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Zusammenfassung

Die Regenerative Medizin ist eines der vielversprechendsten Forschungsgebiete fur
die zukinftige Behandlung von Krankheiten, fur die bisher noch keine oder nicht aus-
reichende Behandlungsmadglichkeiten zur Verfigung stehen. Ziel der regenerativen
Medizin ist, einen durch Krankheit oder Gendefekt ausgeldsten Funktionsverlust von
einzelnen Zellen, Geweben oder ganzen Organen zu kompensieren oder ganzlich 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 gewdahrleistet. 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 Mdglichkeit aus soma-
tischen Zellen iPSCs (Induced pluripotent stem cells) zu generieren, hat eine nahezu
unerschopfliche Quelle an patientenspezifischen Zellen hervorgebracht. Damit hiPSCs
(human iPSCs) in einer klinischen Anwendung zum Einsatz kommen kdnnen, muss
die Sicherheit der Zellen jedoch gewahrleistet 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 ermdglichte eine gezielte Steuerung der zellu-
laren Typ-I-IFN (Interferon) Antwort und die erfolgreiche Reprogrammierung der Zel-
len. In den generierten hiPSCs konnten keine srRNA-Ruckstande oder chromosomale
Aberrationen festgestellt werden. Zudem wiesen sie typische Charakteristika pluripo-
tenter Stammzellen auf, wie unter anderem die Fahigkeit in Zellen der drei Keimbah-
nen Mesoderm, Endoderm und Ektoderm zu differenzieren. Neben in vitro Untersu-
chungen konnte dies in einem erstmals hierfur eingesetzten alternativen Tiermodell
auf der CAM (Chorion-allantoic membran) von befruchteten Hihnereiern gezeigt wer-
den. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit, konnten die aus RECs generierten hiPSCs zu
kontrahierenden Kardiomyozyten differenziert werden. Nach einer ausfuhrlichen Cha-
rakterisierung der differenzierten Kardiomyozyten tber spezifische Marker-Proteine
und das Ansprechen auf die Kalziumkanal-Modulatoren Nifedipin und Isoproterenal,
wurde die Applikation der Zellen fiir einen potenziellen Einsatz nach einem Myokardi-
nfarkt ex-vivo in Schweineherzen untersucht. Hierbei konnte gezeigt werden, dass
eine neuartige wasserstrahlbasierte Zellapplikationsmethode zu einer verbesserten
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raumlichen Verteilung im Myokard, bei einem ausschliel3lich geringen Verlust an Via-
bilitat der applizierten Zellen, im Vergleich zu einer Nadelinjektion fuhrt. Des Weiteren
konnte mittels wasserstrahlbasierter Applikationsmethode eine unterwiinschte Vertei-
lung der Zellen in den Koronararterien deutlich reduziert werden. Dadurch kdénnte die
Gefahr einer Stenose, die bei einer Injektion der Kardiomyozyten in die Herzkranzge-
falRe 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 unterstlitzen, 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 B-TCP (B-Tri-Calcium-Phosphat)-Tragermaterial auszusaen und ihre
osteogene Differenzierungskapazitat zu analysieren. Zusatzlich sollte nach dem Kon-
takt mit Blut ein moglicher Einfluss der zellbesiedelten Konstrukte auf die Hamostase
untersucht werden. Die Untersuchungen zeigten, dass PLGA (Polylactid-co-Glycolid)-
beschichtete und unbeschichtete B-TCP-Gertste mit JPCs besiedelt und weiter in os-
teogene Zellen differenziert werden kdnnen. Die Inkubation dieser Konstrukte mit hu-
manem Vollblut zeigten eine Erh6hung des Gerinnungsmarkers TAT (Thrombin-Anti-
thrombin-IlI-Komplex) sowie eine Anhaufung von Fibrinfasern auf den mit JPC besie-
delten B-TCP-Gerusten im Vergleich zu den Geristen ohne Zellen. Diese Studie
zeigte, dass neben dem Biomaterial auch die darauf ausgesaten Zellen die Hamostase
beeinflussen und somit die osteogene Regeneration beeinflussen kénnen.

Der Einsatz von patientenspezifischen mesenchymalen und pluripotenten Stammzel-
len eroffnet enorme Moglichkeiten im Bereich der regenerativen Medizin. So kénnen
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 zukinftig die Regenera-
tion von Geweben und eine Behandlung von bisher nicht oder nicht vollstandig heilba-
ren Krankheiten ermdglicht 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 sSTRNA was used to reprogram RECs into hiPSCs. By target-
ing the cellular type-I-IFN immune response using B18R protein, selective sSrRNA 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
VIII



was to seed JPCs on a B-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 B-TCP scaffolds and further
differentiated into osteogenic cells. Incubation with human whole blood showed no sig-
nificant increase in most hemocompatibility markers analyzed (B-TG, Sc5B-9, PMN-
elastase). However, an increase in TAT complexes and an accumulation of fibrin fibers
were observed on the JPC-seeded B-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.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Regenerative Medizin

Die Geweberegeneration ist eine fundamentale Eigenschaft aller Lebewesen und kann
als Fahigkeit bezeichnet werden, tote Zellen durch neu gebildete zu ersetzen, ohne
dabei die urspringliche Zellzusammensetzung, Architektur und Funktion des Gewe-
bes zu verandern. Die friheste bekannte Quelle, die sich mit der Geweberegeneration
befasste, stammt aus der antiken griechischen Mythologie. Hierbei wurde tberliefert,
dass sich der Kopf der Hydra, ein mehrkopfiges Ungeheuer, nach Abtrennung an der-
selben Stelle erneut bildete. Herkules besiegte die Hydra schlief3lich, indem er ihren
Hals verbrannte, bevor sich ein neuer Kopf ausbildete. Ein &hnliches regeneratives
Potential wurde in einer Veroffentlichung von Spallazani 1769 bei der erstmaligen aus-
fuhrlichen Beschreibung der Regeneration von Salamander Gliedmalien festgehalten
[1]. Wird beispielsweise durch Amputation bei einem zu den Schwanzlurchen geho-
renden Axolotl ein Bein abgetrennt, kommt es, je nach alter des Tieres, Uber einen
Zeitraum mehreren Wochen oder einiger Monate zu einer vollstandigen Regeneration
eines funktionsfahigen Beines [2]. Die postnatale Regenerationskapazitat von Sauge-
tieren unterscheidet sich jedoch grundlegend von der der Salamander [3]. Es wird ver-
mutet, dass in Saugetieren die Fahigkeit der narbenlosen Regeneration moglicher-
weise zugunsten der Strategie aufgegeben wurde, mit einer gréf3eren Bandbreite von

Krankheitserregern umgehen zu kdnnen [4, 5].

Die moderne Regenerative Medizin ist ein multidisziplindres Forschungsgebiet der Bi-
omedizin und verbindet die Fachgebiete der Molekular- und Zellbiologie mit denen der
Gewebezilchtung / 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 natirliche Alterungs-
prozesse eingeschrankt wurden oder diese ganzlich verloren haben. Dabei beschaftigt
sich die Regenerative Medizin sowohl mit dem biologischen Ersatz [7] als auch mit der
Anregung korpereigener Regenerations- und Reparaturprozesse [8]. Durch die M6og-
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 Therapieansatze fur Erkrankun-
gen entwickelt, fir die bisher nur unzureichende Behandlungs- bzw. Therapiemdéglich-

keiten zur Verfigung standen.

Der Funktionsverlust ganzer Organe als Folge verschiedenster Erkrankungen ist nach
wie vor eine der haufigsten Todesursachen in jeglichen Altersgruppen. Durch mecha-
nischen Ersatz, wie beispielsweise durch Dialysegerate, chirurgische Rekonstruktion
oder Organtransplantation, konnten im vergangenen Jahrhundert unzahlige Leben ge-
rettet werden. Dennoch bleiben diese Therapien unvollkommene oder nur temporére
Ldsungen. Therapien mit mechanischen Vorrichtungen oder chirurgische Rekonstruk-
tionen stehen haufig nur fur spezifische Krankheitsbilder zur Verfligung und kénnen
meist nicht die gesamte Funktion eines Organs ersetzen oder kdnnen zu Folgeerkran-
kungen fuhren [10]. Ebenso ist die Transplantation von Organen durch einen perma-
nenten Spendermangel stark eingeschrankt. Selbst Patienten, die eine Organtrans-
plantation erhalten, missen mit immunologischen AbstolRungsreaktionen rechnen und
sind lebenslang auf die Einnahme von immunsuppressiven Medikamenten angewie-
sen. Anders als die Organtransplantation, strebt die Regenerative Medizin eine friihere
Intervention an. Durch die Applikation von Stamm- oder Progenitorzellen, die in vitro
oder in vivo zu der gewiinschten Zellart differenzieren, der Stimulation endogener Re-
paraturmechanismen durch den Einsatz bioaktiver Materialien und das Freisetzen von
Wachstumsfaktoren, oder durch Transplantation von biotechnologisch hergestellten
Gewebestlcken kann die Regeneration von erkranktem oder geschadigtem 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 bendtigte Funktion erfullen kénnen;
2. Biomolekiile, die den Zellen gewebespezifische Signale vermitteln und gegebenen-
falls eine weitere Differenzierung zur Zielzelle ermdglichen und 3. ein strukturelles Ge-
rust, das sowohl biologische als auch mechanische Funktionen der jeweiligen extra-
zellularen 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]. FUr die

Kultivierung der Gewebekonstrukte kommen meist Bioreaktoren zum Einsatz, die in
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der Lage sind, mechanische Kréfte (Scherspannung, Dehnung und Kompression so-
wie Druckbelastungen) gewebespezifisch in vitro nachzuahmen und eine Kultivierung

unter maglichst physiologischen Bedingungen ermdglichen [15].

Die im Tissue Engineering haufig eingesetzten Biomaterialien lassen sich in natirliche
Materialien (Alginat, Kollagen), dezellularisierte Extrazellularmatrices (Herzklappen,
Blutgefalie), 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), kdnnen einerseits die
Architektur der extrazellularen Matrix des jeweiligen Gewebes auf Nanoebene nach-
geahmt und andererseits biologische und mechanische Eigenschaften imitiert werden
[17]. Daruber hinaus kénnen die Oberflachen der Tragermatrices, 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 kdnnen Adhasion, Proliferation und Migration der Zellen
ermoglicht oder gesteigert und somit die Integration des dreidimensionalen Gewebe-
gerists ins umliegende Gewebe ermdglicht bzw. signifikant verbessert werden [14,
17]. Fur den Einsatz im Menschen, sollte das ideale Biomaterial jedoch biologisch ab-
baubar und bioresorbierbar sein und keine Immunreaktionen auslésen. Abbaupro-
dukte der Biomaterialien sollten Gber Stoffwechselwege ausgeschieden werden kon-
nen, um die physiologischen Bedingungen im Gewebe aufrechtzuerhalten. Inkompa-
tible Materialien, die durch Abbauprodukte Entziindungen oder Fremdkdrperreaktio-

nen hervorrufen, konnen zu Nekrosen oder Abstof3ungsreaktionen fihren [14].

Als funktionelle Einheit kommen beim Tissue Engineering humane Zellen zum Einsatz.
Um die Hirden der Organtransplantationen durch AbstoRungsreaktionen und die da-
mit verbundene Einnahme von Immunsuppressiva zu vermeiden, wird in der Regel auf
patienteneigene (autologe) Zellen zurtickgegriffen. Hierflr stehen neben bereits aus-
differenzierten Zellen und Progenitorzellen adulte und pluripotente Stammzellen zur
Verfigung. Auf Grund der limitierten Verfligbarkeit von autologen gewebespezifischen
Zellen sind insbesondere Stammzellen fur die Regenerative Medizin von grof3em Inte-

resse.
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1.2 Stammzellen

Grundsatzlich werden drei Arten von Stammzellen unterschieden. Alle drei teilen die
wichtige Eigenschaft der Selbsterneuerung sowie die Fahigkeit 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].

Totipotenz Pluripotenz Multipotenz

7 6@96 23
™

Befruchtete Zellteilung und Blastozyste

. ) Bildung des Post embryonale
Eizelle Verdichtung (~Tag 5) Primitivstreifens  Phase (Woche 8)
(Tag 2-3) (~Tag 15)

Postnatal

Abbildung 1: Embryogenese und hierarchische Einteilung von Stammzellen

Schematische Darstellung der Embryogenese. Mit zunehmender Spezialisierung geht die Differenzie-
rungsfahigkeit der Stammzellen verloren. Ausgehend von einer befruchteten Eizelle kommt es Uber
Teilung und Verdichtung der Zellen zur Ausbildung einer Blastozyste, womit die totipotente Eigenschaft
verloren geht. Die pluripotenten Zellen bilden den Primitivstreifen und kénnen 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 kénnen sich ausschlie3lich in Zellen
einer bestimmten Keimbahn differenzieren. Multipotente Stammzellen sind auch in ausgewachsenen
Individuen zu finden und sind mal3geblich 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 Fahigkeit sich zu einem vollstandigen Embryo zu entwickeln
und das extra-embryonale Gewebe zu bilden [19]. Anschliel3end durchlaufen die Zel-
len weitere Teilungen bis zum Erreichen des Blastozystenstadiums, in dem sie eine
pluripotente Identitdt annehmen und ab diesem Zeitpunkt ausschlief3lich in die drei
embryonalen Keimbahnen (Mesoderm, Endoderm und Ektoderm) differenzieren kon-
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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renzierungsfahigkeit dieser multipotenten Stammzellen ist auf Zellarten einer bestimm-
ten Keimbahn bzw. einer Gewebeart beschrankt. 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 Kérpergeweben 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 Mdglichkeit eines
autologen Einsatzes, werden adulte Stammzellen haufig 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 hamatopoetische, 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-ahn-
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. Zusatzlich 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-&ahnlichen Zellen [35], Hepatozyten [36] und pan-

kreatische Inselzellen [37] nachgewiesen werden.

Das therapeutische Potential dieser Zellen beruht, neben der Eigenschatft sich in ver-
schiedene Zellarten zu differenzieren, auf der Fahigkeit, chemotaktisch an den Ort von
Verletzung zu wandern [38] und mit der Sezernierung parakriner Faktoren [39] und der
Modulation der Immunantwort [40] das Uberleben und die Proliferation von umliegen-

den Gewebezellen positiv zu beeinflussen. Diese regenerativen und protektiven Ei-
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genschaften sowie das nattrliche Vorkommen in vielen Geweben fuhrten zu den An-
satzen, hMSCs (human MSCs) fur die Behandlung von diversen Krankheiten, wie Di-
abetes, neurologische- und Autoimmunerkrankungen, Leber-, Nieren- und Lungener-
krankungen, verschiedener inflammatorische, neurologische und kardiovaskulare Er-
krankungen sowie fir 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 Fahigkeiten 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 Fahig-
keit zur Bildung eines neuen Individuums bleibt ihnen verwehrt. Diese Eigenschaften
ermoglichen eine unbegrenzte Kultivierung und die Generierung gewebespezifischer

Zellen fur verschiedene medizinische Anwendungen.

Embryonale Stammzellen

ESCs (Embryonic stem cells) werden nach den ersten acht Zellteilungen der fotalen
Entwicklung aus der inneren Zellmasse von Blastozysten extrahiert (Abbildung 1). Die
anschlieBende Kultivierung unter genau definierten Bedingungen, ermdglicht den
Stammzellen, sich unbegrenzt zu teilen, ohne dabei in andere Zellen auszudifferen-
zieren. Trotz zahlreicher Einsatzmoglichkeiten, die vor allem hESCs (human ESCs) fur
die Forschung und Medizin er6ffnen, gibt es eine Reihe von technischen und ethischen
Problemen, die die Verwendung von hESC einschranken [44]. Da die Isolation von
hESCs aus der Blastozyste mit der Zerstérung 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 Wiurdeschutz des Grundgesetzes steht [46]. Internationale
rechtliche Regelungen, welche Grol3teiles auf der Beurteilung dieser ethischen Beden-
ken beruhen, variieren und schranken die Verwendung von hESCs fir Forschung und
Medizin in den jeweiligen Landern unterschiedlich stark ein [47]. Zusatzlich 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 ausschlielilich allogen verfuigbare Zellart. Immunreaktionen mit einem aus-
gepragten Risiko der Abstol3ung sowie die schlechte Verfligbarkeit von embryonalem
Gewebe beschranken klinische Anwendungen. Um diese Problematik zu umgehen,
arbeitet die Stammzellforschung an alternativen Moglichkeiten. Seit einigen Jahren ist
beispielsweise die Umwandlung vollstéandig differenzierter adulter somatischer Zellen

in PSCs moglich.

