 bis 7.000 Zellen pro Tag abgelöst und über den Urin ausge-

schieden [62]. Hierbei können hauptsächlich die drei Zellarten: Nieren-, Übergangs- 

und Plattenepithelzellen unterschieden werden [197]. Übergangszellen sind hierbei 

eher selten und werden hauptsächlich nach einer Katheterisierung der Harnröhre oder 

des Harnleiters gefunden [197]. Sie unterscheiden sich durch ihre Größe und Form 

von RECs [197]. Plattenepithelzellen kleiden die Harnröhre und die Vagina aus und 

sind am häufigsten im weiblichen Urin zu finden. Das Plattenepithel verbleibt jedoch 

nach der Inkulturnahme in Suspension und kann somit einfach entfernt werden. Bei 

RECs handelt es sich um Nierenepithelzellen, die das Nephron als Einzelschicht aus-

kleiden [197]. Eine deutlich erhöhte Anzahl oder Zusammensetzung der im Urin ge-

fundenen Zellen, wie beispielsweise ein hoher Anteil an Leukozyten deuten auf eine 

Infektion oder Erkrankung im Nieren und Harntrakt hin [197, 198]. In dieser Arbeit 

konnten bereits aus 100-200 ml Urin eine ausreichende Menge an RECs isoliert wer-

den, um nach einer Expansion humane iPSCs zu generieren. Durch das kontinuierli-

che Auswaschen der Zellen über mehrere Tage konnte das Plattenepithel entfernt 

werden, so dass etwa 3 - 6 REC-Kolonien im Kulturgefäß übrigblieben, welche nach 

einer etwa 14-tägigen Kultivierung für die Reprogrammierung bereit waren. Die Isolier-

ten Zellen wurden durch die Untersuchung auf den Epithelzellmarker β-Catenin und 

den renalen proximalen tubulären Marker CD13 charakterisiert und die Herkunft der 

Zellen bestätigt. Durch die Verwendung von größeren Mengen Urin oder der Isolation 

aus erstem Morgenurin kann die Anzahl der isolierten Zellen erhöht werden, wodurch 

die Expansionszeit der Zellen verringert und die Reprogrammierung schneller gestar-

tet werden kann.  

Für eine klinische Anwendbarkeit der hiPSCs sind nicht-integrative Reprogrammie-

rungsmethoden von besonderem Interesse. DNA basierte Methoden gelten zwar 
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grundsätzlich als sicher, bergen aber dennoch die Gefahr einer genomischen Integra-

tion und einer Insertionsmutagenese [73]. Die Verwendung von rekombinanten Prote-

inen oder nicht-integrativen viralen Vektoren wie Sendai Viren ist mit einem hohem 

Aufwand und Kosten bei der Herstellung und Aufreinigung der Proteine [199] bzw. mit 

einer Behandlung nach der Reprogrammierung zur Entfernung der replizierenden Vi-

ren verbunden [68, 200]. Die Verwendung von synthetischen RNAs bietet gegenüber 

diesen Methoden den Vorteil einer höheren Reprogrammierungseffizienz [73]. Auf 

Grund der transienten Eigenschaften führt die Transfektion mit mRNA jedoch nur zu 

einer vorübergehenden Expression der Proteine von 2-3 Tagen und muss daher täg-

lich wiederholt werden [73, 76]. Im Vergleich dazu kann mit der srRNA durch das Mit-

führen der Sequenz der nsP1-4 [87] die Proteinexpression mit einer einzigen Trans-

fektion über den gesamten Reprogrammierungszeitraum aufrechterhalten werden 

[86]. Verglichen mit mRNA ist die srRNA-basierte Reprogrammierung somit mit deut-

lich weniger Arbeitsaufwand, Kosten und zellulärem Stress verbunden und bietet zu-

sätzlich eine verbesserte Reprogrammierungseffizienz [73]. Der Einbau der srRNA mit 

der eGFP Sequenz erlaubte die Überwachung der Translation und somit der Trans-

fektionseffizienz unmittelbar nach der Transfektion. Der Einfluss verschiedener Para-

meter, wie beispielsweise die RNA Menge, verschiedene Transfektionsreagenzien und 

das eingesetzte Verhältnis dieser, können somit untersucht werden. Außerdem liefert 

die eGFP Expression erste Hinweise auf eine erfolgreiche srRNA-Degradierung nach 

dem Absetzen des IFN-Inhibitors durch den Rückgang der Fluoreszenzintensität.  

Wie bei anderen synthetischen RNAs, wird durch die Transfektion mit srRNA eine Typ-

I-IFN Immunantwort ausgelöst. Deshalb ist die Behandlung mit einem IFN-Inhibitor 

B18R erforderlich, um einen vorzeitigen Abbau der srRNA zu verhindern [73, 86, 201, 

202]. Nach dem Erscheinen erster iPSC-Kolonien kann der Entzug von B18R aus dem 

Medium zum gezielten Abbau und zur Eliminierung der srRNA verwendet werden, um 

rückstandsfreie iPSCs zu generieren [86, 201]. Neben dem Einsatz des rekombinanten 

Proteins B18R, konnte in weiteren Studien gezeigt werden, dass ebenfalls die Co-

Transfektion mit B18R mRNA sowie der Gabe von B18R konditioniertem Medium, das 

durch die Transfektion von Fibroblasten mit B18R mRNA hergestellt wird, die Typ-I-

IFN vermittelte Immunantwort nach der Transfektion mit Fremd-RNA inhibiert und die 

Expression der Reprogrammierungsfaktoren ermöglicht [75, 85, 86, 201, 203]. Durch 

dieses Verfahren könnten die Kosten für die Reprogrammierung weiter gesenkt wer-

den. Da die B18R Konzentration in dem konditionierten Medium jedoch stark von der 
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Translation und Sezernierung der transfizierten Zellen abhängt, muss die Menge, die 

bei der Reprogrammierung eingesetzt wird bei jeder Charge und für jede Zellart neu 

eingestellt werden.  

 

4.2 In vitro und in vivo Charakterisierung der REC-hiPSCs 

Die Fähigkeit zur Selbsterneuerung und zur Differenzierung in nahezu jegliche Zellart 

hat in der Regenerativen Medizin großes Interesse und Aufmerksamkeit der hiPSCs 

erregt. Eine Analyse von 186 pluripotenten Zelllinien ergab jedoch, dass diese, im Ver-

gleich zu nicht pluripotenten Zellen, häufiger zu chromosomalen Aberrationen neigen. 

Während hESCs hauptsächlich eine Vervielfachung von Chromosomen zeigten, wa-

ren bei hiPSCs eher Deletionen nachweisbar [204]. Um die Identität und Sicherheit der 

generierten hiPSCs zu bestätigen, wird somit eine ausführliche Charakterisierungspro-

zedur über mehrere Stufen empfohlen [205]. Eine initiale Charakterisierung der gene-

rierten hiPSCs erfolgte in vitro über den Nachweis Stammzell-spezifischer Proteine, 

die mit der Aufrechterhaltung der Pluripotenz und der Fähigkeit der Selbsterneuerung 

in Verbindung stehen, sowie über den Nachweis der Differenzierungsfähigkeit in die 

drei Keimbahnen (Mesoderm, Endoderm und Ektoderm). 

Um die Sicherheit der generierten hiPSCs auf chromosomaler Ebene zu untersuchen, 

wurde eine ausführliche Karyotypisierung durchgeführt. Hierbei konnten bei keiner der 

generierten Linien chromosomale Vervielfältigungen, Deletionen oder andere struktu-

relle Veränderungen festgestellt werden. Zusätzlich wurde die Abwesenheit der srRNA 

auf Nukleinsäure-Ebene in einer frühen Phase (Passage 3) der generierten hiPSCs 

untersucht. Die qRT-PCR (Quantitative reverse transcription polymerase chain reac-

tion)-Analyse mit spezifischen Primerpaaren, die für Sequenzen in den nsP2 und nsP4 

Region kodieren, zeigte keine Rückstände der srRNA im Vergleich zu unmittelbar mit 

srRNA transfizierten Zellen. Da es sich hierbei um eine äußerst sensitive Methode 

handelt, welche bereits sehr geringe Mengen detektieren kann [206], eignet sich diese 

besonders gut, um Rückstände in den generierten iPSCs zu detektieren. Ebenfalls 

deutet die Abnahme der c-Myc und Klf4 Expression auf einen Rückgang der srRNA im 

Zytoplasma hin. Obwohl die Expression dieser Proteine für die Reprogrammierung er-

forderlich ist, sollten sie nach der Reprogrammierung herunterreguliert werden, da eine 

dauerhafte Überexpression mit einer erhöhten Tumorgenese und der möglichen Ent-

stehung von Krebs in Verbindung gebracht wird [66, 207-209].  
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4.2.1 CAM Assay als alternative in vivo Methode zu immundefizienten 

Mäusen 

Trotz zahlreicher in vitro Charakterisierungsmethoden ist die spontane in vivo Bildung 

von Teratomen die beständigste Eigenschaft von iPSCs und wird deshalb immer noch 

als Goldstandard für den Nachweis der Pluripotenz angesehen [58]. Teratome sind 

gutartige Tumore, welche in vivo zu einem schnellen Wachstum und durch ihre pluri-

potenten Eigenschaften Zellen aus allen drei Keimbahnen enthalten können. 

Um in Bezug auf das 3R-Prinzip Tierversuche und das Leiden der Tiere zu verringern, 

wurde in dieser Arbeit die Anwendbarkeit des CAM-Assays als neues in vivo Modell 

für die Bewertung der Pluripotenz von hiPSCs getestet. Für die Analyse der explan-

tierten Teratome wurden neben Hämatoxylin und Eosin Färbungen immunhistochemi-

sche und -zytochemische Färbungen sowie Genexpressionsanalysen mittels qRT-

PCR angewendet. 

Die in vivo Teratombildung wird üblicherweise in immundefizienten Mäusen durchge-

führt. Hierbei werden gewöhnlich 15 bis 20 Mäusen im Alter von 6 bis 10 Wochen [58, 

210] die Stammzellen subkutan [211] oder intramuskulär [212] injiziert. Nach etwa 4 

bis 6 Wochen haben sich meistens deutlich sicht- und ertastbare Teratome gebildet 

[213]. Die Bildung des Teratoms ist hierbei jedoch häufig mit dem Leiden der Tiere 

verbunden und kann auf Grund der Größe und des Gewichts zu einer erheblichen 

eingeschränkten Beweglichkeit oder durch Schmerzen und Ängsten zu einem verän-

derten Verhalten oder einer eingeschränkten Futter- und Wasseraufnahme der Tiere 

führen [58]. 

Die CAM wird durch die Verschmelzung der mesodermalen Schicht der Allantois mit 

der mesodermalen Schicht des Chorions bis zum dritten Tag der Entwicklung des Hüh-

nerembryos gebildet [214, 215]. Die stark vaskularisierte CAM stellt eine optimale Um-

gebung für die Zelltransplantation dar und kann die applizierten Zellen ausreichend 

versorgen [216]. Ein ethischer Vorteil gegenüber immundefizienten Mäusen besteht 

darin, dass die CAM nicht innerviert ist, wodurch keine Schmerzen oder Beeinträchti-

gungen für den Embryo entstehen [214] und die 3R-Prinzipien („Reduction, Replace-

ment, Refinement“) umgesetzt werden können [217]. Außerdem ist durch die natürli-

che Immundefizienz der CAM die Transplantation von Artfremden (xenogenen) Zellen 

möglich, ohne dass die Zellen abgestoßen werden.  
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Für den Test auf Eignung des CAM-Assays als alternatives in vivo Modell zur Teratom-

bildung in immundefizienten Mäusen wurde die CAM befruchteter Hühnereier so frei-

präpariert, dass die Hühnereier nach der Applikation der hiPSCs weiter bebrütet wer-

den konnten. Die Inkubation der implantierten hiPSCs für 9 bis 10 Tage war hierbei 

ausreichend, um charakteristische Gewebestrukturen aller drei Keimschichten nach-

weisen zu können. Das etablierte CAM-Modell ist somit deutlich kostengünstiger und 

weniger zeitaufwändig als die Nagetiermodelle.  