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 enthélt, 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), KIf4 (Krippel-like factor), Sox2 (sex determi-
ning region Y-box 2) und c-Myc in den Zellkern, erstmals ohne Zellkerntransfer, iPSCs
aus murinen und wenig spater 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 ermoglicht die autologe
Generierung von nahezu allen Zellarten (ausgenommen Keimzellen) in vitro, welche
anschlieBend zum Erforschen von Krankheiten, neuen Medikamenten und deren
Wechselwirkungen oder als Quelle fir den Gewebeersatz in der regenerativen Medizin
eingesetzt werden konnen. 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).
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Abbildung 2: Reprogrammierung somatischer Zellen zu hiPSCs und anschlieende 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). Gangige somatische
Zellarten sind hierbei Fibroblasten, oder RECs, welche tiber Hautbiopsien, Blutenthahme oder Urinpro-
ben entnommen, isoliert und gegebenenfalls in vitro expandiert werden. Durch das Einschleusen oder
die erzwungene Expression von Reprogrammierungsfaktoren (z.B. KlIf4, Oct4, Sox2, c-Myc) kdénnen
hiPSCs generiert werden, welche anschlieRend wieder zu gewebetypischen Zellen differenziert werden
kénnen und somit fir 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 fir die Aufrechterhaltung der Pluri-
potenz im embryonalen Stadium zustandig sind. Als zentrale Pluripotenzfaktoren wer-
den neben Oct4, meist Sox2 und Nanog aufgefiihrt, da diese sowohl in murinen als
auch humanen ESCs am starksten exprimiert werden [51, 52] und nachweislich zur
Generierung von iPSCs eingesetzt werden kdnnen [53]. Trotz der zentralen Bedeutung
fur die Aufrechterhaltung der Pluripotenz, hat sich gezeigt, dass der Transkriptionsfak-
tor Nanog fur die Induktion der Pluripotenz von murinen und humanen somatischen
Zellen durch die Faktoren Klf4 und c-Myc ersetzt werden kann [49, 50]. Eine weiter-
fuhrende Studie legt jedoch nahe, dass Klf4 dies tiber eine Regulation von Nanog er-
reicht [54]. Zuséatzlich zu den Transkriptionsfaktoren ist mittlerweile bekannt, dass auch
epigenetische Faktoren wie die kovalente Modifikation von Histonen, die Methylierung
und Acetylierung von DNA (Desoxyribonukleinsauren) sowie nicht-kodierende RNAs
(Ribonucleinsauren) eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Pluripotenz von
Stammzellen besitzen [55, 56] und wahrend der Reprogrammierung zumindest teil-

weise an die Modifikationen von ESCs angepasst werden [57]. Trotz dieser Erkenntnis
8
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sind Uber die genauen Ablaufe des Reprogrammierungsprozesses noch wenig detail-
liertere Forschungsergebnisse verfugbar. Dies liegt maRR3geblich 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 Besta-
tigung der Pluripotenz erforderlich. Der Nachweis der Pluripotenz findet weitestgehend
in immundefizienten Mausen durch die Injektion und der anschlieBenden Bildung eines
Teratoms statt. Durch das Abhandensein von AbstoRungsreaktionen fihrt die subku-
tane oder intramuskulare 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, fur deren Isolation eine Hautbiopsie und somit ein invasiver Eingriff
bendtigt wird, stellt die Isolation von RECs einen einfachen und Pateientenfreundlichen
Ansatz dar. Aufgrund der physiologischen Selbsterneuerung des Epithelgewebes im
Harntrakt werden taglich ca. 2.000 bis 7.000 Epithelzellen des proximalen Nierentubu-
lus abgel6st 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

Grundsatzlich konnen fur 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 gewtinschten Transgene, die fir die Reprogrammierungsfaktoren
kodieren, mit Hilfe der Viren in die Zielzelle geschleust und zuféllig ins Genom inte-

griert. Neben einer erh6hten Immunogenitat der integrierenden Vektoren [63], kann die
9
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permanente Prasenz im Genom auch nach der erfolgreichen Reprogrammierung zu
einer Reaktivierung der Transkriptionsfaktoren und somit zu einer Anderung der Gen-
expression oder der DNA-Methylierung fihren [64]. Insbesondere bei der Verwendung
des Proto-Onkogens c-Myc als Verstarker der Pluripotenzfaktoren, wurde hierdurch
eine deutlich gesteigerte Tumorentstehung in Mausen beobachtet [65, 66]. Eine ge-
zZielte Exzision der viralen Vektorsequenzen nach der Reprogrammierung kann durch
die Erweiterung der Vektorsequenz, wie beispielsweise durch einen fir 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 fir die OKSM Reprogrammie-
rungsfaktoren (Oct4, Klf4, Sox2 und c-Myc) und Lin28 kodieren, kdnnen 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 Erganzung einer mRNA, die fir ein fluoreszierendes Reporterprotein kodiert,
kann eine fluoreszenzmikroskopisch Beurteilung der Transfektionseffizienz ermogli-
chen [75].

Der grof3te 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 nattirliche
Abbauprozesse werden die mRNA Molekule nach etwa 2-3 Tagen degradiert [73, 76].
Eine Reaktivierung der Reprogrammierungsfaktoren zu einem spateren Zeitpunkt ist
somit ausgeschlossen. Ein Vorteil gegentber pDNA ist, dass das Umschreiben der
DNA in mRNA, bereits wahrend der IVT durchgefihrt wurde. Die Translation der

10



Einleitung

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-
nachst im Zellkern transkribiert werden. Da die intakte Zellkernmembran jedoch nicht
Uberwunden 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]. Zusatzlich wird die Transfektionsrate der Zielzellen durch die Gro3e der pDNA
beeintrachtig [78]. Neben einer verzogerten Proteinexpression ist somit auch die Ex-
pressionseffizienz gegeniber einer mRNA basierten Transfektion deutlich geringer
[79, 80]. Durch die transienten Eigenschaften der mRNA kann die kontinuierliche Ex-
pression der Proteine Uber den gesamten Reprogrammierungsprozess von etwa zwei
Wochen nur durch eine tagliche Transfektion der Zellen mit dem gesamten mRNA
Cocktail erreicht werden [73]. Dies verstarkt die Aktivierung des angeborenen Immun-
system, was zu erhdhtem zellularem Stress, dem Abbau der RNA und zum Zelltod
fuhren kann [81, 82]. Die Reduktion der Immunogenitat der mRNA ist somit zwingend
notwendig und kann mit dem Einbau von modifizierten RNA Nukleotiden, wahrend der
IVT erreicht werden [83]. Zusatzlich besteht die Mdglichkeit, 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 erhéhten Kosten und erhéhtem 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 fur die Generierung von iPSCs wurde erstmals von Yos-
hioka et al. im Jahr 2013 verdffentlicht [86]. Ziel dieser Studie war die Entwicklung
einer einzelnen RNA, die in der Lage ist, sich fur 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, KIf4, Sox2 und
c-Myc) tuber mehrere Zellteilungen hinweg ermdglicht werden und dennoch ein kon-
trollierter Abbau der srRNA nach dem Reprogrammierungsprozess maglich sein. Als
Ausgangskonstrukt wurde hierfur ein nicht infektioses, aber selbstreplizierendes RNA
Replikon, basierend auf Genabschnitten des VEE (Venezuelan Equine Encephalitis)

Virus gewahlt [87]. Das VEE Virus gehort zu den Alphaviren und ist somit ein positives
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SSRNA (Single stranded RNA)-Virus. Wie typisch fur Alphaviren bringt es die Informa-
tion fur 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 gewahrleistet wird, ist das Virus in der Lage, uber den Zwi-
schenschritt eines negativen RNA Strangs, seine genomische RNA zu replizieren und
Uber den 26S Promotor eine subgenomische RNA zu generieren (Abbildung 3B). Die
subgenomische RNA kodiert hierbei fur 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].
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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 fur die genomischen sowie der subge-
nomischen RNA und wird nach einer erneuten proteolytischen Spaltung der nsPs generiert. Die Trans-
lation der subgenomischen RNA fiihrt 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 fur die Generierung weiter
genomischer RNAs dienen. Die genomische RNA kann anschlieRend, 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-OKSIiM-srRNA mit den nsP1-4 die fur 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 zellulare mRNA nachahmt [87]. Die nicht-Struktur-Proteine (nsP1-4) kodie-
ren wie beim VEE Virus fur 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. Glisl ersetzt [86]. Die
Erweiterung der Sequenz um virale 2A Peptide oder IRES (Internal ribosome entry
site) ermdglicht eine Trennung der einzelnen Reprogrammierungsfaktoren nach der
Translation bzw. die Cap-Struktur-unabhangige Translation der Proteine [86]. Zusatz-
lich wurde die Sequenz fir eine PAC (Puromycin N-acetyltransferase) erganzt, um
eine Positivselektion der transfizierten Zellen mit dem zytotoxischen Puromycin zu er-
mdglichen. In nicht transfizierten Zellen kann Puromycin mit seiner Ahnlichkeit 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
frihzeitigen Termination der Proteinsynthese und die Zelle stirbt aufgrund der Anhau-
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 sTrRNA unter Verwendung der zelleigenen Nukleotide im Zyto-
plasma der Wirtszelle stattfindet, ist eine einzige Transfektion ausreichend, was den
zellularen Stress und die Immunogenitat zunachst reduzieren. Auf Grund ihrer Ahn-
lichkeit zu Alphaviren mit einem doppelstrangigen RNA (dsRNA)-Zwischenprodukt, der
starken Replikation und ihrer GrofRe 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 sTRNA zu

unterbrechen und riickstandsfreie iPSCs zu generieren.

Selektive (sr)RNA Degradierung
Um sich vor Pathogenen wie Viren schitzen zu kdnnen, haben sich bereits friih in der
Entwicklung von Eukaryoten Mechanismen etabliert, mit denen Pathogene mdglichst

schnell und unspezifisch unschadlich gemacht werden kénnen. Die Erkennung der
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Krankheitserreger erfolgt tber PRRs (pathogen recognition receptors), die PAMPs
(Pathogen-associated molecular patherns) wie beispielsweise exogene RNA erken-
nen und Immunreaktionen einleiten. Fur die Erkennung der Fremd-RNA sind insbe-
sondere die zu den PRRs gehorenden TLR (Toll-like-receptors) sowie die RLRs (RIG-
I-like receptors) und NLRs (NOD-like receptors) zustandig (Abbildung 4) [94]. Eine Ak-
tivierung der in Endosomen lokalisierten TLR3 [95], TLR7 [96] und TLR8 [97] mittels
sSRNA (TLR7/8) oder dsRNA (TLR3) l6st den MyD88 (Myeloid differentiation primary
response 88)- bzw. TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f3)-ab-
hangigen Signalweg aus und fiihrt zur Aktivierung der IRF 3/7 (Interferon-regulieren-
den Faktoren) bzw. IRF5/7, des NF-kB (Nuclear-factor kB) und des AP-1 (Activator
protein-1), welche in Folge eine Typ I-IFN (IFN-a und IFN-B) abhangige antivirale Im-
munreaktion und die Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen und Chemoki-
nen auslosen (Abbildung 4C) [98, 99]. Anders als TLRs sind RLRs mit ihren drei be-
kannten Vertretern RIG-1 (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. Wahrend RIG-I hauptsachlich 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 grof3en dsRNAs (>2000 bp) verstarkt wird [92]. Wahrend noch
nicht vollstandig geklart ist, ob LGP2 auch zu einer direkten Signalweiterleitung ohne
MDAS fahig ist [102], mindet die Aktivierung von RIG-I und MDAS5 Uber den MAVS
(Mitochondrial antiviral-signaling protein)-abhangigen Signalweg, wie bei TLR7/8, in
der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren IRF 3/7 und NF-kB und einer Typ-I-IFN Ant-
wort [103, 104]. Die ebenfalls im Zytoplasma lokalisierten NLRs sind mit ihren 20 Ver-
tretern hauptsachlich auf die Erkennung von bakteriellen Toxinen sowie Zellwandbe-
standteilen spezialisiert [105]. Die zu den NLRs gehdérenden NOD2 (Nucleotide-bin-
ding oligomerization domain-containing protein 2) und NLRP3 (NLR family pyrin do-
main containing 3) sind jedoch zusatzlich auch bei der intrazellularen Erkennung von
viraler ssRNA bzw. dsRNA beteiligt. Diese filhren wiederum unter Beteiligung von
MAVS und IRF3 zu einer Typ-I-IFN Antwort [106] oder aber tber die Induktion von
Caspase-1 zur Freisetzung weiterer proinflammatorischer Signalmolekile wie IL-13
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-a und IFN-B an
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IFN-Rezeptoren auf der Zellmembran von betroffenen und umliegenden Zellen (Abbil-
dung 4D) fuhrt Gber 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 gehdrt 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] fuhrt. Mit dem Einsatz eines Typ-I-IFN
Inhibitors, wie beispielsweise das aus dem Vaccina Virus stammende B18R Protein,
kénnen die Immunreaktionen wéhrend der Reprogrammierung auf ein geringes Mal3
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].

TRIF MyDG

Ap1

v
INF KBI Proinfl. Zytokine

STA
Brod R gws’ ISGs
INF KBI IRF3/7 |Typ-|-|FNs

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 Uber PRRs (TLRs: TLR3, TLR7/8; RLRs: RIG-1, LGP2, MDADS;
NLRs: NOD2 oder NLRP3) erkannt (B) und fuhren Uber IRF, NF-kB, AP1 und der Caspase 1 zur Ex-
pression von proinflammatorischen Zytokinen und Typ-I-IFNs (C). Die Sekretion der Typ-I-IFNs fuhrt
zur Bindung dieser an Typ-I-IFN-Rezeptoren (D) welche tUber den JAK/STAT Signalweg zur Expression
von verschiedenen ISGs wie RBPs fuhrt und die Degradierung der Fremd-RNA zur Folge hat (E). Die
Behandlung der Zellen mit B18R fuhrt 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 Fahigkeit zur Differenzierung in diverse Koérperzellen 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 B-Zellen [110], Skelett-[111] und Kardio-
myozyten [112], Osteoblasten [113] und Hepatozyten [114, 115] beruht dabei grof3tei-
les auf der Zugabe von Wachstumsfaktoren, Zytokinen oder chemischen Substanzen,

die wiederum Signalproteine imitieren [116].

1.4.1 Regeneration von Knochen

Ein mogliches Anwendungsgebiet von Stammzellen ist hierbei die Regeneration von
Knochendefekten, wie zum Beispiel im Bereich der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirur-
gie. Die Ursachen dieser Knochendefekte kdnnen angeborene Anomalien [117], All-
gemeinerkrankungen [118], Entzindungen [119], traumatische Verletzungen bei Un-
fallen [120], Folgen von Zahnextraktionen [121] oder die chirurgische Resektion gutar-
tiger oder bdsartiger Tumoren [122] sein. Ubersteigt ein Knochendefekt eine kritische
Grole, findet keine vollstandige korpereigene Regeneration (maximal 10% des verlo-
renen Knochengewebes) mehr statt [123]. Um bei Patienten Knochendefekte Kkriti-
schen Ausmalies 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 Morbiditat an der Entnahmestelle des Ersatzgewebes ist

die Menge an Transplantatgewebe jedoch @ulRerst begrenzt [124].

Die Kombination von autologen Zellen mit Biomaterialien im Knochen Tissue Engine-
ering versprechen jedoch eine bessere Verfugbarkeit und Behandlungsmaoglichkeit
von Knochendefekten in der Zukunft. Grundsétzlich werden zwei verschiedene An-
satze im Knochen Tissue Engineering unterschieden. In der in situ Knochenztichtung
werden autologe MSCs und/oder Osteoprogenitorzellen auf einem Gerust/Scaffold
ausgesat und an die Stelle des Knochendefekts implantiert [125, 126]. Das Scaffold
dient hierbei als Gerist und die Zellen unterstitzen 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 Gertsten ausgesat und unter kontrollier-
ten Kulturbedingungen, unter der Zugabe von Dexamethason, Ascorbinsaure und (3-

Glycerophosphat [129], osteogen differenziert werden [130]. Hierbei dient das Scaffold

16



Einleitung

als Stutzstruktur, bis die Zellen eine extrazellulare Matrix aufgebaut und direkt als Kno-
chenersatze implantiert werden kénnen. MSCs aus dem Kieferperiost (JPCs) stellen
fur die Ansatze des Knochen Tissue Engineering eine vielversprechende Zellquelle
dar. Im Vergleich zu MSCs anderen Ursprungs, wie Knochenmark MSCs, sind JPCs
im Kieferperiost leicht zuganglich 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 Lebensfahigkeit, Anhaftung, Proliferation sowie die osteogene Differenzierung von
Zellen ermdglichen. Zusatzlich muss die Struktur eine Vaskularisierung und die In-
tegration in den Wirt ermoglichen. Verschiedene Biomaterialien wie Hydroxylapatit
[14], Niedertemperatur-Kalziumphosphatzement [133], bioaktives Glas [134], Polylac-
tidsaure [135] und B-TCP [136] wurden in dieser Hinsicht bereits fir das Knochen
Tissue Engineering untersucht. Insbesondere Biokeramiken aus Kalziumphosphat wie
B-TCP erfiillen mit ihrer hohen strukturellen und chemischen Ahnlichkeit zu Knochen-
gewebe diese Anforderungen. Durch die Freisetzung von grol3e Mengen an wichtigen
anorganischen Salzen wie Ca?* und PO4? wahrend der Resorption kann die Knochen-
neubildung zusatzlich unterstttzt werden [137]. An Stellen eines Knochendefekts mit
starkeren Belastungen kann durch eine diinne Beschichtung aus PLGA eine zuséatzli-

che mechanische Stabilitat 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 Gber 17 Millionen Todesféllen pro Jahr ma-
chen diese Erkrankungen etwa 30 % aller Todesfélle weltweit aus. Eine epidemiologi-
sche Studie belegt, dass auf Grund der sich weiter verschlechternden Lebensum-
stande wie steigender Fettleibigkeit, ungesunder Erndhrung und Bewegungsmangel
diese Zahl bis 2030 um weitere 40 % auf 23,6 Millionen Todesfélle pro Jahr ansteigen
wird [139-141]. Da das Myokard nur ein auf3erst begrenztes endogenes Potential fur
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 hauptsachlich
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durch Fibroblasten und Myofibroblasten ersetzt und bilden ein fibrotisches Narbenge-
webe. Dies wiederum fuhrt zu einer Verdickung (Hypertrophie) und Versteifung (Fib-
rose) des Herzmuskels und zu einer Beeintrachtigung der Herzfunktion (Herzinsuffizi-
enz) [143]. Im weiteren Verlauf kann es neben einer eingeschrankten koérperlichen und
geistigen Leistungsfahigkeit 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 fihren kann [144]. Einem Patienten im Endstadium einer Herzinsuffizient kann
meist nur eine Organtransplantation das Uberleben sichern. Um den Mangel an Spen-
derorganen fur eine Transplantation zu Uberwinden, wurden bereits mehrere stamm-
zellbasierte Therapieansatze 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 Mdglichkeiten fur 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 iIPSCs in vitro Uber 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 fuhrt
[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 hangt in hohem Mal3e
davon ab, ob die Zellen erfolgreich und maoglichst ohne Verlust ihrer Viabilitat in die
Infarktregion gelangen. Sowohl traditionelle Methoden wie die Intramyokardiale (tran-
sendokardial, transepikardial) Injektion von Zellsuspensionen (Abbildung 5) als auch
Tissue Engineering-Anwendungen kommen hierfir zum Einsatz [157, 158]. Die in-

travaskulare Verabreichung (intravends, intrakoronar, Koronarsinus), findet bei der
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Kardiomyozyten Verabreichung auf Grund der Zellgro3e 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 méglichen klinischen Einsatz noch behoben werden mis-

sen.

Bei kardialen Tissue Engineering Anwendungen werden meist Biopolymere wie bei-
spielsweise Fibrin [159], dezellularisierte Extrazellularmatrix [160], Alginat [161], PCL
[162], oder Gelatine-Methacrylat [163, 164] mit ausschlie3lich Kardiomyozyten [162]
oder mit zusatzlichen unterstiitzenden Zellarten [156] besiedelt und als sogenannte
kardiale Pflaster auf das Epikard des Herzes transplantiert. Als funktionaler Gewebeer-
satz sollte das kardiale Pflaster eine &hnliche Kontraktilitdt wie das menschliche Myo-
kard mit etwa 50 mN/mm? aufweisen [165]. Eine zu geringe Anzahl an Kardiomyozyten
und eine nicht ausreichende Ausreifung und Ausrichtung der Sarkomere und der My-
ofilamentproteine kdénnen die Funktionalitat somit beeinflussen [166]. Zusatzlich be-
steht die Gefahr, dass durch Narbenbildung und die Transplantation auf das Epikard,
eine mangelhafte oder keine elektromechanische und vaskulare Anbindung an das
Patientenmyokard stattfinden kénnte [167]. Neben einer schlechten Nahrstoffversor-
gung der Zellen und einer eingeschrankten kontraktilen Funktion des kardialen Pflas-
ters konnen durch die unzureichende Synchronisation zusatzlich Arrhythmien auftre-
ten [168]. Im Gegensatz dazu findet bei der intramyokardialen Injektion von Kardiomy-
ozyten-Suspensionen durch die Uberwindung des Epikards leichter eine elektrome-
chanische Integration der Zellen in das Empfangergewebe statt [167, 169]. Auf Grund
der geringen Verteilung im Gewebe muss jedoch auf Kanilen mit groRem Durchmes-
ser oder auf multiple Injektionen zurtickgegriffen werden, was zu einer zusatzlichen
Schadigung des Gewebes und darin verlaufenden Nerven und BlutgefaRen flhren
kann [170]. Aus diesem Grund ist die Erforschung und Weiterentwicklung der zur Ver-
fugung stehenden Transplantationsmethoden fir eine effiziente Regeneration des

Herzmuskels ein zentraler Punkt in der kardialen Regenerativen Medizin.

19



Einleitung

Zellsuspension Kardiales Pflaster

Abbildung 5: Gangige Applikationsmethoden fir hiPSC abgeleiteter Kardiomyozyten
Schematsiche Darstelltung der transendokardialen und transepikardialen Injektion einer Zellsuspension
mittels Herzkatheter bzw. einer Kantle (A) und ein funktioneller Ersatz des geschadigten Myokardge-
webes Uber ein epikardiales Pflaster (B). Wahrend die Injektion der Zellsuspension eine gute elektro-
mechanische Kopplung der Zellen erméglicht, jedoch mehrere Injektionen bendtigt, decken kardiale
Pflaster den gesamten infarzierten Bereich ab, bergen jedoch die Gefahr einer unzureichenden elektro-
mechanischen und vaskuléren Anbindung an das Patientenmyokard [167, 169].

1.5 Hamokompatibilitat

Biomaterialien stellen in der Regenerativen Medizin, insbesondere im Bereich des
Knochen Tissue Engineering, eine zentrale Komponente dar. Bei der Implantation
kommen Biomaterialien haufig direkt, durch die Implantation in Blutgefal3e, oder indi-
rekt, durch die Verletzung des umliegenden Gewebes mit Blut in Kontakt. Neben der
Vertraglichkeit mit dem umliegenden Gewebe stellt somit die Hamokompatibilitat des
Biomaterials eine der wichtigsten Kriterien fir ihre erfolgreiche klinische Anwendbar-
keit dar. Mit diversen zellularen (44 % Erythrozyten, 1 % Leukozyten und 1 % Throm-
bozyten) und im Plasma gelosten 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 Fremdoberflachen [171]. Durch eine Reihe von Folgereaktio-
nen kann dies zu Gewebeschaden, akuten Entziindungen und thrombotischen Kom-

plikationen fuhren [172].
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Eine der wichtigsten unerwtinschten 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 n&chste Reaktion katalysiert. Letztlich entsteht Flla
(Thrombin/Factor lla), eine Serinprotease, die das Fibrinogen hydrolysiert. Die Fibrin-
monomere vernetzen sich anschlielend zu einem Fibrinnetz und bilden zusammen
mit aggregierten Thrombozyten ein stabilisiertes Aggregat [174]. Grundsatzlich kann
eine extrinsische und eine intrinsische Aktivierung der Blutgerinnung unterschieden
werden. Der extrinsische Weg ist in erster Linie fur die Hamostase verantwortlich und
wird nach einer GefaRverletzung durch die Freisetzung von TF (Tissue factor) einge-
leitet. Der intrinsische Weg dagegen, wird im Korper selbst durch die Aktivierung von
FXII zu FXlla durch den Kontakt mit subendothelialem Kollagen ausgeltst. Aber auch
Fremdoberflachen, wie beispielsweise Biomaterialien, konnen zu der Aktivierung des
intrinischen Koagulationsweges fiihren, 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 Ablésen des Thrombus zu Gefaliverschlissen und Infarkten fihren kann.

Die Gerinnungskaskade ist zudem eng mit der Thrombozyten-Aktivierung vernetzt.
Wahrend Thrombozyten unter physiologischen Bedingungen hauptséachlich an der H&-
mostase beteiligt sind und nach GefalRverletzungen und der Freisetzung des von-Wil-
lebrand Faktors aktiviert werden, kénnen auch Fibrinablagerungen sowie Plasmapro-
teine, die an die Biomaterialien gebunden haben, zur Aktivierung von Thrombozyten
fuhren [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 Uber den intrinsischen
Signalweg (FXII) aktiviert [178].

Die Adsorption von Plasmaproteinen an der Oberflache von Biomaterialien schafft zu-
dem eine neue Schnittstelle zwischen dem Material und dem umgebenden Gewebe,
wodurch eine starke Komplementaktivierung auslésen werden kann [179, 180]. Neben
der Opsonierung der Biomaterialien durch den Komplementfaktor C3 [181] werden
Uber die Freisetzung der Spaltprodukte C3a und C5a weitere Granulozyten, Monozy-

ten und Mastzellen rekrutiert. Durch die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen
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und TF, findet ebenfalls eine Aktivierung der Gerinnungskaskade lber den extrinsi-
schen Signalweg statt [182, 183].

Ob Biomaterialien eine Aktivierung von Blut auslosen, kann tber die Veranderungen
von Blutplattchen, Erythrozyten und Leukozyten, Uber die Bildung von Aktivierungs-
produkten im Plasma und Ablagerungen von Proteinen und Zellen auf der Material-
oberflache analysiert werden [184]. Hierzu werden Blut und Oberflachen von Bioma-
terialien vor und nach der Inkubation analysiert. Um die jeweilige Situation im Korper
bestmaoglich nachstellen zu kénnen, stehen unterschiedliche Inkubationsmethoden zur
Verfligung, wie eine statische Inkubation [185], eine dynamisch Inkubation auf Scht-
telinkubatoren [186, 187] oder Scherstromungsmodelle [188-191]. Fur eine einheitli-
che Prafung der Testmaterialien ist das Vorgehen in der ,1ISO10993-4 - Biologische
Beurteilung von Medizinprodukten - Teil 4: Auswahl von Tests fur Wechselwirkungen
mit Blut” festgehalten [192].
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2 Zielsetzung

Die Regenerative Medizin hat sich mit ihrem breiten Anwendungsspektrum zu einer
der vielversprechendsten Therapiemdglichkeit zur Behandlung von weit verbreiteten
Krankheitsbildern, wie beispielsweise Diabetes mellitus und koronare Herzkrankhei-
ten, entwickelt. Durch die Anregung korpereigener Regenerations- und Reparaturpro-
zesse aber auch durch den Ersatz von geschéadigtem oder in seiner Funktionalitat ein-
geschranktem Gewebe, ermdglicht sie im Vergleich zu den meisten aktuell verfligba-

ren Behandlungsmdoglichkeiten eine ganzliche Heilung diverser Krankheiten.

Der grol3e Bedarf an autologen Zellen, der lange Zeit als limitierender Faktor galt, kann
mit Hilfe der Stammzellbiologie umgangen werden. Inshesondere die Entdeckung und
Weiterentwicklung der Reprogrammierung von somatischen Zellen zu hiPSCs, bietet
die Grundlage zur Generierung einer nahezu unerschopflichen Anzahl an autologen
Zellen. Nicht-integrative Reprogrammierungsmethoden, wie beispielsweise die mMRNA
basierte Expression der Reprogrammieungsfaktoren, erlaubt die rickstandsfreie 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 taglichen Transfektion der Zellen verbunden.

Ziel dieser Arbeit war die Generierung und Charakterisierung von rickstandsfreien
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 fir die bekannten Reprogrammierungsfaktoren Oct4, Klf4, Sox2 und c-
Myc sowie fur eine PAC kodiert. Um die Sicherheit und die Pluripotenz der mit dieser
srRNA generierten hiPSCs zu bestétigen, sollte zu der gangigen 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 mdglichst gewebescho-

nend und mit einer guten raumlichen Verteilung in Herzgewebe zu applizieren. Hierbei
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sollte vor allem die Verteilung im Gewebe und die Viabilitdt der Zellen nach der Appli-
kation mit der Wasserstrahl-basierten Methode mit der Injektion einer herkdmmlichen

27 G Kandule verglichen werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der osteogenen Differenzierung
von adulten Stammzellen in Kombination mit 3-TCP Scaffolds fur die Knochenregene-
ration. AnschlieRend sollten Effekte des Scaffolds auf die Koagulation / Hamostase
des Patienten untersucht werden. Hierzu wurden neben wichtigen Blutaktivierungs-
markern wie TAT, B-TG, SC5b-9 und PMN-Elastase die Oberflachen 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

* gleichermal3en beigetragen

Molecular Therapy - Nucleic Acids
Akzeptiert am 22. Juli 2019

Zusammenfassung:

Die Generierung von hiPSCs aus somatischen Patientenzellen und deren anschlie-
Rende Differenzierung in unterschiedlichste Zelltypen eroffnet zahlreiche Mdglichkei-
ten in der regenerativen Medizin. Auf Grund der &ulRerst geringen Selbsterneuerungs-
rate adulter Kardiomyozyten von weniger als 1 % pro Jahr, ist die effiziente und rick-
standsfreie Generierung autologer Kardiomyozyten von grof3em Interesse fur die Be-

handlung von geschadigtem Gewebe in Folge eines Myokardinfarktes.