Obwohl der CAM-Assay mehrere Vorteile gegenüber dem in vivo Mausmodell hat, hat 

diese Methode den Nachteil, dass die Brutdauer der Küken auf 21 Tage limitiert ist. 

Da die CAM erst an Tag 3 bis 4 der Bebrütung gebildet wird und erst ab Tag 7 eine 

ausreichende Vaskularisierung für die Nährstoffversorgung der Zellen vorhanden ist, 

sollte die Inkubationszeit auf maximal 12 Tage ausgedehnt werden. Im Gegensatz 

dazu wird die Teratombildung bei Mäusen etwa 4 bis 6 Wochen lang durchgeführt [58]. 

Durch eine weitere Verlängerung der Inkubationszeit kann die Größe oder die Gewe-

bereifung des Teratoms erhöht werden. Daher muss davon ausgegangen werden, 

dass die Gewebestrukturen, die sich in den Teratomen auf der CAM bilden, weniger 

ausgereift sind als die in Mäusen mit einer deutlich längeren Wachstumsphase. Den-

noch konnte durch die Detektion von Gewebearten der drei Keimbahnen gezeigt ge-

zeigt werden, dass der CAM-Assay geeignet ist. Die Robustheit der Methode wurde 

durch die erfolgreiche Teratombildung drei verschiedener hiPSC-Linien, die aus RECs, 

NuFFs (Human newborn foreskin fibroblasts) oder JPCs abstammen, nachgewiesen.  

Neben der Inkubationszeit spielt die verwendete Zellzahl eine entscheidende Rolle bei 

der erfolgreichen Teratombildung. 1 x 106 PSCs pro Injektion sind eine gängige Zell-

menge im Nagermodell [58]. Da die Wachstums- und Differenzierungsrate je nach 

pluripotenter Stammzell-Linie variieren kann, kann eine Anpassung der Zellzahl an die 

jeweilige Zelllinie erforderlich sein [58]. So führte die Erhöhung der hiPSC Anzahl von 

0,5 x 106 auf 2 x 106 hiPSCs in dem hier etablierten CAM-Assay zu einer Steigerung 

der Teratombildungseffizienz von 30% auf 70%. Mit der weiteren Erhöhung auf 4 x 106 

Zellen konnten auf allen CAMs Teratome detektiert werden. Die Verwendung von 2 x 

106 hiPSCs war jedoch bereits ausreichend, um allen drei Keimbahnen in den explan-

tierten Teratomen mittels H&E Färbung, spezifischer Antikörperfärbung (Immunhisto-

chemie & Immuncytochmie) sowie durch den Nachweis der Expression mittels qRT-

PCR nachzuweisen. Das etablierte CAM-Assay Modell bietet sich somit als Zeit- und 
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kostengünstige Alternative zu immundefizienten Mäusen zur in vivo Bestätigung der 

Differenzierungsfähigkeit von neu generierten hiPSC-Linien an. Eine Abwandlung 

diese Methode kann zusätzlich für die Überprüfung von Differenzierungsprotokollen 

auf verbliebene hiPSCs angewendet werden.  Die Implantation von verbleibenden, 

nicht vollständig ausdifferenzierten hiPSCs kann zur Bildung von Teratomen führen 

und muss für den klinischen Einsatz durch eine effiziente Differenzierung oder Sepa-

rationsschritte verhindert werden. Die Entstehung von atypischem Gewebe nach der 

Transplantation und Inkubation von ausdifferenzierten Zellen auf der CAM, würden 

hierbei auf verbliebene hiPSC und eine unvollständige und nicht ausreichende Diffe-

renzierung bzw. Separation für eine klinische Anwendung hindeuten.  

4.3 Differenzierung und Verabreichung von hiPSCs-abgeleiteten 

Kardiomyozyten 

Nach der erfolgreichen Reprogrammierung von RECs zu sicheren und rückstands-

freien hiPSCs mittels srRNA wurden die hiPSCs zu Kardiomyozyten differenziert. Der 

Fokus liegt hierbei auf der Regeneration von geschädigtem Myokard nach einem Herz-

infarkt, um Folgeerkrankungen, die mit einer eingeschränkten Kontraktilität einherge-

hen, zu reduzieren. Hierfür ist neben der Expression kardialer Proteine und der Aus-

bildung von funktionellen Sarkomeren die elektromechanische Kopplung der Zellen 

von großer Bedeutung. In einer früheren Studie konnte bereits gezeigt werden, dass 

die elektromechanische Reizweiterleitung von hiPSC-abgeleiteten Kardiomyozyten 

ebenso wie im Myokard über „gap junctions“ und dem anschließenden schlagartigen 

Einstrom von Ca2+-Ionen, die im sarkoplasmatischem Retikulum und dem Extrazellu-

lärraum gespeichert sind, stattfindet [218]. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass die 

Erregungsweiterleitung bei funktionalen hiPSC-abgeleiteten Kardiomyozyten, durch 

die pharmakologische Modulation der Calciumkanäle beeinflusst werden kann [219]. 

In dieser Arbeit konnten bereits 7 Tage nach Beginn der Differenzierung erste spontan 

kontrahierende Zellen detektiert werden. Im weiteren Verlauf der Differenzierung kam 

es zur Synchronisierung einzelner kontrahierender Bereiche und letztlich zur Ausbil-

dung kontraktiler Einheiten bis hin zu einer einzelnen kontraktilen Einheit über das ge-

samte Kulturgefäß. Die elektromechanische Kopplung und die Ausbildung eines 

Synzytiums konnte durch die Oszillation der Kontraktion sowie durch die fluoreszenz-

basierte Detektion des pulsierenden Calciumeinstroms nachgewiesen werden.  
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Zusätzlich konnte das Ansprechen auf die gängigen Calciumkanal-Modulatoren Nifedi-

pin und Isoproterenol/Isoprenalin nachgewiesen werden. Bei Nifedipin handelt es ich 

um einen Calciumkanalantagonisten, der zur Blockade des Ca2+ Einstroms und somit 

zur Verringerung der Kontraktilität der Kardiomyozyten im Herzen führt [220]. Isop-

renalin ist dagegen ein Adrenalin-Abkömmling und ein β-Adrenozeptor-Agonist, der im 