In dieser Studie wurden mit Hilfe einer srRNA erfolgreich riickstandsfreie hiPSCs ge-
neriert, welche aus renalen Epithelzellen aus Spender-Urin reprogrammiert wurden.
Die Pluripotenz wurde Uber die Expression stammzellspezifischer Marker und der Dif-
ferenzierungsfahigkeit in die drei Keimbahnen (Mesoderm, Endoderm und Ektoderm)
in vitro sowie in vivo nachgewiesen. Dartber hinaus konnten nach der erfolgreichen
Generierung der hiPSCs keine srRNA Rickstande, sowie karyotypische Aberrationen
festgestellt werden. Die kardiale Differenzierung der hiPSCs fihrte nach 10 Tagen zu
kontrahierenden Kardiomyozyten, die spezifische Kardiomyozytenmarker exprimier-
ten. Zusatzlich konnte der interzellulare Ca?*-Fluss und das Ansprechen auf die Calci-
umkanalmodulatoren Isoproterenol und Nifidipin, mittels Erhdhung 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 zukiinftig fur die Erzeugung klinisch anwendbarer autologer Kar-
diomyozyten verwendet werden und somit eine Regeneration nach einem Myokardin-

farkt ermoglichen.
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3.2 Publikation Il: 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
* gleichermal3en beigetragen

ALTEX - Alternatives to animal experimentation
Akzeptiert am 20. Januar 2021

Zusammenfassung:

Die Gewinnung autologer hiPSCs aus Korperzellen des Patienten und die anschlie-
Rende Differenzierung dieser Zellen in die gewilnschten Zelltypen bieten innovative
Behandlungsmoglichkeiten fur die Geweberegeneration. Fur eine Prifung der Pluripo-
tenz werden die generierten hiPSCs in der Regel in immundefiziente Mause implantiert

und 4 bis 6 Wochen spater auf Teratombildung analysiert.

In dieser Studie wurde ein alternatives In-vivo-Modell auf Grundlage der CAM von
Huhnereiern entwickelt, um die Pluripotenz neu erzeugter hiPSC-Linien zu untersu-
chen. Fur die Ermittlung der idealen Versuchsparameter, wurden verschiedene Men-
gen (0,5, 1, 2 und 4 x 10° Zellen) hiPSCs auf die CAM appliziert und fir 9 Tage inku-
biert. Die hochste Effizienz der Teratombildung konnte bei 2 x 108 Zellen (70 %) und 4
x 10° Zellen (100 %) festgestellt werden. Die gebildeten Teratome wurden anschlie-
Rend auf das Vorhandensein der drei Keimschichten (Mesoderm, Endoderm und
Ektoderm) Uber histochemische und Immunfluoreszenzfarbungen sowie eine Genex-
pressionsanalyse von keimschichtspezifischen Markern untersucht. Neben typischen
Gewebestrukturen der drei Keimbahnen zeigten alle Teratome vaskulare Strukturen
und bestatigen somit die Eignung der CAM als Alternative zu immundefizienten M&u-
sen. Die uneingeschréankte Anwendbarkeit des CAM-Modells wurde durch die Verwen-
dung von zwei weiteren hiPSC-Linien (aus Fibroblasten und Kieferperiostzellen stam-

mend) bestétigt.

Das CAM-basierte In-vivo-Modell bietet eine optimale Testumgebung fir die Bewer-
tung der Pluripotenz von neu erzeugten hiPSC-Linien. Dartber hinaus reduziert diese
einfache, schnelle, kostengtinstige 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 lll: Hydrojet-based delivery of footprint-free iPSC-de-

rived cardiomyocytes into porcine myocardium

Marbod Weber, Andreas Fech, Luise Jager, Heidrun Steinle, Louisa Buhler, 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
anschlieende Differenzierung in Kardiomyozyten eréffnet neue Moglichkeiten fur die

Regeneration des Herzmuskels nach einem Myokardinfarkt.

In dieser Studie wurde die Anwendbarkeit einer Wasserstrahl-basierten Injektionsme-
thode fur hiPSC abgeleitete Kardiomyozyten in das Myokard untersucht. Hierfur 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. AnschlieBend wurde der Einfluss der Parameter auf die Wie-
derfindung und die Viabilitat von hiPSC-abgeleiteten Kardiomyozyten durch eine In-
jektion in Medium analysiert und mit der Injektion mit einer 27 G Kanule verglichen.
Sieben Tage nach der Injektion zeigte ausschliel3lich der héchste Druck (E20) der
Wasserstrahl-basierten Methode eine signifikant niedrigere Viabilitat als die Injektion
mit einer 27 G Kanile. Die niedrigeren Driicke (E5 und E10) zeigten dagegen keine
signifikanten Unterschiede zur Kanulen-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 Kanule verglichen. Neben einer
deutlich besseren Verteilung im Gewebe konnte eine signifikant geringere Verteilung
der Zellen in Blutgefal3en 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 fir die intramyokardiale Verabreichung von hiPSC-abgeleiteten Kardiomy-
ozyten. Die effiziente und schonende Applikation von Kardiomyozyten in das infar-
zierte Myokard koénnte in Zukunft die Regeneration des Herzmuskels deutlich verbes-

sern.
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3.4 Publikation IV: Influence of human jaw periosteal cells seeded 8-

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*

* gleichermal3en beigetragen

MDPI - International Journal of Molecular Sciences
Akzeptiert am 10. September 2021

Zusammenfassung:

Das Heilen von kleinen, aber auch grof3en Knochendefekten ist ein zentrales Anlie-
gen im Bereich der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie. Fur die Regenration von
groRReren 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 B-TCP Gertsten auf die Besiedelung mit JPC und die anschlieBende osteogene
Differenzierung untersucht. Da die Tissue Engineering Geruste bei der Transplanta-
tion direkt in Kontakt mit Blut kommen, wurde der Einfluss der zellbesiedelten Ge-
riste mit humanem Vollblut unter dynamischen Bedingungen analysiert. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass PLGA-beschichtete und unbeschichtete B-TCP-Gerilste
gute Eigenschaften fur die Zelladhasion der JPCs bieten, ohne dabei die Fahigkeit
zur osteogenen Differenzierung zu beeintrachtigen. Eine mogliche 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 Geruste und des Bluts keine relevante Anheftung
von Blutzellen und keinen signifikanten Anstieg der meisten analysierten Zellaktivie-
rungsmarker (B-TG, SC5b-9, PMN-Elastase). Jedoch zeigte die Analyse von TAT ei-

nen deutlichen Anstieg nach der Inkubation von zellbesiedelten 3-TCP Scaffolds.

Dies lasst darauf schliel3en, dass neben den Biomaterialien auch die besiedelten Zel-
len zu einer Aktivierung von Blutbestandteilen fiihren und die Hamostase beeinflus-
sen kdnnen. Da hierdurch eine direkte Beeinflussung der Knochenregeneration még-
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 fur die Regeneration
geschadigter Gewebe eingesetzt werden kdnnen. Die Moglichkeit der Generierung
von patientenspezifischen hiPSCs hat hierfur eine ideale Zellquelle geschaffen. Neben
verschiedenen Reprogrammierungsmethoden zur Generierung von Ruckstandsfreien
autologen hiPSCs, sind die Differenzierung und die Charakterisierung der generierten
Zellen, aber auch Implantationsmethoden und die Untersuchung unterschiedlicher Bi-

omaterialien als Tragermaterialien in den Fokus des Tissue Engineerings geruckt.

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 fur nsP1-4, die Reprogrammierungsfak-
toren Oct4, KlIf4, Sox2 und c-Myc, sowie dem eGFP (Enhanced green fluorescent pro-
tein) und einer PAC, die eine Positivselektion der transfizierten Zellen ermdglicht. Um
eine vorzeitige RNA Degradierung zu verhindern, wurden die Zellen wahrend des ge-

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

Die ersten iPSCs wurden durch die Reprogrammierung von murinen und wenig spater
von humanen Fibroblasten generiert [49, 50]. Auch heute sind Fibroblasten auf Grund
ihrer hohen Verfugbarkeit, ihrer geringen Anspriche an die Nahrstoffanforderungen
und der einfachen Kultivierung, Vermehrung und Kryokonservierung die am haufigsten
verwendete Zellquelle [193]. Dartber hinaus sind sie einfach zu transfizieren und die
Reprogrammierung verlauft 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 zusatzlichen Belastung des Patienten verbunden.

Eine alternative Quelle flr somatische Zellen, ist die Isolation von PBMCs aus Patien-
tenblut [59, 194]. Die Blutentnahme ist minimalinvasiv und ein klinisches Standardver-
fahren. Zusatzlich konnte von Tan und Kollegen gezeigten werden, dass aus einem

einzigen Tropfen Blut (10 pl) genug PBMCs isoliert werden kénnen, um daraus hiPSCs
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zu generieren [195]. Der Reprogrammierungserfolg ist auf Grund der geringen Effizi-
enz der bisher zur Verfligung stehenden Transfektionsmethoden jedoch im Vergleich

zu anderen somatischen Zellarten auf3erst gering [196].

Mit der erfolgreichen Reprogrammierung von RECs prasentierten Zhou und Kollegen
erstmals eine einfache, nicht-invasive, kostengunstige und fir den Spender schmerz-
freie Methode zur Isolation somatischer Zellen zur Generierung von humanen iPSCs
[61]. Wahrend der physiologischen Selbsterneuerung des Epithelgewebes im Urinal-
trakt werden ca. 2.000 bis 7.000 Zellen pro Tag abgel6st und Uber den Urin ausge-
schieden [62]. Hierbei kdnnen hauptsachlich die drei Zellarten: Nieren-, Ubergangs-
und Plattenepithelzellen unterschieden werden [197]. Ubergangszellen sind hierbei
eher selten und werden hauptsachlich nach einer Katheterisierung der Harnréhre oder
des Harnleiters gefunden [197]. Sie unterscheiden sich durch ihre Gréf3e und Form
von RECs [197]. Plattenepithelzellen kleiden die Harnréhre und die Vagina aus und
sind am haufigsten 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 erhéhte 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 Gber mehrere Tage konnte das Plattenepithel entfernt
werden, so dass etwa 3 - 6 REC-Kolonien im Kulturgefal3 tbrigblieben, welche nach
einer etwa 14-tdgigen Kultivierung fur die Reprogrammierung bereit waren. Die Isolier-
ten Zellen wurden durch die Untersuchung auf den Epithelzellmarker 3-Catenin und
den renalen proximalen tubuldren Marker CD13 charakterisiert und die Herkunft der
Zellen bestétigt. Durch die Verwendung von gréf3eren Mengen Urin oder der Isolation
aus erstem Morgenurin kann die Anzahl der isolierten Zellen erhdéht werden, wodurch
die Expansionszeit der Zellen verringert und die Reprogrammierung schneller gestar-

tet werden kann.

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

rungsmethoden von besonderem Interesse. DNA basierte Methoden gelten zwar
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grundsatzlich 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 gegenuber
diesen Methoden den Vorteil einer hoheren Reprogrammierungseffizienz [73]. Auf
Grund der transienten Eigenschaften fuhrt die Transfektion mit mRNA jedoch nur zu
einer voribergehenden Expression der Proteine von 2-3 Tagen und muss daher tag-
lich wiederholt werden [73, 76]. Im Vergleich dazu kann mit der srRNA durch das Mit-
fuhren der Sequenz der nsP1-4 [87] die Proteinexpression mit einer einzigen Trans-
fektion Uber den gesamten Reprogrammierungszeitraum aufrechterhalten werden
[86]. Verglichen mit mRNA ist die sSrRNA-basierte Reprogrammierung somit mit deut-
lich weniger Arbeitsaufwand, Kosten und zellularem Stress verbunden und bietet zu-
satzlich eine verbesserte Reprogrammierungseffizienz [73]. Der Einbau der sTRNA mit
der eGFP Sequenz erlaubte die Uberwachung 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 Verhaltnis dieser, kdnnen somit untersucht werden. Aul3erdem liefert
die eGFP Expression erste Hinweise auf eine erfolgreiche srRNA-Degradierung nach
dem Absetzen des IFN-Inhibitors durch den Riuckgang der Fluoreszenzintensitat.

Wie bei anderen synthetischen RNAs, wird durch die Transfektion mit sSTRNA eine Typ-
I-IFN Immunantwort ausgel6st. Deshalb ist die Behandlung mit einem IFN-Inhibitor
B18R erforderlich, um einen vorzeitigen Abbau der sSrRNA 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
rickstandsfreie iPSCs zu generieren [86, 201]. Neben dem Einsatz des rekombinanten
Proteins B18R, konnte in weiteren Studien gezeigt werden, dass ebenfalls die Co-
Transfektion mit B8R mRNA sowie der Gabe von B18R konditioniertem Medium, das
durch die Transfektion von Fibroblasten mit BL8R mRNA hergestellt wird, die Typ-I-
IFN vermittelte Immunantwort nach der Transfektion mit Fremd-RNA inhibiert und die
Expression der Reprogrammierungsfaktoren ermdglicht [75, 85, 86, 201, 203]. Durch
dieses Verfahren konnten die Kosten fur 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 abhangt, muss die Menge, die
bei der Reprogrammierung eingesetzt wird bei jeder Charge und fir jede Zellart neu

eingestellt werden.

4.2 In vitro und in vivo Charakterisierung der REC-hiPSCs

Die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und zur Differenzierung in nahezu jegliche Zellart
hat in der Regenerativen Medizin grol3es Interesse und Aufmerksamkeit der hiPSCs
erregt. Eine Analyse von 186 pluripotenten Zelllinien ergab jedoch, dass diese, im Ver-
gleich zu nicht pluripotenten Zellen, haufiger zu chromosomalen Aberrationen neigen.
Wahrend hESCs hauptsachlich eine Vervielfachung von Chromosomen zeigten, wa-
ren bei hiPSCs eher Deletionen nachweisbar [204]. Um die Identitat und Sicherheit der
generierten hiPSCs zu bestatigen, wird somit eine ausfuhrliche Charakterisierungspro-
zedur Uber mehrere Stufen empfohlen [205]. Eine initiale Charakterisierung der gene-
rierten hiPSCs erfolgte in vitro Gber den Nachweis Stammzell-spezifischer Proteine,
die mit der Aufrechterhaltung der Pluripotenz und der Fahigkeit der Selbsterneuerung
in Verbindung stehen, sowie Uber den Nachweis der Differenzierungsfahigkeit in die

drei Keimbahnen (Mesoderm, Endoderm und Ektoderm).

Um die Sicherheit der generierten hiPSCs auf chromosomaler Ebene zu untersuchen,
wurde eine ausfuhrliche Karyotypisierung durchgefihrt. Hierbei konnten bei keiner der
generierten Linien chromosomale Vervielfaltigungen, Deletionen oder andere struktu-
relle Veranderungen festgestellt werden. Zusétzlich wurde die Abwesenheit der sSrRNA
auf Nukleinsdure-Ebene in einer frihen Phase (Passage 3) der generierten hiPSCs
untersucht. Die gRT-PCR (Quantitative reverse transcription polymerase chain reac-
tion)-Analyse mit spezifischen Primerpaaren, die fir Sequenzen in den nsP2 und nsP4
Region kodieren, zeigte keine Rickstande der srRNA im Vergleich zu unmittelbar mit
SrRNA transfizierten Zellen. Da es sich hierbei um eine &auf3erst sensitive Methode
handelt, welche bereits sehr geringe Mengen detektieren kann [206], eignet sich diese
besonders gut, um Rickstande in den generierten iPSCs zu detektieren. Ebenfalls
deutet die Abnahme der c-Myc und Klf4 Expression auf einen Riickgang der sSrRNA im
Zytoplasma hin. Obwohl die Expression dieser Proteine fur die Reprogrammierung er-
forderlich ist, sollten sie nach der Reprogrammierung herunterreguliert werden, da eine
dauerhafte Uberexpression mit einer erhbhten Tumorgenese und der moglichen 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
Mausen

Trotz zahlreicher in vitro Charakterisierungsmethoden ist die spontane in vivo Bildung

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

als Goldstandard fir 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 kbnnen.

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
fur die Bewertung der Pluripotenz von hiPSCs getestet. Fur die Analyse der explan-
tierten Teratome wurden neben Hamatoxylin und Eosin Farbungen immunhistochemi-
sche und -zytochemische Farbungen sowie Genexpressionsanalysen mittels qRT-

PCR angewendet.

Die in vivo Teratombildung wird tblicherweise in immundefizienten Mausen durchge-
fuhrt. Hierbei werden gewdhnlich 15 bis 20 Mausen im Alter von 6 bis 10 Wochen [58,
210] die Stammzellen subkutan [211] oder intramuskular [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 haufig mit dem Leiden der Tiere
verbunden und kann auf Grund der GroRe und des Gewichts zu einer erheblichen
eingeschrankten Beweglichkeit oder durch Schmerzen und Angsten zu einem veran-
derten Verhalten oder einer eingeschréankten Futter- und Wasseraufnahme der Tiere
fuhren [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 Huh-
nerembryos gebildet [214, 215]. Die stark vaskularisierte CAM stellt eine optimale Um-
gebung fur die Zelltransplantation dar und kann die applizierten Zellen ausreichend
versorgen [216]. Ein ethischer Vorteil gegentber immundefizienten Mausen besteht
darin, dass die CAM nicht innerviert ist, wodurch keine Schmerzen oder Beeintrachti-
gungen fur den Embryo entstehen [214] und die 3R-Prinzipien (,Reduction, Replace-
ment, Refinement®) umgesetzt werden kdnnen [217]. AuRerdem ist durch die natirli-
che Immundefizienz der CAM die Transplantation von Artfremden (xenogenen) Zellen
maoglich, ohne dass die Zellen abgestol3en werden.
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Fur den Test auf Eignung des CAM-Assays als alternatives in vivo Modell zur Teratom-
bildung in immundefizienten Mausen wurde die CAM befruchteter Hihnereier so frei-
prapariert, dass die Hilhnereier nach der Applikation der hiPSCs weiter bebritet wer-
den konnten. Die Inkubation der implantierten hiPSCs fiir 9 bis 10 Tage war hierbei
ausreichend, um charakteristische Gewebestrukturen aller drei Keimschichten nach-
weisen zu kénnen. Das etablierte CAM-Modell ist somit deutlich kostengtinstiger und

weniger zeitaufwandig als die Nagetiermodelle.

Obwohl der CAM-Assay mehrere Vorteile gegentber dem in vivo Mausmodell hat, hat
diese Methode den Nachteil, dass die Brutdauer der Kilken auf 21 Tage limitiert ist.
Da die CAM erst an Tag 3 bis 4 der Bebritung gebildet wird und erst ab Tag 7 eine
ausreichende Vaskularisierung fur die Nahrstoffversorgung der Zellen vorhanden ist,
sollte die Inkubationszeit auf maximal 12 Tage ausgedehnt werden. Im Gegensatz
dazu wird die Teratombildung bei Mausen etwa 4 bis 6 Wochen lang durchgefihrt [58].
Durch eine weitere Verlangerung der Inkubationszeit kann die Gréf3e oder die Gewe-
bereifung des Teratoms erhoht werden. Daher muss davon ausgegangen werden,
dass die Gewebestrukturen, die sich in den Teratomen auf der CAM bilden, weniger
ausgereift sind als die in Mausen mit einer deutlich langeren 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 108 PSCs pro Injektion sind eine gangige Zell-
menge im Nagermodell [58]. Da die Wachstums- und Differenzierungsrate je nach
pluripotenter Stammezell-Linie variieren kann, kann eine Anpassung der Zellzahl an die
jeweilige Zelllinie erforderlich sein [58]. So fuhrte die Erh6hung der hiPSC Anzahl von
0,5 x 108 auf 2 x 108 hiPSCs in dem hier etablierten CAM-Assay zu einer Steigerung
der Teratombildungseffizienz von 30% auf 70%. Mit der weiteren Erhéhung auf 4 x 10
Zellen konnten auf allen CAMs Teratome detektiert werden. Die Verwendung von 2 x
10° hiPSCs war jedoch bereits ausreichend, um allen drei Keimbahnen in den explan-
tierten Teratomen mittels H&E Farbung, spezifischer Antikérperfarbung (Immunhisto-
chemie & Immuncytochmie) sowie durch den Nachweis der Expression mittels gRT-

PCR nachzuweisen. Das etablierte CAM-Assay Modell bietet sich somit als Zeit- und
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kostengunstige Alternative zu immundefizienten M&usen zur in vivo Bestéatigung der
Differenzierungsfahigkeit von neu generierten hiPSC-Linien an. Eine Abwandlung
diese Methode kann zuséatzlich fur die Uberprifung von Differenzierungsprotokollen
auf verbliebene hiPSCs angewendet werden. Die Implantation von verbleibenden,
nicht vollstandig ausdifferenzierten hiPSCs kann zur Bildung von Teratomen fihren
und muss fir 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, wirden
hierbei auf verbliebene hiPSC und eine unvollstdndige und nicht ausreichende Diffe-

renzierung bzw. Separation fir eine klinische Anwendung hindeuten.

4.3 Differenzierung und Verabreichung von hiPSCs-abgeleiteten

Kardiomyozyten

Nach der erfolgreichen Reprogrammierung von RECs zu sicheren und rickstands-
freien hiPSCs mittels sSrRNA wurden die hiPSCs zu Kardiomyozyten differenziert. Der
Fokus liegt hierbei auf der Regeneration von geschadigtem Myokard nach einem Herz-
infarkt, um Folgeerkrankungen, die mit einer eingeschréankten Kontraktilitat einherge-
hen, zu reduzieren. Hierflr ist neben der Expression kardialer Proteine und der Aus-
bildung von funktionellen Sarkomeren die elektromechanische Kopplung der Zellen
von grofRer Bedeutung. In einer friheren Studie konnte bereits gezeigt werden, dass
die elektromechanische Reizweiterleitung von hiPSC-abgeleiteten Kardiomyozyten
ebenso wie im Myokard Uber ,gap junctions und dem anschlie3enden schlagartigen
Einstrom von Ca?*-lonen, die im sarkoplasmatischem Retikulum und dem Extrazellu-
larraum gespeichert sind, stattfindet [218]. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die
Erregungsweiterleitung bei funktionalen hiPSC-abgeleiteten Kardiomyozyten, durch
die pharmakologische Modulation der Calciumkanale 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 Gber das ge-
samte Kulturgefal. 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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Zusétzlich konnte das Ansprechen auf die gangigen Calciumkanal-Modulatoren Nifedi-
pin und Isoproterenol/Isoprenalin nachgewiesen werden. Bei Nifedipin handelt es ich
um einen Calciumkanalantagonisten, der zur Blockade des Ca?* Einstroms und somit
zur Verringerung der Kontraktilitdt der Kardiomyozyten im Herzen fuhrt [220]. Isop-
renalin ist dagegen ein Adrenalin-Abkdmmling und ein 3-Adrenozeptor-Agonist, der im
Herzen zu einem verstarkten Einstrom von Ca?* lonen fiihrt. Dadurch wird der Schwel-
lenwert des Aktionspotentials schneller erreicht, was wiederum eine erhéhte Kontrak-
tilitat 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 konzentrationsabhéngige Steigerung der Schlagfre-
guenz festgestellt werden. Im Gegensatz dazu fuhrte die Behandlung der hiPSC-ab-
geleiteten Kardiomyozyten mit Nifedipin ab einer Konzentration von 0,1 uM 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 gangige Calciumkanal-Modulatoren konnte somit die elektromechani-
sche Funktionalitat aus REC-hiPSCs ausdifferenzierten Kardiomyozyten nachgewie-

sen werden.

Die klinische Anwendung der generierten Kardiomyozyten zur Reparatur von geschéa-
digtem Herzgewebe erfordert jedoch neben der Funktionalitéatsprifung die Produktion
einer reinen Kardiomyozyten-Kultur im grof3en Maf3stab. Um vollstandig ausdifferen-
zierte Kardiomyozyten-Kulturen zu erhalten, kann auf eine Positiv- oder Negativselek-
tion zurickgegriffen werden. Hierzu kénnen die generierten Kardiomyozyten Uber
Oberflachenrezeptoren wie SIRPa (Signal-regulatory protein a) [223], mit Fluoropho-
ren oder mit magnetischen Beads funktionalisierten Antikdrpern 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 Antikbrpermarkierungen jedoch einen Einfluss in klinischen Anwendun-
gen haben kdnnen, ist bislang nicht vollstandig geklart. Alternativ kbnnen die Kardio-
myozyten mit Hilfe eines nicht Glucose-haltigen Mediums mit Lactat angereichert wer-
den. Glukose ist flr die meisten Saugetierzellen die Hauptenergiequelle. Sie wird wéh-
rend der Glykolyse Uber Glucose-6-Phosphat zu Pyruvat und/oder Laktat umgewan-
delt, wobei geringe Mengen Energie frei werden. Das Pyruvat wird anschlie3end in
den Mitochondrien im Citratzyklus durch oxidative Phosphorylierung zur hauptsachli-

chen Energiegewinnung umgesetzt. Kardiomyozyten sind dagegen in der Lage neben
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Glukose auch Fettsduren und Laktat durch die oxidative Phosphorylierung zur Ener-
giegewinnung heranzuziehen [225, 226]. Durch die Kultivierung von Kardiomyozyten
in lactathaltigem Medium ohne Glucose, kénnen somit nicht differenzierte Zellen und
nicht-Kardiomyozyten eliminiert werden (= Negativselektion) [227]. Im Rahmen dieser
Arbeit konnte mit der Selektion Gber 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 prasentiert [112]. Mit dem
Ablésen und Aussaen der Kardiomyozyten in einer geringen Zelldichte (~10.000/cm?)
und der Zugabe des GSK-3 Inhibitors CHIR99021 konnten die Ausreifung unterbro-
chen und die hiPSC-Kardiomyozyten zur verstarkten Proliferation angeregt werden
[112, 228]. Uber mehrere Passagen hinweg konnen so fast reine Kardiomyozyten-Kul-
turen (>92 % a-Actinin positiv) generiert werden [228]. Zusatzlich kann hierdurch eine
Expansion der Kardiomyozyten-Kultur von bis zu 30.000 % tber 5 Passagen erreicht
werden [112]. Da es sich hierbei um eine reversible Modulation verschiedener Signal-
wege handelt, kbnnen mit dem Entzug von CHIR99021 die proliferationsférdernden
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-
kularen Kardiomyozyten in Ihrer Funktionsweise an das Zielgewebe angepasst werden
kénnen [229, 230].

4.3.1 Wasserstrahl-basierte Injektion von Kardiomyozyten

Im weiteren Verlauf dieser Forschungsarbeit wurde eine neuartige Wasserstrahl-ba-
sierte Injektionsmethode fur die Anwendung von hiPSC-Kardiomyozyten ex vivo in
Schweineherzen untersucht. Das aus der Wasserstrahlchirurgie abgeleitete System
wurde erstmals von Jager und Kollegen fur die schnelle und préazise Injektion von
MSCs in den Schlieimuskel beschrieben [231]. Die Verwendung von zwei unmittelbar
nacheinander geschalteten Wasserstrahlen mit unterschiedlich einstellbaren Driicken
ermoglicht das nerven- und blutgefa3schonende Eroffnen des Gewebes und unmittel-

bar im Anschluss die grof3flachige Verteilung der Zellen im Gewebe.

Fur die Stammzell-basierte Regeneration von geschadigtem kardialem Gewebe wur-
den bereits verschiedene Methoden, wie beispielsweise die intravenése Infusion [232],
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die Perfusion Uber 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 Kanile die
haufigste Verabreichungsmethode dar [154, 234-236]. Trotz des haufigen Einsatzes
bringt die Injektion Uber einzelne Kantlen eine Reihe von Nachteilen mit sich. Wahrend
kleine Kanulen auf Grund héherer Scherspannungen und Dricke, die wahrend der
Injektion erzeugt werden, zu einem héheren Verlust der Viabilitéat der Kardiomyozyten
fuhren kbnnen, bergen Kanulen mit einem grol3eren Durchmesser dagegen ein erhoh-
tes Risiko fur Gewebe- und Blutgefal3verletzungen und den Ruckfluss der Zellen ent-
lang des Penetrationsweges [170, 237]. Zusatzlich konnten mehrere klinische Studien
zeigen, dass bei einem Myokardinfarkt etwa 16 bis 21 % des gesamten linken Ventri-
kels betroffen sind [238-240]. Fur eine effiziente Regeneration des betroffenen Gebiets
und die Wiederherstellung der Funktionsfahigkeit ist daher eine starke rdumliche Ver-
teilung der injizierten Zellen notwendig. Die Injektion mit einer einzelnen Kanule setzt
daher Mehrfachinjektionen voraus. Fir 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 Kandtlen, mit jeweils zwei zusatzlichen seitlichen Boh-
rungen, wurde von Tabei und Kollegen entwickelt [241]. Bei der Injektion von aus
hiPSC gewonnenen Kardiomyozyten-Spharoiden in das Myokard von Schweinen
konnte unter Verwendung der Injektionsvorrichtung im Vergleich zu einer einzelnen 23

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

In dieser Arbeit wurde eine 27 G Kanlle als Referenz verwendet, was im mittleren
Bereich der in der Literatur eingesetzten Kanulen (23 bis 29 G) liegt [154, 234-236,
241]. Wie bereits bei Tabei und Kollegen [241], fuhrte die Einzelinjektion mit einer 27
G Kandile 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. Auffallig war, dass mit der Einstellung E60 fiir 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 fuhrte.
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Ebenso aufféallig war bei der Analyse der fluoreszenzmarkierten Kardiomyozyten, die
mit der 27 G Kandule injiziert wurden, die signifikant starkere Verteilung tber die Herz-
kranzgefalRe im Vergleich zu der Injektion mit dem Wasserstrahlsystem. Ahnliche Er-
gebnisse konnten ebenfalls bei parallel zu dieser Studie laufenden in vivo Versuchen
von Linzenbold und Kollegen nach der Injektion von MSCs in den Schliel3muskel von
Schweinen festgestellt werden [242]. Wahrend die Wasserstrahl-basierte Injektion zu
einer prazisen und weitraumigen Verteilung der Zellen fuhrte, konnten bei drei von vier
Schweinen, die mit einer Williams Nadel (=23 G) injiziert wurden, keine oder an uner-

wunschten Stellen Zellen gefunden werden.

Auf die Anwendung im Herzen bezogen, kann eine mechanische Verletzung der Blut-
gefal3e bei der Applikation von Kardiomyozyten in vivo zur Verteilung von Kardiomy-
ozyten uber die Koronararterien fuihren [242]. Durch Bildung von Zellaggregaten kann
es anschliel3end zum Verschluss der GeféalRe und zu einer erneuten Ischamie im Her-
zen kommen. Zusatzlich geht durch die mechanische Verletzung des gesunden Herz-
muskelgewebes die Gefahr einer Verstarkung der in Folge des Myokardinfarktes auf-
treten Entzindungsreaktionen aus, was zu einem erhdhten Risiko von Herzrhythmus-

stérungen fuhren kann [243].

Neben dem Verlust der Funktion kénnen Zellen, die bei der Injektion beschadigt wer-
den, ebenso Ausldser von Entziindungsreaktionen sein. Die Viabilitdt und Zellwieder-
findung stellt somit ein kritisches Mal} fur die Beurteilung der Injektionsmethode dar.
Verglichen mit der 27 G Kanile mit einem Durchmesser von etwa 400 um, besitzt die
Duse des Wasserstrahl-Systems ausschlief3lich einen Durchmesser von 150 pm.
Dadurch bewegen sich die Zellen im Wasserstrahlsystem schneller und reagieren
demzufolge empfindlicher auf Scherspannung. Die Viabilitdt der Kardiomyozyten
hangt somit bei dem Wasserstrahlsystem maR3geblich vom Injektionsdruck ab. Der in
vitro Vergleich von drei verschiedenen Driucken (E5, E10 und E20) beim Injektions-
strahl zeigte, dass das Wasserstrahlsystem zunachst keinen bzw. nur einen geringen
Einfluss auf die Viabilitat der Zellen hat im Vergleich zur Injektion mit einer 27 G Kaniile
hat. Bei der Zellwiederfindung konnte jedoch mit der Einstellung E20 vermutlich durch
die bei der Injektion auftretenden Scherkrafte eine deutliche Abnahme der Zellwieder-
findung detektiert werden.