Herzen zu einem verstärkten Einstrom von Ca2+ Ionen führt. Dadurch wird der Schwel-

lenwert des Aktionspotentials schneller erreicht, was wiederum eine erhöhte Kontrak-

tilität und Schlagfrequenz der Kardiomyozyten zur Folge hat [221, 222]. Bei der phar-

makologischen Modulation der hiPSC-Kardiomyozyten mit Isoprenalin konnte vor dem 

Erreichen eines Plateaus eine konzentrationsabhängige Steigerung der Schlagfre-

quenz festgestellt werden. Im Gegensatz dazu führte die Behandlung der hiPSC-ab-

geleiteten Kardiomyozyten mit Nifedipin ab einer Konzentration von 0,1 µM zu einer 

kompletten Inhibierung der spontanen Kontraktionen, die jedoch nach Absetzen des 

Medikaments wieder einsetzte. Mit der Ausbildung eines Synzytiums sowie dem An-

sprechen auf gängige Calciumkanal-Modulatoren konnte somit die elektromechani-

sche Funktionalität aus REC-hiPSCs ausdifferenzierten Kardiomyozyten nachgewie-

sen werden. 

Die klinische Anwendung der generierten Kardiomyozyten zur Reparatur von geschä-

digtem Herzgewebe erfordert jedoch neben der Funktionalitätsprüfung die Produktion 

einer reinen Kardiomyozyten-Kultur im großen Maßstab. Um vollständig ausdifferen-

zierte Kardiomyozyten-Kulturen zu erhalten, kann auf eine Positiv- oder Negativselek-

tion zurückgegriffen werden. Hierzu können die generierten Kardiomyozyten über 

Oberflächenrezeptoren wie SIRPα (Signal-regulatory protein α) [223], mit Fluoropho-

ren oder mit magnetischen Beads funktionalisierten Antikörpern markiert und mittels 

FACS (Fluorescent activated cell sorting) [223] oder MACS (Magnetic assisted(acti-

vated-cell sorting) [224] von nicht-Kardiomyozyten separiert werden (= Positivselek-

tion). Ob die Antikörpermarkierungen jedoch einen Einfluss in klinischen Anwendun-

gen haben können, ist bislang nicht vollständig geklärt. Alternativ können die Kardio-

myozyten mit Hilfe eines nicht Glucose-haltigen Mediums mit Lactat angereichert wer-

den. Glukose ist für die meisten Säugetierzellen die Hauptenergiequelle. Sie wird wäh-

rend der Glykolyse über Glucose-6-Phosphat zu Pyruvat und/oder Laktat umgewan-

delt, wobei geringe Mengen Energie frei werden. Das Pyruvat wird anschließend in 

den Mitochondrien im Citratzyklus durch oxidative Phosphorylierung zur hauptsächli-

chen Energiegewinnung umgesetzt. Kardiomyozyten sind dagegen in der Lage neben 
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Glukose auch Fettsäuren und Laktat durch die oxidative Phosphorylierung zur Ener-

giegewinnung heranzuziehen [225, 226]. Durch die Kultivierung von Kardiomyozyten 

in lactathaltigem Medium ohne Glucose, können somit nicht differenzierte Zellen und 

nicht-Kardiomyozyten eliminiert werden (= Negativselektion) [227]. Im Rahmen dieser 

Arbeit konnte mit der Selektion über 4 bis 6 Tage in einem Lactat-haltigen Medium 

ohne Glucose eine nahezu reine Kardiomyozyten-Kultur generiert werden, die etwa zu 

90 % kardiales Troponin exprimierten.  

Eine weitere Methode, die auf der gezielten Stimulation der Proliferation von Kardio-

myozyten basiert, wurde aktuell von Buikema und Kollegen präsentiert [112]. Mit dem 

Ablösen und Aussäen der Kardiomyozyten in einer geringen Zelldichte (~10.000/cm²) 

und der Zugabe des GSK-3 Inhibitors CHIR99021 konnten die Ausreifung unterbro-

chen und die hiPSC-Kardiomyozyten zur verstärkten Proliferation angeregt werden 

[112, 228]. Über mehrere Passagen hinweg können so fast reine Kardiomyozyten-Kul-

turen (>92 % α-Actinin positiv) generiert werden [228]. Zusätzlich kann hierdurch eine 

Expansion der Kardiomyozyten-Kultur von bis zu 30.000 % über 5 Passagen erreicht 

werden [112]. Da es sich hierbei um eine reversible Modulation verschiedener Signal-

wege handelt, können mit dem Entzug von CHIR99021 die proliferationsfördernden 

Signalwege abgeschaltet und die Ausreifung der Kardiomyozyten fortgesetzt werden 

[112]. Dies erlaubt die massive Generierung funktionaler Kardiomyozyten, die je nach 

Einsatzgebiet mit einer spezifische Subdifferenzierung zu nodalen, atrialen oder ventri-

kulären Kardiomyozyten in Ihrer Funktionsweise an das Zielgewebe angepasst werden 

können [229, 230].  

4.3.1 Wasserstrahl-basierte Injektion von Kardiomyozyten 

Im weiteren Verlauf dieser Forschungsarbeit wurde eine neuartige Wasserstrahl-ba-

sierte Injektionsmethode für die Anwendung von hiPSC-Kardiomyozyten ex vivo in 

Schweineherzen untersucht. Das aus der Wasserstrahlchirurgie abgeleitete System 

wurde erstmals von Jäger und Kollegen für die schnelle und präzise Injektion von 

MSCs in den Schließmuskel beschrieben [231]. Die Verwendung von zwei unmittelbar 

nacheinander geschalteten Wasserstrahlen mit unterschiedlich einstellbaren Drücken 

ermöglicht das nerven- und blutgefäßschonende Eröffnen des Gewebes und unmittel-

bar im Anschluss die großflächige Verteilung der Zellen im Gewebe.  