Das Wasserstrahl-System eignet sich somit grundsatzlich zur gewebe- und blutgefal3-
schonenden Injektion von Zellen. Jedoch muss der Injektionsdruck auf die jeweiligen
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Zellen und das Zielgewebe abgestimmt werden, um die initiale Schadigung der zu ap-
plizierenden Zellen sowie weitere Entziindungsreaktionen 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 grof3 werden, so dass die Zellsuspension nach
der Injektion aus dem Myokard gedrickt wird. Weitere Untersuchungen mit héheren
Fallzahlen sollten deshalb zur Ermittlung der idealen Einstellungen durchgefuhrt wer-

den.

Die Verabreichung der hiPSC-Kardiomoyzyten wurden in dieser Arbeit sowohl bei der
Verwendung des Wasserstrahl-Systems als auch bei der Injektion Gber die Kanile am
Epikard durchgefihrt. In vivo wird die epikardiale Injektion in der Regel am offenen
Herzen bei einer Thorakotomie wéhrend eines kunstlich herbeigefuhrten Herzstill-
stands [244] oder bei einer seitlichen Minithorakotomie [245] durchgefiihrt. Da es sich
hierbei um medizinisch aufwendige und invasive Eingriffe handelt, sind diese mit ei-
nem betrachtlichen Risiko und méglichen Komplikationen verbunden. Mit Katheter-ge-
stutzten Methoden, wie der endokardialen [246-248] oder der intrakoronaren [233,
249-251] Injektion, stehen auch weniger invasive Methoden fir die Zellapplikation zur
Verfiigung. Das neuartige Wasserstrahl-basierte Zellinjektionssystem ist neben der in
dieser Arbeit gezeigten epikardialen Verabreichung ebenso fur eine endokardiale als
auch eine intrakoronare Verabreichung geeignet und kdonnte damit die Zelltransplan-

tation in Zukunft praziser, weniger invasiv und belastend fiir den Patienten machen.

4.4 Besiedelung und osteogene Differenzierung von JPCs auf B-TCP
Scaffolds

Die Regenerative Medizin stellt mit der Reparatur von kleinen und grof3en 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 wahrend 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]. Wahrend die Isolierung von MSCs aus
dem Knochenmark ein invasiver und schmerzhafter Eingriff fir 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 fur einen erkennbaren osteogenen Effekt gewonnen
werden kdnnen [256, 257], sind JPCs im Kieferperiost leichter zuganglich und zeigen

zudem ein sehr gutes osteogenes Differenzierungspotential [131, 132].

Bei Knochendefekten die eine kritische Gréf3e Uberschreiten, reicht dagegen die Ver-
abreichung von MSCs allein meist nicht aus. Um in Zukunft auch die Regeneration von
grolReren Knochendefekten zu ermoglichen, wurde in dieser Arbeit zunachst die Kulti-
vierung von JPCs auf B-TCP-Geristen und die anschlieRende Differenzierung zu os-
teogenen Progenitorzellen untersucht. Mit 3-TCP als Biomaterial kann die Knochen-
struktur imitiert werden, um eine Umgebung zu schaffen, die der physiologischen Um-
gebung im Korper dhnelt und eine Ansiedlung von Knochenzellen und die Regenera-
tion von gesundem Knochengewebe fordert. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass
durch die physiologische Degradierung von B-TCP nach der Implantation anorgani-
sches Material wie Kalzium- (Ca?*) und Phosphationen (PO4%) freigesetzt wird, die die
Differenzierung in Osteoblasten ahnlichen Zellen und die Mineralisierung bei der Kno-
chenregeneration nachweislich unterstitzen [137]. Eine Beschichtung der Biomateria-
lien mit Polymeren wie PLGA kann zudem die mechanische Stabilitdt bei grofReren
Knochendefekten erhéhen und zu einer verstarkten Zelladhasion beitragen [138]. Dar-
Uber hinaus kann durch Modifikation der PLGA-Beschichtung mit Wachstums-
und/oder Differenzierungsfaktoren die Biofunktionalitéat sowie die Vaskulogenese und
Angiogenese des Knochenersatzes verbessert werden [258, 259].

Die Beschichtung der B-TCP Geruste flhrte in dieser Studie zu einer glatteren und
weniger pordsen Struktur im Vergleich zu den unbeschichteten B-TCP-Gerlsten. Da
die PorengrofRe und die Makro- und Mikroporositat wichtig fur die osteogene Differen-
zierung sind [253], kann die osteogene Differenzierung dadurch positiv oder negativ
beeinflusst werden. Eine Analyse der Viabilitdt Gber den Zellmetabolismus zeigte ge-
ringe, aber dennoch signifikante Schwankungen zwischen PLGA beschichteten und
unbeschichteten Gerusten. Insbesondere bei der osteogenen Differenzierung konnten
diese Uber die Differenzierungsdauer von 13 Tagen ausgeglichen werden. Ebenso
zeigten die REM Aufnahmen sowohl bei den PLGA-beschichteten als auch bei den
unbeschichteten B-TCP Geristen eine gleichmaRige und fast vollstdndige Zellbesie-
delung der Geruste an Tag 15. Um das osteogene Differenzierungspotential der JPCs

auf den verschieden behandelten Gerusten zu testen, wurden diese fur 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 gangigen
osteogenen Differenzierungstreiber Dexamethason-, Ascorbinsaure- und B-Glycero-
phosphat zurtickgegriffen. Die signifikant erhohte Expression und Aktivitdt von ALPL
(Alkaline phosphatase L) sowie die erh6hten Hydroxylapatit-Ablagerungen (Minerali-
sierung) bestatigten hierbei die erfolgreiche osteogene Differenzierung. Die hier durch-
gefuhrten Analysen der ALP-Genexpression und ALP-Aktivitat deuten darauf hin, dass
die Kultivierung von JPCs auf der PLGA-Beschichtung zu einer verstarkten osteoge-
nen Zelldifferenzierung fuhrt.

4.4.1 Einfluss von zellbesiedelten Biomaterialien auf die Hamostase

Wahrend der Transplantation der generierten Knochen-Geriuste kommt es beim Pati-
enten durch den Eingriff zu Gewebeverletzungen und somit zu direktem Blutkontakt.
Je nach Biomaterial und Oberflacheneigenschaften kann dies durch die Absorption
von Proteinen und Zellen zur Aktivierung der Thrombozyten und Leukozyten sowie zur
Einleitung der Gerinnung fiihren [260]. Durch diese primaren Schritte bildet sich eine
provisorische Matrix, die die spateren Reaktionen des Wirts auf die Implantate beein-
flusst. Neben dem Gerilistmaterial konnen auch die auf den Gerlisten ausgesaten Zel-

len einen Einfluss auf die Hamokompatibilitat bzw. die Hamostase haben.

Um maogliche Interaktionen bei einer zukinftigen klinischen Anwendung abschéatzen
zu kénnen, wurde nach dem Nachweis der erfolgreichen Besiedelung und der osteo-
genen Differenzierung der JPCs auf den PLGA-beschichteten und unbeschichteten [3-
TCP-Gerusten der Kontakt der zellbesiedelten Geriste (nativ und osteogen induziert)
mit humanem Vollblut nachgestellt und die Aktivierungsmarker analysiert. Die Ver-
suchsplanung und -durchfiihrung erfolgte hierbei geman 1SO 10993-4 fir die biologi-

sche Beurteilung von Medizinprodukten in Kontakt mit Blut.

Die Inkubation von PLGA-beschichteten oder unbeschichteten B-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-
Rerdem konnten weder Hinweise auf Entziindungsreaktionen (PMN-Elastase), noch
eine Aktivierung des Komplementsystems (SC5b-9) oder eine Aktivierung von Throm-
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bozyten (B-TG) festgestellt werden. Die Analyse der Aktivierung des Gerinnungssys-
tems Uber den TAT-Komplex zeigte dagegen erhdhte Werte bei zellbesiedelten B-
TCP-Gerusten, unabhéangig von der Behandlung. Die Aktivierung der Gerinnungs-
kaskade fuhrt zur Bildung von Thrombin und anschlie3end zur Bildung eines Fibrin-
netzwerkes. REM-Analysen bestétigten die Aktivierung des Gerinnungssystems uber
die Bildung eines Fibrinnetzwerks mit eingeschlossenen Erythrozyten auf der Oberfla-
che der mit Zellen besiedelten B-TCP-Gerusten. Im Gegensatz dazu waren bei den
Gerusten ohne Zellen keine Fibrinnetzwerke und zudem Erythrozyten-Ablagerungen
ausschlief3lich in den HohlrAumen der Gerlste nachweisbar.

Das Gerinnungssystem kann Uber den intrinsischen Weg der Kontaktaktivierung oder
den extrinsischen Weg uber TF aktiviert werden [184]. In friheren Studien konnte be-
reits festgestellt werden, dass nach intravendser Applikation bei Mausen [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
zusammenhangen und somit eine Aktivierung des Gerinnungssystems Uber den

extrinsischen Aktivierungsweg auslésen kénnen [263].

Bei einer moglichen klinischen Anwendung kommt es beim Freipraparieren der Im-
plantationsstelle zur Verletzung des vaskularisierten Gewebes und somit zum Blutkon-
takt des Knochen-Gerlsts. Durch die Aktivierung des Gerinnungssystems wird sofort
eine provisorischen Matrix ausgebildet. Das darin enthaltene Plasmafibronektin kann
dabei die Zelladhasion tber Integrin-Rezeptoren foérdern. Dadurch werden die Migra-
tion und Adhasion verschiedener Zelltypen, wie Fibroblasten und Endothelzellen, sti-
muliert. Zusatzlich fordert die gebildete Matrix die Adhasion und Aktivierung von
Thrombozyten. Aktivierte Thrombozyten, die in der provisorischen Matrix eingeschlos-
sen sind, konnen verschiedene Wachstumsfaktoren freisetzen, wie PDGF (Platelet-
derived growth factor), VEGF (Vascular endothelial growth factor), bFGF (Basic fib-
roblast growth factor)und TGF-B (Transforming growth factor-g), die zur Rekrutierung
von Fibroblasten, Endothelzellen und Immunzellen fiihren [264]. Die rekrutierten En-
dothelzellen kbnnen durch Einwachsen in das Geriist und durch auslésen angiogene-

tischer Prozesse zur Vaskularisierung des Gertsts beitragen. Die zeithahe Gefal3neu-
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bildung, die die Versorgung der Knochen-Konstrukte mit Sauerstoff und anderen Nahr-
stoffen sicherstellt, ist eine entscheidende Komponente fiir die Integration der Gertiste
in das umliegende Gewebe und ein zentraler Punkt fir die rasche Knochenheilung
[265]. Die Aktivierung der Blutgerinnung durch JPC-besiedelte B-TCP Geruste kdnnte
somit im Vergleich zu JPC-freien Geristen die Neovaskularisierung und die Heilungs-
reaktionen weiter férdern, was zu einer beschleunigten Knochenregeneration fihren

kann.
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5 Ausblick

In dieser Arbeit gelang es, mittels sSrRNA riickstandsfreie 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 fur eine gewebe- und blutgefaf3schonende Injektion von Kardio-
myozyten zur Regeneration des Herzmuskels nach einem Myokardinfarkt gelegt wer-
den. Dariliber hinaus konnte gezeigt werden, dass neben Biomaterialien, die haufig im
Knochen Tissue Engineering eingesetzt werden, auch Zellen wie MSCs bzw. JPCs
beim Kontakt mit Blut die Hamostase und somit moglicherweise die Knochenheilung

beeinflussen kdnnen.

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 ausfihrlichen in vitro und in vivo Charakteri-
sierung verbunden. Mit der Abwandlung des CAM-Assays als in vivo Nachweis fur die
Pluripotenz von PSCs, steht zukinftig eine kostengiinstige und schnelle in vivo Me-
thode zur Verfigung, 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 erhéhen, kann
eine Separierung nach Oberflachenmolekilen durchgefiihrt werden. Hierbei kdnnen
durch FACS- oder MACS-gestltzte 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 Wabhr-
scheinlichkeit von Rickstdnden 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
Funktionalitéat der generierten Zellen weiter spezialisiert werden, wie beispielsweise

durch eine Subdifferenzierung der hiPSC-Kardiomyozyten zu nodalen, atrialen oder
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ventrikularen Kardiomyozyten. Somit kann die Differenzierung auf den jeweiligen Ein-

satzort abgestimmt und Risiken kdnnen minimiert werden.

Weiterhin ist fur den erfolgreichen Einsatz von Stammzellen in der Regenerativen Me-
dizin die Art der Applikation von grol3er Bedeutung, um die Zellen effektiv und scho-
nend an den gewiinschten Ort im Korper einzubringen. Fir die Applikation von Zellen
im Herzen kann die wasserstrahlbasierte Methode mit ihrer grof3flachigen und ge-
webe- und blutgefal3schonenden Zellinjektion entscheidende Vorteile gegentber der
Injektion mit Kanulen aufweisen. Jedoch sollten die Ergebnisse mit weiteren Versu-
chen und der Evaluation der Injektionsparameter im in vivo Grol3tier-Modell bestatigt
werden. Eine Alternative zu zellbasierten Ansatzen zur Myokardregeneration stellt die
Applikation von kleinen biologisch aktiven Molekilen, von Wachstumsfaktoren und
bzw. oder verschiedenen RNAs dar. Hierbei kbnnte die wasserstrahlbasierte Injektion
mit ihrer weitrdumigen Verteilung ebenfalls deutliche Vorteile gegentiber herkbmmli-
chen Methoden bieten. Zusétzlich kénnte durch einen minimalinvasiven Katheter-ge-
stutzten Zugang des Wasserstrahl-Systems die Applikation von Zellen oder biologisch
aktiver Molekiile Giber die Koronararterien oder tiber das Endokard ermdglicht werden.
Dadurch kénnte die Applikation vereinfacht und die Belastung fur den Patient deutlich

verringert werden.

Stammzellbasierte Anwendungen stellen somit einen vielversprechenden Ansatz fur
die Regenerative Medizin dar. Je nach Anwendungsgebiet stehen hierzu auch heute
schon unterschiedliche Applikationswege (Zellsuspensionen oder Biomaterialien) zur
Verfuigung. Mit dem weiteren Fortschritt der Technologien, wie beispielsweise dem 3D-
Bioprinting, konnte in der Zukunft mit autologen Zellen eine auf den Patienten abge-
stimmte Regeneration von geschadigtem Gewebe bis hin zum Ersatz von Teilen oder
ganzen Organen stattfinden und die Heilung von bisher nicht behandelbaren Erkran-

kungen ermoglichen.
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The generation of induced pluripotent stem cells (iPSCs) from
patient’s somatic cells and the subsequent differentiation into
desired cell types opens up numerous possibilities in regenera-
tive medicine and tissue engineering. Adult cardiomyocytes
have limited self-renewal capacity; thus, the efficient, safe,
and clinically applicable generation of autologous cardiomyo-
cytes is of great interest for the treatment of damaged myocar-
dium. In this study, footprint-free iPSCs were successfully
generated from urine-derived renal epithelial cells through a
single application of self-replicating RNA (srRNA). The expres-
sion of pluripotency markers and the in vitro as well as in vivo
trilineage differentiation were demonstrated. Furthermore, the
resulting iPSCs contained no residual srRNA, and the karyo-
typing analysis demonstrated no detectable anomalies. The car-
diac differentiation of these iPSCs resulted in autologous con-
tracting cardiomyocytes after 10 days. We anticipate that the
use of urine as a non-invasive cell source to obtain patient cells
and the use of srRNA for reprogramming into iPSCs will
greatly improve the future production of clinically applicable
cardiomyocytes and other cell types. This could allow the regen-
eration of tissues by generating sufficient quantities of autolo-
gous cells without the risk of immune rejection.