Für die Stammzell-basierte Regeneration von geschädigtem kardialem Gewebe wur-

den bereits verschiedene Methoden, wie beispielsweise die intravenöse Infusion [232], 
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die Perfusion über die Herzarterien [233] oder Mehrfachinjektionen in das Myokard 

[234] getestet. Bei der Verabreichung von pluripotenten Stammzellen-abgeleiteten 

Kardiomyozyten stellt die intramyokardiale Injektion mit einer einzelnen Kanüle die 

häufigste Verabreichungsmethode dar [154, 234-236]. Trotz des häufigen Einsatzes 

bringt die Injektion über einzelne Kanülen eine Reihe von Nachteilen mit sich. Während 

kleine Kanülen auf Grund höherer Scherspannungen und Drücke, die während der 

Injektion erzeugt werden, zu einem höheren Verlust der Viabilität der Kardiomyozyten 

führen können, bergen Kanülen mit einem größeren Durchmesser dagegen ein erhöh-

tes Risiko für Gewebe- und Blutgefäßverletzungen und den Rückfluss der Zellen ent-

lang des Penetrationsweges [170, 237]. Zusätzlich konnten mehrere klinische Studien 

zeigen, dass bei einem Myokardinfarkt etwa 16 bis 21 % des gesamten linken Ventri-

kels betroffen sind [238-240]. Für eine effiziente Regeneration des betroffenen Gebiets 

und die Wiederherstellung der Funktionsfähigkeit ist daher eine starke räumliche Ver-

teilung der injizierten Zellen notwendig. Die Injektion mit einer einzelnen Kanüle setzt 

daher Mehrfachinjektionen voraus. Für eine Studie in Makakenaffen wurden beispiels-

weise bis zu 15 Injektionen vorgenommen, um eine ausreichende Verteilung der Kar-

diomyozyten im Myokard zu erreichen [154, 235]. Eine alternative Injektionsvorrich-

tung, bestehend aus sechs 23 G Kanülen, mit jeweils zwei zusätzlichen seitlichen Boh-

rungen, wurde von Tabei und Kollegen entwickelt [241]. Bei der Injektion von aus 

hiPSC gewonnenen Kardiomyozyten-Sphäroiden in das Myokard von Schweinen 

konnte unter Verwendung der Injektionsvorrichtung im Vergleich zu einer einzelnen 23 

G Kanüle die Retentionsrate von 17 % auf 48 % gesteigert werden.  

In dieser Arbeit wurde eine 27 G Kanüle als Referenz verwendet, was im mittleren 

Bereich der in der Literatur eingesetzten Kanülen (23 bis 29 G) liegt  [154, 234-236, 

241]. Wie bereits bei Tabei und Kollegen [241], führte die Einzelinjektion mit einer 27 

G Kanüle bei den ex vivo Versuchen in Schweineherzen auch in unserer Studie zu 

einer lokal begrenzten Verteilung der hiPSC-Kardiomyozyten. Im Gegensatz dazu 

konnte mit dem neuen Wasserstrahlsystem eine bessere Verteilung sowohl bei den 

mit Eisenoxid beschichteten Mikropartikeln im MRT als auch bei den fluoreszenzmar-

kierten Kardiomyozyten bei der Auswertung im IVIS (In vivo imaging system) detektiert 

werden. Auffällig war, dass mit der Einstellung E60 für den Penetrationsstrahl tenden-

ziell eine etwas breitere Verteilung der Kardiomyozyten im Myokard beobachtet wer-

den konnte, wogegen die Einstellung E80 zu einer Kanalbildung und einer eher weni-

ger breiten Verteilung führte.  
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Ebenso auffällig war bei der Analyse der fluoreszenzmarkierten Kardiomyozyten, die 

mit der 27 G Kanüle injiziert wurden, die signifikant stärkere Verteilung über die Herz-

kranzgefäße im Vergleich zu der Injektion mit dem Wasserstrahlsystem. Ähnliche Er-

gebnisse konnten ebenfalls bei parallel zu dieser Studie laufenden in vivo Versuchen 

von Linzenbold und Kollegen nach der Injektion von MSCs in den Schließmuskel von 

Schweinen festgestellt werden [242]. Während die Wasserstrahl-basierte Injektion zu 

einer präzisen und weiträumigen Verteilung der Zellen führte, konnten bei drei von vier 

Schweinen, die mit einer Williams Nadel (~23 G) injiziert wurden, keine oder an uner-

wünschten Stellen Zellen gefunden werden.  

Auf die Anwendung im Herzen bezogen, kann eine mechanische Verletzung der Blut-

gefäße bei der Applikation von Kardiomyozyten in vivo zur Verteilung von Kardiomy-

ozyten über die Koronararterien führen [242]. Durch Bildung von Zellaggregaten kann 

es anschließend zum Verschluss der Gefäße und zu einer erneuten Ischämie im Her-

zen kommen. Zusätzlich geht durch die mechanische Verletzung des gesunden Herz-

muskelgewebes die Gefahr einer Verstärkung der in Folge des Myokardinfarktes auf-

treten Entzündungsreaktionen aus, was zu einem erhöhten Risiko von Herzrhythmus-

störungen führen kann [243].  

Neben dem Verlust der Funktion können Zellen, die bei der Injektion beschädigt wer-

den, ebenso Auslöser von Entzündungsreaktionen sein. Die Viabilität und Zellwieder-

findung stellt somit ein kritisches Maß für die Beurteilung der Injektionsmethode dar. 

Verglichen mit der 27 G Kanüle mit einem Durchmesser von etwa 400 µm, besitzt die 

Düse des Wasserstrahl-Systems ausschließlich einen Durchmesser von 150 µm. 

Dadurch bewegen sich die Zellen im Wasserstrahlsystem schneller und reagieren 

demzufolge empfindlicher auf Scherspannung. Die Viabilität der Kardiomyozyten 

hängt somit bei dem Wasserstrahlsystem maßgeblich vom Injektionsdruck ab. Der in 

vitro Vergleich von drei verschiedenen Drücken (E5, E10 und E20) beim Injektions-

strahl zeigte, dass das Wasserstrahlsystem zunächst keinen bzw. nur einen geringen 

Einfluss auf die Viabilität der Zellen hat im Vergleich zur Injektion mit einer 27 G Kanüle 

hat. Bei der Zellwiederfindung konnte jedoch mit der Einstellung E20 vermutlich durch 

die bei der Injektion auftretenden Scherkräfte eine deutliche Abnahme der Zellwieder-

findung detektiert werden.  

Das Wasserstrahl-System eignet sich somit grundsätzlich zur gewebe- und blutgefäß-

schonenden Injektion von Zellen. Jedoch muss der Injektionsdruck auf die jeweiligen 
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Zellen und das Zielgewebe abgestimmt werden, um die initiale Schädigung der zu ap-

plizierenden Zellen sowie weitere Entzündungsreaktionen des Gewebes zu vermei-

den. Ebenso sollten der Druck und das Volumen des Penetrationsstrahls auf das je-

weilige Gewebe abgestimmt werden. Bei einem zu hohen Injektionsvolumen kann der 

Druck des umliegenden Gewebes zu groß werden, so dass die Zellsuspension nach 

der Injektion aus dem Myokard gedrückt wird. Weitere Untersuchungen mit höheren 

Fallzahlen sollten deshalb zur Ermittlung der idealen Einstellungen durchgeführt wer-

den.  

Die Verabreichung der hiPSC-Kardiomoyzyten wurden in dieser Arbeit sowohl bei der 

Verwendung des Wasserstrahl-Systems als auch bei der Injektion über die Kanüle am 

Epikard durchgeführt. In vivo wird die epikardiale Injektion in der Regel am offenen 

Herzen bei einer Thorakotomie während eines künstlich herbeigeführten Herzstill-

stands [244] oder bei einer seitlichen Minithorakotomie [245] durchgeführt. Da es sich 

hierbei um medizinisch aufwendige und invasive Eingriffe handelt, sind diese mit ei-

nem beträchtlichen Risiko und möglichen Komplikationen verbunden. Mit Katheter-ge-

stützten Methoden, wie der endokardialen [246-248] oder der intrakoronaren [233, 

249-251] Injektion, stehen auch weniger invasive Methoden für die Zellapplikation zur 

Verfügung. Das neuartige Wasserstrahl-basierte Zellinjektionssystem ist neben der in 

dieser Arbeit gezeigten epikardialen Verabreichung ebenso für eine endokardiale als 

auch eine intrakoronare Verabreichung geeignet und könnte damit die Zelltransplan-

tation in Zukunft präziser, weniger invasiv und belastend für den Patienten machen. 

 

4.4 Besiedelung und osteogene Differenzierung von JPCs auf β-TCP 

Scaffolds    

Die Regenerative Medizin stellt mit der Reparatur von kleinen und großen Knochen-

defekten ein zentrales Forschungsgebiet im Bereich der Mund-, Kiefer- und Gesichts-

chirurgie dar. Durch den Einsatz von autologen MSCs wird versucht, biologische Pro-

zesse, die während der Embryogenese ablaufen, zu imitieren und somit eine gestei-

gerte Knochenregeneration zu erreichen [252]. Die MSCs, die in der Knochenregene-

ration zur Anwendung kommen, stammen meist aus dem Knochenmark [253, 254] 

oder dem Zahn- und Kiefergewebe [28, 255]. Während die Isolierung von MSCs aus 

dem Knochenmark ein invasiver und schmerzhafter Eingriff für den Patienten ist und 

auf Grund der sehr geringen Menge an MSCs im Knochenmark (~0,001–0,01%) meist 
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nicht ausreichend genug Zellen für einen erkennbaren osteogenen Effekt gewonnen 

werden können [256, 257],  sind JPCs im Kieferperiost leichter zugänglich und zeigen 

zudem ein sehr gutes osteogenes Differenzierungspotential [131, 132].  

Bei Knochendefekten die eine kritische Größe überschreiten, reicht dagegen die Ver-

abreichung von MSCs allein meist nicht aus. Um in Zukunft auch die Regeneration von 

größeren Knochendefekten zu ermöglichen, wurde in dieser Arbeit zunächst die Kulti-

vierung von JPCs auf β-TCP-Gerüsten und die anschließende Differenzierung zu os-

teogenen Progenitorzellen untersucht. Mit β-TCP als Biomaterial kann die Knochen-

struktur imitiert werden, um eine Umgebung zu schaffen, die der physiologischen Um-

gebung im Körper ähnelt und eine Ansiedlung von Knochenzellen und die Regenera-

tion von gesundem Knochengewebe fördert. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass 

durch die physiologische Degradierung von β-TCP nach der Implantation anorgani-

sches Material wie Kalzium- (Ca2+) und Phosphationen (PO4
2-) freigesetzt wird, die die 

Differenzierung in Osteoblasten ähnlichen Zellen und die Mineralisierung bei der Kno-

chenregeneration nachweislich unterstützen [137]. Eine Beschichtung der Biomateria-

lien mit Polymeren wie PLGA kann zudem die mechanische Stabilität bei größeren 

Knochendefekten erhöhen und zu einer verstärkten Zelladhäsion beitragen [138]. Dar-

über hinaus kann durch Modifikation der PLGA-Beschichtung mit Wachstums- 

und/oder Differenzierungsfaktoren die Biofunktionalität sowie die Vaskulogenese und 

Angiogenese des Knochenersatzes verbessert werden [258, 259]. 