INTRODUCTION

Heart failure is currently one of the leading causes of death and affects
23 million people worldwide.! In addition to atrial fibrillation and
arterial hypertension, myocardial infarction is a common cause of
heart failure. The destruction of cardiomyocytes is associated with a
reduced pumping capacity of the heart. Because of the extremely
low self-renewal capacity of cardiomyocytes with less than 1% per
year in adult hearts, a physiologically sufficient regeneration of the
myocardium is not feasible.” In end-stage heart failure, solely organ
transplantation can ensure the survival of patients. To overcome the
lack of donor organs for transplantation, there is an explicit need for
regenerative therapeutic strategies to treat advanced heart failure.

Previous in vivo studies with different species demonstrated that the
transplantation of cardiomyocytes can improve the performance of

L)

the heart after myocardial infarction.”" However, human imple-
mentation is currently failing due to the lack of reliable sources of
human cardiomyocytes. To overcome this limitation, various ap-
proaches have been developed to generate cardiomyocytes from
different cell sources, including bone-marrow-derived stem cells,’
embryonic stem cells (ESCs),”” and induced pluripotent stem cells
(iPSCs).*” In particular, iPSCs are a promising cell source to obtain
autologous cells. Since iPSCs are produced from a patient’s somatic
cells, their generation and application avoid ethical concerns associ-
ated with ESCs. Furthermore, rejection reactions are prevented,
because the generated cells are autologous. In addition to the appli-
cation of iPSCs in the field of regenerative medicine, cardiomyocytes
derived from iPSCs allow the screening and discovery of drugs, the
prediction of cardiotoxicity,’’ and the study of cardiovascular
diseases."’

Reprogramming of somatic cells into iPSCs was first achieved in mu-
rine fibroblasts by Yamanaka and colleagues'>'* and shortly there-
after in human fibroblasts using retroviral vectors encoding four tran-
scription factors: KLF4, c-MYC, OCT4, and SOX2. Hitherto, human
fibroblasts have been the most commonly used cell source for reprog-
ramming studies.'* Fibroblasts are usually obtained from skin bi-
opsies, which represent an invasive procedure and lead to an injury
of healthy tissue. This is associated with pain and additional burden
for the patient. Naturally, due to physiological self-renewal of the
epithelial tissue in the urinary tract, approximately 2,000 to 7,000 hu-
man renal proximal tubule epithelial cells are detached daily and
excreted with urine."” Thus, the collection and reprogramming of
these urine-derived cells represent a promising simple and non-inva-
sive strategy for obtaining patient’s own somatic cells.
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The genome-integrating viral vectors originally used by Yamanaka
et al.">"” are carrying a certain risk. The random insertion of retro-
viral vectors into the genome can lead to mutations and, thereby, to
the development of tumors. Furthermore, the retroviral introduction
of c-MYC in the cells can lead to increased tumorigenesis in mice.'*"’
Thus, these iPSCs generated by retroviral vectors cannot be clinically
used. Meanwhile, several non-integrating approaches have been
developed that reduce concerns regarding genetic alterations in
iPSCs."*** In particular, synthetic mRNA-based approaches are
promising.”* Thereby, the exogenous delivery of synthetic mRNAs
into somatic cells leads to transient expression of desired proteins un-
der physiological conditions by cells’ translational machinery. In
contrast to plasmid DNA, synthetic mRNAs do not need to enter
the cell nucleus. This results in an immediate translation of delivered
mRNA in the cytosol and eliminates the risk of genomic integration
and insertional mutagenesis.”* The incorporation of modified nucle-
otides during the in vitro transcription (IVT) or codon optimization®®
can significantly improve the stability of synthetic nRNAs, drastically
reduce immune responses triggered by recognition of foreign RNAs,
and increase the recruitment and recycling of ribosomes and, thereby,
result in enhanced translation efficiency.”*

Due to the transient nature, synthetic nRNAs can be used to express
reprogramming factors to obtain footprint-free iPSCs.”* However, the
transient presence of the exogenously delivered mRNAs also necessi-
tates the daily transfection of cells with the synthetic mRNAs during
the reprogramming process, which is cost intensive, time consuming,
and associated with increased cellular stress. To overcome these hur-
dles, self-replicating RNAs (srRNAs) can be used to express the re-
programming factors for an extended period of time,” without the
need for repeated transfections. The srRNA contains the coding
sequences of four transcription factors-OCT4, KLF4, SOX2, and
¢-MYC-and four non-structural proteins (nsP1-nsP4), which encode
the RNA replication complex of Venezuelan equine encephalitis
(VEE) virus.”**!

In this study, using srRNA, footprint-free iPSCs were generated from
adult human urine-derived epithelial cells, and the successful gener-
ation of beating autologous cardiomyocytes from these iPSCs was
demonstrated.

RESULTS

Reprogramming of Urine-Derived RECs into iPSCs Using OCT4,
KLF4, SOX2, IRES-cMyc (OKSiM)-GFP srRNA

Cells were collected from urine of 4 different donors. The renal
epithelial origin of the isolated and expanded cells at passage 2 or 3
was confirmed using flow cytometry. The analysis showed that
95.8% = 1.3% of the cells positively express epithelial marker f-cate-
nin and that 99.8% =+ 0.2% of the cells express the renal proximal
tubular marker CD13 (Figure 1A).

To control the transfection and translation of the srRNA in cells, an

IRES-GFP encoding sequence was cloned into the T'7-VEE-OKSiM
plasmid for the synthesis of OKSiM-GFP srRNA (Figure 1B). For re-
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programming, 5 x 10* renal epithelial cells (RECs) were seeded on
gelatin-coated wells. Using the established reprogramming protocol
(Figure 1C), 21 to 30 days post-transfection, 3 to 25 primary iPSC col-
onies were obtained per well. After 24 h and reaching approximately
50% confluency (Figure 1D), a single transfection with 0.5 pg OKSiM-
GFP srRNA was performed for 4 h. Subsequently, cells were culti-
vated in B18R-containing medium. Using flow cytometry, a strong
GFP reporter protein expression was detected in 7.2% + 2.8% of
the cells 2 days post-transfection (n = 4). On the third day after trans-
fection, 0.8 ug/mL puromycin was added to the medium to select
srRNA-transfected cells. After 24 h, only a partial antibiotic-medi-
ated, selective cell death was detected. On day 7 after transfection, a
significant reduction in cell numbers was observed, and GFP" cells
carrying the reprogramming srRNAs survived and grew in colonies.
On day 7, the cells underwent severe morphological changes, and
small round cells with large nuclei appeared (Figure 1D). Afterward,
the medium was changed to E8 stem cell medium containing B18R. In
the following days, when the cells reached 90% confluency during the
reprogramming process, the cells were split at a 1:2 or 1:4 ratio onto
vitronectin-coated plates. On day 13, an increase in colony size was
detected. After 26 days, iPSC colonies were identified using live-cell
staining (antibody against SSEA-4). Thereafter, BI8R was withdrawn
from the medium to eliminate the reprogramming srRNA from the
cells, and iPSCs were either immediately picked or further cultivated
for about 4-7 days until primary iPSC colonies increased in size
(D33). Manually picked iPSC colonies were transferred onto the vi-
tronectin-coated wells of a 12-well plate.

Characterization of iPSCs Derived from RECs

Expression of Pluripotency Markers

After the reprogramming of adult somatic RECs into iPSCs, the
expression of pluripotency markers was analyzed in iPSCs at passage
4 by immunostaining with specific antibodies. Fluorescence micro-
scopy analyses revealed a strong expression of NANOG, OCT4,
SOX2, SSEA-4, TRA-1-60, and LIN28 within the entire iPSC colonies
(Figure 2A). Furthermore, flow cytometry analyses demonstrated that
85% + 6% of iPSCs (passages 5-7) were expressing NANOG and that
91% + 4% of cells were positive for TRA-1-60 (Figure 2B). Further
cultivation and expansion of iPSCs until passage 25, corresponding
to 4-5 months in culture, had no effect on TRA-1-60 and NANOG
expression (Figure S1). Additionally, gene expression of SOX2,
OCT4, LIN28, NANOG, and E-cadherin was quantified using qRT-
PCR. The obtained REC-iPSCs (passages 3-6) showed—like the
commercially available positive control iPSC cell line WT02, which
was generated using a Sendai virus vector from dermal fibroblasts—
a significantly high expression of SOX2 (1,510-fold), OCT4 (173-
fold), LIN28 (4,376-fold), NANOG (733-fold), and E-cadherin
(4,230-fold), compared to the initial RECs (Figure 2C).

Trilineage Differentiation of iPSCs

The differentiation potential of the obtained iPSCs (passages 3-7)
into all three germ layers was evaluated in vitro using a directed
7-day differentiation protocol (StemMACS Trilineage Differentiation
Kit from Miltenyi Biotec) followed by specific antibody staining and
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Figure 1. Reprogramming of Urine-Derived RECs into iPSCs Using OKSiM-GFP srRNA

(A) Flow cytometry analysis of RECs after staining with antibodies against epithelial marker B-catenin and renal epithelial marker CD13. Results are shown as mean + SD
(n = 4). Statistical differences were determined using paired t test (****p < 0.0001). (B) Schematic overview of sSrRNA construct. The synthetized srRNA contains the coding
sequences for the non-structural proteins (nsP1-nsP4) of VEE to allow self-replication of srRNA, the reprogramming factors (OCT4, KLF4, SOX2, and c-MYC), and the
reporter protein GFP. The internal ribosome entry sites (IRES) sequences (linked to c-MYC and GFP) control ribosome entry and, therefore, protein production. The 5’ end
was modified with a cap1 structure, and a poly(A) tail was added at the 3’ end. For positive selection, the srRNA also encodes a puromycin resistance. (C) Timeline for the
generation of iPSCs from RECs using srRNA. (D) Microscopic images of RECs after the transfection with 0.5 ng srRNA. A few cells expressing the reporter protein GFP
were detected 2 days after the transfection (D2). At day 3, puromycin was added for 3 days to eliminate cells, which are not transfected (D3). In the following days, GFP-
positive cells proliferated and generated colonies (D4). At day 7, mainly GFP-positive cells had survived, and non-transfected cells were dying (D7). At day 13, an increased
size of colonies was observed (D13). After 26 days, iPSC colonies were stained with DL550-labeled live antibody against SSEA-4 (D26). Depending on the colony size,
primary iPSCs were picked the next day or further cultivated up to 7 days (D33) until colonies increased in size. The detached iPSCs were transferred into vitronectin-coated
wells.

quantification using flow cytometry. The mesoderm induction re-  The endoderm induction led to the detection of a dense cell layer
sulted in the generation of elongated endothelial-like cells as well as  similar to that of early hepatocyte-like cells. The ectoderm induction
multilayer accumulations of smooth muscle-like cells (Figure 3).  resulted in cells arranged in neural rosettes. The successful
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Figure 2. Analysis of Pluripotency Marker Expression in iPSCs Generated from RECs

(A) Representative immunofluorescence microscopy images of iPSCs (passage 4) stained with LIN28-, NANOG-, OCT4-, SOX2-, SSEA-4-, and TRA-1-60-specific anti-
bodies. (B) Flow cytometry analysis of iPSCs (passages 5-7) stained with antibodies specific for NANOG and TRA-1-60. Results are shown as mean + SD (n = 3).
(C) Expression analysis of SOX2, OCT4, LIN28, NANOG, and E-cadherin transcripts using gRT-PCR. mRNA levels were normalized to GAPDH mRNA levels, and
the results are presented relative to the expression levels in RECs. Results are shown as mean + SEM (n = 4). Statistical differences were determined using paired t test

("p < 0.01; *p < 0.001, ***p<0.0001).

mesodermal commitment was shown by detecting 48% + 17% CD31-
positive and 74% + 17% SMA-positive cells. The endoderm differen-
tiation resulted in 95% + 3% AFP-positive and 97% + 4% CXCR4-
positive cells. The ectodermal distinction was demonstrated by the
detection of 96% + 2% paired box gene 6 (PAX6)-positive and
98% =+ 1% class III B-tubulin (TUBB3)-positive cells.

Teratoma Formation of iPSCs

The in vivo differentiation capacity of the generated iPSCs into tissue
types of all three germ layers was assessed using chorioallantoic mem-
brane (CAM) assay. Therefore, 2 x 10° iPSCs (passages 8-11) were

910 Molecular Therapy: Nucleic Acids Vol. 17 September 2019

71

suspended in Matrigel and applied onto the CAM. After 10 days of
incubation, the formed cell mass was excised together with the
CAM (Figure 4A). Histological analysis revealed mesodermal, endo-
dermal, and ectodermal differentiation of applied iPSCs within the
teratoma tissue mass (Figure 4B). The differentiation into meso-
dermal tissue was demonstrated by the presence of bone-like and con-
nective tissue structures in teratoma sections. The differentiation to-
ward endodermal tissue was shown by the detection of gland- and
gut-like epithelial tissues, and the generation of ectodermal tissue
was demonstrated by the presence of squamous epithelial tissue
and neural epithelium starting to form rosette-like structures.
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Figure 3. In Vitro Differentiation Potential of iPSCs Derived from RECs into the Three Germ Layers: Mesoderm, Endoderm, and Ectoderm

After 7 days of trilineage differentiation, cells with changed phenotypes (indicated with arrows) were observed. Flow cytometry analysis confirmed the differentiation of iPSCs
(passages 3-7) into all three germ layers by detection of mesodermal (CD31 and SMA), definitive-endodermal (AFP and CXCR4), and neuroectodermal (PAX6 and TUBB3)
cells. Compared to controls, differentiated cells showed significantly increased expression of mesodermal, endodermal, and ectodermal markers. Scale bars of phase
contrast microscopic pictures represent 100 um. Results are shown as mean + SD (n = 4). Statistical differences were determined using one-way ANOVA followed by

Bonferroni’'s multiple comparison test (***p < 0.0001).

Downregulation of Oncogenic Transcription Factors and
Elimination of srRNA after the Reprogramming of RECs into
iPSCs and Analysis of Genomic Stability

Since a permanently elevated expression of KLF4 and ¢-MYC is asso-
ciated with an increased tumorigenesis,'® the expression levels of
these transcription factors were determined in obtained iPSCs (pas-
sage 3) using qQRT-PCR. The analyses revealed that the expression
of KLF4 and ¢-MYC in iPSCs was not significantly different from
the expression levels of the initial RECs (Figure 5A). To eliminate
the exogenously delivered srRNA in the reprogrammed cells, BIS8R
protein treatment was discontinued between day 21 and day 30 of re-
programming. The elimination of srRNA was analyzed in iPSCs at

passage 3 using qQRT-PCR. Thereby, the srRNA-specific nsP2 and
nsP4 coding regions were detected. RECs transfected with srRNA
(RECs+) and cultivated for 2 days demonstrated approximately
2 x 10°fold higher numbers of srRNA transcripts compared to un-
transfected RECs (Figure 5B). In contrast, no residual srRNA expres-
sion was detected in iPSCs. Subsequently, the obtained amplicons
were analyzed using agarose gel electrophoresis. As shown in Fig-
ure 5C, solely RECs+ showed transcripts with the expected product
length of 192 bp for nsP2 and 238 bp for nsP4. To analyze the
genomic stability of iPSCs, karyotyping of chromosomes was
performed with the initial urine-derived RECs as well as with the
generated iPSCs (at passages 4-6). The results revealed no changes
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Figure 4. In Vivo Analysis of Teratoma Formation by Application of iPSCs onto CAM

(A) Schematic representation of the implementation of CAM assay for the analysis of teratoma formation. 2 x 10°iPSCs (passages 8-11) were applied into the inner area of a
silicone ring (@ 8 mm), which was placed onto the CAM on day 7 of incubation. After 10 days of incubation, teratomas (indicated with an arrow) were excised, and histological
analyses were performed. (B) A representative microscopic image of H&E-stained teratoma sections showing iPSC-derived tissues of all three germ layers: mesoderm (i,
bone-like tissue; ii, connective tissue), endoderm (i, gut-like epithelium; ii, gland-like epithelium), and ectoderm (i, primitive neural rosettes; i, squamous epithelium).

in number and appearance of chromosomes, including their length,
banding pattern, and centromere position after the reprogramming
procedure (Figure 5D).