Die Beschichtung der β-TCP Gerüste führte in dieser Studie zu einer glatteren und 

weniger porösen Struktur im Vergleich zu den unbeschichteten β-TCP-Gerüsten. Da 

die Porengröße und die Makro- und Mikroporosität wichtig für die osteogene Differen-

zierung sind [253], kann die osteogene Differenzierung dadurch positiv oder negativ 

beeinflusst werden. Eine Analyse der Viabilität über den Zellmetabolismus zeigte ge-

ringe, aber dennoch signifikante Schwankungen zwischen PLGA beschichteten und 

unbeschichteten Gerüsten. Insbesondere bei der osteogenen Differenzierung konnten 

diese über die Differenzierungsdauer von 13 Tagen ausgeglichen werden. Ebenso 

zeigten die REM Aufnahmen sowohl bei den PLGA-beschichteten als auch bei den 

unbeschichteten β-TCP Gerüsten eine gleichmäßige und fast vollständige Zellbesie-

delung der Gerüste an Tag 15. Um das osteogene Differenzierungspotential der JPCs 

auf den verschieden behandelten Gerüsten zu testen, wurden diese für 15 Tage ent-
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weder im Standard JPC-Kulturmedium oder im osteogenen Induktionsmedium kulti-

viert. Bei dem osteogenen Differenzierungsmedium wurde hierbei auf die gängigen 

osteogenen Differenzierungstreiber Dexamethason-, Ascorbinsäure- und β-Glycero-

phosphat zurückgegriffen. Die signifikant erhöhte Expression und Aktivität von ALPL 

(Alkaline phosphatase L) sowie die erhöhten Hydroxylapatit-Ablagerungen (Minerali-

sierung) bestätigten hierbei die erfolgreiche osteogene Differenzierung. Die hier durch-

geführten Analysen der ALP-Genexpression und ALP-Aktivität deuten darauf hin, dass 

die Kultivierung von JPCs auf der PLGA-Beschichtung zu einer verstärkten osteoge-

nen Zelldifferenzierung führt.  

 

4.4.1 Einfluss von zellbesiedelten Biomaterialien auf die Hämostase 

Während der Transplantation der generierten Knochen-Gerüste kommt es beim Pati-

enten durch den Eingriff zu Gewebeverletzungen und somit zu direktem Blutkontakt. 

Je nach Biomaterial und Oberflächeneigenschaften kann dies durch die Absorption 

von Proteinen und Zellen zur Aktivierung der Thrombozyten und Leukozyten sowie zur 

Einleitung der Gerinnung führen [260]. Durch diese primären Schritte bildet sich eine 

provisorische Matrix, die die späteren Reaktionen des Wirts auf die Implantate beein-

flusst. Neben dem Gerüstmaterial können auch die auf den Gerüsten ausgesäten Zel-

len einen Einfluss auf die Hämokompatibilität bzw. die Hämostase haben.  

Um mögliche Interaktionen bei einer zukünftigen klinischen Anwendung abschätzen 

zu können, wurde nach dem Nachweis der erfolgreichen Besiedelung und der osteo-

genen Differenzierung der JPCs auf den PLGA-beschichteten und unbeschichteten β-

TCP-Gerüsten der Kontakt der zellbesiedelten Gerüste (nativ und osteogen induziert) 

mit humanem Vollblut nachgestellt und die Aktivierungsmarker analysiert. Die Ver-

suchsplanung und -durchführung erfolgte hierbei gemäß ISO 10993-4 für die biologi-

sche Beurteilung von Medizinprodukten in Kontakt mit Blut.  

Die Inkubation von PLGA-beschichteten oder unbeschichteten β-TCP-Scaffolds mit 

frischem Vollblut zeigte weder bei nativen noch bei osteogen induzierten JPCs eine 

Verringerung der Blutzellzahl im Vergleich zu den Kontrollproben ohne Scaffolds. Au-

ßerdem konnten weder Hinweise auf Entzündungsreaktionen (PMN-Elastase), noch 

eine Aktivierung des Komplementsystems (SC5b-9) oder eine Aktivierung von Throm-
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bozyten (β-TG) festgestellt werden. Die Analyse der Aktivierung des Gerinnungssys-

tems über den TAT-Komplex zeigte dagegen erhöhte Werte bei zellbesiedelten β-

TCP-Gerüsten, unabhängig von der Behandlung. Die Aktivierung der Gerinnungs-

kaskade führt zur Bildung von Thrombin und anschließend zur Bildung eines Fibrin-

netzwerkes. REM-Analysen bestätigten die Aktivierung des Gerinnungssystems über 

die Bildung eines Fibrinnetzwerks mit eingeschlossenen Erythrozyten auf der Oberflä-

che der mit Zellen besiedelten β-TCP-Gerüsten. Im Gegensatz dazu waren bei den 

Gerüsten ohne Zellen keine Fibrinnetzwerke und zudem Erythrozyten-Ablagerungen 

ausschließlich in den Hohlräumen der Gerüste nachweisbar. 

Das Gerinnungssystem kann über den intrinsischen Weg der Kontaktaktivierung oder 

den extrinsischen Weg über TF aktiviert werden [184]. In früheren Studien konnte be-

reits festgestellt werden, dass nach intravenöser Applikation bei Mäusen [261] und 

intramyokardialer Applikation bei Schweinen [262] aus menschlichem Knochenmark 

und parodontalem Ligament gewonnen MSCs zu thromboembolischen Ereignissen 

kommen kann. Eine intensive Untersuchung einer weiteren Studie ergab, dass die 

thromboembolischen Komplikationen mit der starken Expression von TF von MSCs 

zusammenhängen und somit eine Aktivierung des Gerinnungssystems über den 

extrinsischen Aktivierungsweg auslösen können [263]. 

Bei einer möglichen klinischen Anwendung kommt es beim Freipräparieren der Im-

plantationsstelle zur Verletzung des vaskularisierten Gewebes und somit zum Blutkon-

takt des Knochen-Gerüsts. Durch die Aktivierung des Gerinnungssystems wird sofort 

eine provisorischen Matrix ausgebildet. Das darin enthaltene Plasmafibronektin kann 

dabei die Zelladhäsion über Integrin-Rezeptoren fördern. Dadurch werden die Migra-

tion und Adhäsion verschiedener Zelltypen, wie Fibroblasten und Endothelzellen, sti-

muliert. Zusätzlich fördert die gebildete Matrix die Adhäsion und Aktivierung von 

Thrombozyten. Aktivierte Thrombozyten, die in der provisorischen Matrix eingeschlos-

sen sind, können verschiedene Wachstumsfaktoren freisetzen, wie PDGF (Platelet-

derived growth factor), VEGF (Vascular endothelial growth factor), bFGF (Basic fib-

roblast growth factor)und TGF-β (Transforming growth factor-β), die zur Rekrutierung 

von Fibroblasten, Endothelzellen und Immunzellen führen [264]. Die rekrutierten En-

dothelzellen können durch Einwachsen in das Gerüst und durch auslösen angiogene-

tischer Prozesse zur Vaskularisierung des Gerüsts beitragen. Die zeitnahe Gefäßneu-
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bildung, die die Versorgung der Knochen-Konstrukte mit Sauerstoff und anderen Nähr-

stoffen sicherstellt, ist eine entscheidende Komponente für die Integration der Gerüste 

in das umliegende Gewebe und ein zentraler Punkt für die rasche Knochenheilung 

[265]. Die Aktivierung der Blutgerinnung durch JPC-besiedelte β-TCP Gerüste könnte 

somit im Vergleich zu JPC-freien Gerüsten die Neovaskularisierung und die Heilungs-

reaktionen weiter fördern, was zu einer beschleunigten Knochenregeneration führen 

kann. 
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5 Ausblick 

In dieser Arbeit gelang es, mittels srRNA rückstandsfreie hiPSCs aus RECs herzustel-

len und diese zu funktionalen Kardiomyozyten zu differenzieren. Mit der Abwandlung 

des CAM-Assays konnte zudem eine Alternative in vivo Methode zur Teratombildung 

in Nagetieren zur Bestimmung der Pluripotenz von hiPSCs etabliert werden. Im An-

schluss an die erfolgreiche Charakterisierung der hiPSC-Kardiomyozyten konnten mit 

den ex vivo Versuchen zur wasserstrahlbasierten Applikation der hiPSC-Kardiomyozy-

ten vielversprechende Daten zu dem Injektionssystem gesammelt werden. Damit 

konnte die Grundlage für eine gewebe- und blutgefäßschonende Injektion von Kardio-

myozyten zur Regeneration des Herzmuskels nach einem Myokardinfarkt gelegt wer-

den. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass neben Biomaterialien, die häufig im 

Knochen Tissue Engineering eingesetzt werden, auch Zellen wie MSCs bzw. JPCs 

beim Kontakt mit Blut die Hämostase und somit möglicherweise die Knochenheilung 

beeinflussen können.  

Bevor eine therapeutische Anwendung von Stammzellen bzw. aus Stammzellen ge-

nerierter Zellen am Patienten stattfinden kann, muss die Sicherheit und Wirksamkeit 

dieser Zellen in vivo untersucht werden. Insbesondere die Reprogrammierung von so-

matischen Zellen zu hiPSCs ist mit einer ausführlichen in vitro und in vivo Charakteri-

sierung verbunden. Mit der Abwandlung des CAM-Assays als in vivo Nachweis für die 

Pluripotenz von PSCs, steht zukünftig eine kostengünstige und schnelle in vivo Me-

thode zur Verfügung, die den Anforderungen der 3R-Regel (Replacement, Reduction 

und Refinement) zur Reduktion von Tierversuchen und Tierleid gerecht wird. 

Um die Sicherheit, der aus den Stammzellen differenzierten Zellen zu erhöhen, kann 

eine Separierung nach Oberflächenmolekülen durchgeführt werden. Hierbei können 

durch FACS- oder MACS-gestützte Systeme oder durch die Kombination verschiede-

ner Verfahren die generierten Zellen weiter angereichert werden. Zudem kann durch 

das Einbauen von Selektionsverfahren in den Differenzierungsprozess die Wahr-

scheinlichkeit von Rückständen und somit die Wahrscheinlichkeit einer Teratombil-

dung nach der Transplantation deutlich verringert werden. Durch weitere Fortschritte 

in der Erforschung molekularer Mechanismen der Embryonalentwicklung kann die 

Funktionalität der generierten Zellen weiter spezialisiert werden, wie beispielsweise 

durch eine Subdifferenzierung der hiPSC-Kardiomyozyten zu nodalen, atrialen oder 
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ventrikulären Kardiomyozyten. Somit kann die Differenzierung auf den jeweiligen Ein-

satzort abgestimmt und Risiken können minimiert werden.  

Weiterhin ist für den erfolgreichen Einsatz von Stammzellen in der Regenerativen Me-

dizin die Art der Applikation von großer Bedeutung, um die Zellen effektiv und scho-

nend an den gewünschten Ort im Körper einzubringen. Für die Applikation von Zellen 

im Herzen kann die wasserstrahlbasierte Methode mit ihrer großflächigen und ge-

webe- und blutgefäßschonenden Zellinjektion entscheidende Vorteile gegenüber der 

Injektion mit Kanülen aufweisen. Jedoch sollten die Ergebnisse mit weiteren Versu-

chen und der Evaluation der Injektionsparameter im in vivo Großtier-Modell bestätigt 

werden. Eine Alternative zu zellbasierten Ansätzen zur Myokardregeneration stellt die 

Applikation von kleinen biologisch aktiven Molekülen, von Wachstumsfaktoren und 

bzw. oder verschiedenen RNAs dar. Hierbei könnte die wasserstrahlbasierte Injektion 

mit ihrer weiträumigen Verteilung ebenfalls deutliche Vorteile gegenüber herkömmli-

chen Methoden bieten. Zusätzlich könnte durch einen minimalinvasiven Katheter-ge-

stützten Zugang des Wasserstrahl-Systems die Applikation von Zellen oder biologisch 

aktiver Moleküle über die Koronararterien oder über das Endokard ermöglicht werden. 

Dadurch könnte die Applikation vereinfacht und die Belastung für den Patient deutlich 

verringert werden.  

Stammzellbasierte Anwendungen stellen somit einen vielversprechenden Ansatz für 

die Regenerative Medizin dar. Je nach Anwendungsgebiet stehen hierzu auch heute 

schon unterschiedliche Applikationswege (Zellsuspensionen oder Biomaterialien) zur 

Verfügung. Mit dem weiteren Fortschritt der Technologien, wie beispielsweise dem 3D-

Bioprinting, könnte in der Zukunft mit autologen Zellen eine auf den Patienten abge-

stimmte Regeneration von geschädigtem Gewebe bis hin zum Ersatz von Teilen oder 

ganzen Organen stattfinden und die Heilung von bisher nicht behandelbaren Erkran-

kungen ermöglichen.  
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