Characterization of Generated Cardiomyocytes from iPSCs

iPSCs (passages 4-12) generated from 4 different donors were differ-
entiated within 10-14 days into beating cardiomyocytes (passage 0).
Using flow cytometry, the yield of cardiac troponin T (¢TNT)-posi-
tive cardiomyocytes was determined after the enrichment procedure
and resulted in 89.2% + 1.7% cTNT-positive cells (Figure 6A).
The fluorescence microscopic overview of ¢TNT and o-actinin
(ACTN2) double-stained cells confirmed the high amount of cardiac
cells compared to a few solely DAPI-stained nuclei (Figure 6B). The
differentiated cells also showed the typical elongated rod-like shape of
cardiomyocytes. More detailed confocal laser scanning micrographs
of the cells in passage 1 demonstrated the structural arrangement of
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the expressed cardiomyocyte-specific proteins, cTNT, cardiac myosin
heavy chain (MYHS6), or the muscle-specific marker alpha smooth
muscle actin (ACTA2) (Figure 6C). The staining of cells with
¢TINT-specific antibody revealed the cardiomyocyte-specific sarco-
meric structures within the cells. Moreover, using qRT-PCR, the
expression of cardiomyocyte-specific markers, atrial natriuretic pep-
tide (ANP), ¢TNT, a-actin cardiac muscle 1 (ACTC1), and MYH6
was analyzed. The obtained cells (passage 0) expressed 5.4 x 10*-
fold increased levels of ANP, 2.9 x 10*-fold higher ¢TNT levels,
5.5 x 10°-fold higher ACTCI levels, and 2.2 x 10*-fold higher
MYH6 levels compared to those in the initial RECs (Figure 6D).
Furthermore, the presence of cardiac troponin I (TNNI3) was
analyzed in cell culture supernatants 13 to 16 days after starting the
iPSC differentiation into cardiomyocytes (Figure 6E). A significantly
higher concentration of TNNI3 (0.26 + 0.11 ug/L) was detected in
cardiomyocyte cell culture supernatants compared to iPSC culture
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medium supernatants (<0.03 pg/L, which represents the lower
TNNI3 detection limit). Thereby, the successful differentiation of
iPSCs into cardiomyocytes was demonstrated.

Figure 5. Detection of Oncogenic Transcription
Factors and srRNA after the Reprogramming of
RECs into iPSCs and Analysis of the Genomic
Stability of REC-Derived iPSCs

(A) Analysis of KLF4 and c-MYC expression in iPSCs
(passage 3) generated by a single transfection with srRNA.
The gRT-PCR results are presented relative to the
expression levels in the initial RECs. Results are shown as
mean + SEM (n = 4). (B) Quantification of srRNA in RECs
2 days after the srRNA transfection (REC+) and in iPSCs
(passage 3) using qRT-PCR. Thereby, nsP2- and nsP4-
encoding regions of the srRNA were detected using spe-
cific primers. The results are presented relative to the
expression levels of initial RECs without srBNA trans-
fection. Results are shown as mean + SEM (n = 4). Sta-
tistical differences were determined using paired t test
(***p < 0.001). (C) Detection of nsP2 and nsP4 specific
amplicons in gRT-PCR products using 1% agarose gel
electrophoresis. (D) Representative karyotype image of
REC-iPSCs (passage 4) obtained from a female subject
showing a normal 46XX karyotype by G-banding (n = 3).

Characterization of Contracting
Cardiomyocytes

The rhythmic beating is a typical characteristic of
fetal and immature stem-cell-derived cardiomyo-
cytes.” Thus, to show and analyze the contraction
of obtained cardiomyocytes (passage 0), short
video recordings were made for 30 s, with 7 pic-
tures per second. Using MATLAB application
Motion GUI, the motion directions were calcu-
lated and indicated by arrows in Figure 7A (Video
S1). Thereby, wide ranges of motion and direc-
tional synchronous contractions were detected.
Furthermore, the areas with the highest move-
ment rate are shown in the heatmap (Figure 7B).
Beating rates were calculated by the time shift be-
tween contractions. Cardiomyocytes produced
from the iPSCs of 4 different REC donors showed
uniform motion patterns during the recording
time, with a mean beating rate of 25.24 + 3.44
beats per minute, which corresponds to a beating
frequency of 0.42 Hz + 0.06 Hz (Figure 7C). Fluo-
rescence microscopic recordings of Ca®* tran-
sients in the cardiomyocyte cultures showed
Ca®" oscillations (Figure 7D; Video S2), which
proved the electromechanical coupling of ob-
tained cardiomyocytes. These findings revealed
that the generated cardiomyocytes were func-
tional in regulating intracellular Ca** signaling.
In addition, the beating rate was determined in

the presence of Ca>* antagonist nifedipine or B-adrenoceptor agonist
isoproterenol (Figure 7E). The treatment of cardiomyocytes with 0.1,

1, or 10 uM nifedipine led to the complete inhibition of cardiomyocyte
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Figure 6. Analysis of Cells Obtained after Cardiac Differentiation of REC-Derived iPSCs

(A) Flow cytometry analysis of cTNT-expressing cells after cardiac differentiation and enrichment. (B) Fluorescence microscopic overview of cTNT- and a-actinin (ACTN2)-
positive cells in passage 1 after the cardiac differentiation. Counterstaining of nuclei was performed with DAPI. (C) Confocal-laser-scanning microscopic analysis of car-
diomyocyte-specific ACTA2, cTNT, and MYH6 expression. Nuclei were stained with SYTOS. (D) gRT-PCR gene expression analysis of cardiac-specific proteins ANP, cTNT,
ACTC1, and MYHS in passage 1 after the differentiation. (E) Detection of TNNI3 concentration in cardiomyocyte culture supernatants and in iPSC culture supernatants as
control. Results are shown as mean + SEM (n = 3). Statistical differences were determined using paired t test (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).

contractions. In contrast, the treatment of cardiomyocytes with 0.01 uM
isoproterenol increased the beating rate from 32.42 + 2.09 beats per
minute to 40.09 + 7.71 beats per minute. Atan isoproterenol concentra-
tion of 0.1 uM, the beating rate reached 50.61 + 6.52 beats per minute.
After the removal of nifedipine and isoproterenol and cultivation of cells
for a few hours in cardiomyocyte maintenance medium (CMM), the
cells recovered and displayed initial beat rates.

DISCUSSION

In recent years, the ability to generate iPSCs from somatic cells has led
to considerable progress in regenerative medicine, and the reprog-
ramming has become a powerful tool in the field of tissue engineering.
In this study, we established a method to generate footprint-free car-
diomyocytes by using the autologous cell material from the patient’s
urine and srRNA. First, urine-derived human RECs were reprog-
rammed using srRNA into iPSCs and then differentiated into beating
autologous cardiomyocytes. The obtained iPSCs showed self-renew-
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ability and the expression of pluripotency-specific markers, while
no residual srRNA and genomic abnormalities were detected. The tri-
lineage differentiation potential of REC-derived iPSCs was demon-
strated in vitro as well as in vivo. Moreover, the cardiac differentiation
of these cells resulted in the generation of contractile cardiomyocytes.
Thus, the results clearly demonstrated that autologous footprint-free
iPSCs as well as cardiomyocytes can be obtained by using the patient’s
urine as a source for somatic cells. Thereby, invasive biopsies for isola-
tion of somatic cells is not required. Since the obtained cells are foot-
print-free and autologous, they might have a high potential to be used
for the regeneration of injured myocardium.

Urine is a naturally excreted material; therefore, the sampling of pa-
tients’ urine offers an easy, non-invasive, low-cost, and pain—free
method for the collection of sufficient numbers of human somatic
cells for reprogramming. Due to natural physiological self-renewal
of the epithelial tissue in the urinary tract, approximately 2,000 to
7,000 cells are daily detached and excreted with the urine."” In urine,

75



Anhang

www.moleculartherapy.org

- Beats / min
2524 +3.44
\\ [ Frequency (Hz)

| 0.42£0.06

D om

60

50

B
o
1

30 4

S

600 ms

-e- Nifedipine
-+¢- |soproterenol

Figure 7. Characterization of Contracting
Cardiomyocytes

(A) Arrow-based display of the directed contractions of
cardiomyocytes (passage 0). (B) Heatmap depicting the
time-averaged magnitude of motion in the x and y di-
rections. An increase of movement is indicated by colors
from blue to red. (C) Representative display of beating
velocity {micrometers per second) during the recorded
time of 30 s. Blue dots indicate contraction, and red tri-
angles indicate the relaxation. Beat rate and frequency
(mean + SD) of iPSC-derived cardiomyocytes were
calculated via motion tracking (n = 4). (D) Ca”* imaging of
cardiomyocytes. Representative images of every 200 ms
are shown. White arrows indicate the position of Ca®"
transients. (E) Dose-response curves of isoproterenol-
and nifedipine-treated cardiomyocytes (mean + SD;
n=23).

an increased amount of urine, more cells could
be obtained; thereby, the expansion time of the
cells could be reduced. Furthermore, the prolifer-
ation rate of the cells can vary between different
donors and ages and might influence the reprog-
ramming efficiency. In this study, the isolated
cells from urine samples were positive for the
epithelial marker B-catenin and the renal prox-
imal tubular marker CD13. In contrast to urine
sampling, the commonly used somatic cells are
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3 types of epithelial cells can be found: renal, transitional, and squa-
mous.”” RECs line the nephron as a single layer. An increased number
of these cells in the urine can indicate an infection or kidney disease.
Transitional epithelial cells are a multilayer of epithelial cells that line
the urinary bladder. A few transitional cells are present in the urine of
healthy persons, and increased numbers are associated with infection
or transitional cell carcinoma. Most often, these cells are also found in
the urine after urethral or ureteral catheterization. Squamous epithe-
lial cells line the urethra and vagina, and this type of epithelial cells is
most often found in female urine. Large numbers of squamous cells in
female urine generally indicates vaginal contamination. However,
during a culturing time of 3 to 5 days in renal epithelial proliferation
medium, the squamous epithelial cells do not adhere to the cell cul-
ture plate and are removed after the medium change. Typically, 3
to 6 small colonies of RECs appear and grow steadily.

In our study, 100-200 mL urine was enough to obtain a sufficient
amount of cells for the reprogramming procedure. However, by using

obtained from skin samples (fibroblasts)"* or
blood cells™* by invasive procedures. Cutting
out healthy skin pieces is, of course, a painful pro-
cedure and is associated with the risk of infection.
Furthermore, the reprogramming of blood cells is
difficult, and the efficiency is known to be rela-
tively low.” It has also been shown that iPSCs
derived from different cell sources maintain a
distinct molecular pattern of epigenetic markers, which is linked to
the donor tissue.”® This might result in the improved differentiation po-
tential of iPSCs into the initial somatic cell type. In this study, the suc-
cessful differentiation of urine-derived REC-iPSCs into cells of all three
germline directions was demonstrated.

The reprogramming was performed by a single transfection of RECs
with a synthetic srRNA that encodes four reprogramming factors—
OCT4, KLF4, SOX2, and c-MYC—as well as the fluorescent reporter
protein GFP and contains an open reading frame for puromycin
resistance. The puromycin resistance enables the positive selection
of srRNA-containing cells, which improves the reprogramming effi-
ciency. In comparison to viral-vector-based methods, the use of
sTRNA prevents random integration of reprogramming factors
into the genome and enables the generation of footprint-free iPSCs.
Furthermore, compared to the application of synthetic mRNA for
the generation of iPSCs,”” which requires a daily transfection of 5
different mRNAs into the same target cell, a single transfection of
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cells with srRNA is sufficient for the complete reprogramming
period.

The addition of B18R protein into the reprogramming medium sup-
presses the type-I-interferon-associated immune responses” to the
stTRNA; thereby, the premature degradation of the srRNA in the cells
can be prevented. After the reprogramming, the termination of
B18R addition leads to the degradation of stRNA.* Furthermore,
the incorporation of IRES-GFP into the srRNA allowed the control
of successful transfection and translation of srRNA during the reprog-
ramming process. Additionally, in the absence of the immunosuppres-
sive protein BI8R, the decrease of the fluorescence intensity indicated
the degradation of the srRNA in the cells. Moreover, the implementa-
tion of QRT-PCR using specific primers for the nsP2 and nsP4 regions
of the srRNA provided the evidence for the srRNA degradation, since,
in obtained iPSCs (passage 3), no srRNA could be detected. The proto-
oncogenes c-MYC and KLF4 are expressed in different types of
cancer,”"”” and the permanent overexpression of these genes is associ-
ated with an increased tumorigenesis.'"” Thus, although the expres-
sion of these proteins is required during the reprogramming, after
the reprogramming, they should be downregulated. This was also
demonstrated in our obtained iPSCs; the expression of c-MYC and
KLF4 was not significantly different from the expression in precursor
RECs. Furthermore, the decrease of c-MYC and KLF4 expression also
indicates the degradation of the srRNA construct in the iPSCs.

In addition to expressing certain proteins responsible for maintaining
the pluripotency and the self-renewal capacity of iPSCs, another key
feature of iPSCs is the ability to differentiate into each of the three
germ layers: mesoderm, endoderm, and ectoderm. We successfully
demonstrated the ability of the obtained iPSCs to form each of the
germ layers after directed differentiation in vitro as well as in vivo after
the application of iPSCs on CAM. Compared to the teratoma forma-
tion in mice, which is incubated for about 4 weeks, the application of
2 x 10°iPSCs on CAM and the incubation time of 10 days were suf-
ficient to form all three germ layers. The cardiac differentiation of
renal-epithelial-cell-derived iPSCs resulted already after 7 days in
beating cardiomyocytes with a beating rate of approximately 25 beats
per minute. The treatment of these cells with 0.1 pM nifidipine
resulted in complete inhibition of beating. In contrast, the phar-
macological modulation of REC-iPSC-derived cardiomyocytes with
isoproterenol led to an increased beating rate.

The future application of these cells for the repair of damaged heart
tissues requires the production of pure cardiomyocyte cultures in a
large-scale format and the selection of the appropriate subtype-spe-
cific cardiomyocytes—nodal, atrial, or ventricular cardiomyo-
cytes.”' ™ Furthermore, the complete differentiation of iPSCs into
mature cardiomyocytes should be ensured.*" Dubois et al.*
demonstrated by using an anti-SIRPA antibody and fluorescence-
activated cell sorting (FACS) that cardiomyocytes can be enriched
from human pluripotent stem cells. In our study, we used the
lactate-based method to enrich cardiomyocytes."” Due to differences
in energy substrate metabolism, compared to other mammalian cells,
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cardiomyocytes are able to produce energy also from lactate or fatty
acids instead of glucose.'” Thus, the cultivation of cells in glucose-
depleted and lactate-supplemented medium leads to the survival of
cardiomyocytes and the elimination of undifferentiated cells. Using
this method, 89.2% + 1.7% cTNT-positive cells were obtained.

Heart failure and myocardial infarction mainly affect the ventricles of
the heart; thus, to prevent arrhythmias after transplantation of the
cells into cardiac ventricles, the ventricular subtype of cardiomyocytes
should be applied. Therefore, cell sorting can be performed to obtain
pure cardiomyocyte subtypes for different applications. The
commonly used marker specific for ventricular cardiomyocytes is
the myosin light chain 2v (MLC-2v), and the myosin light chain 2a
(MLC-2a) is considered as a specific marker for atrial cardiomyocytes.

Conclusions

The non-invasive collection of somatic cells from urine and the one-off
application of srRNA could allow the easy and efficient generation of
sufficient and unlimited numbers of patient-specific iPSCs, which can
then be differentiated besides cardiomyocytes also into other desired
cell types without any genomic integration. Thereby, personalized cell
therapy of different diseases can be enabled, which prevents rejection re-
actions and the use of immunosuppressive drugs with their long-term
complications. Thereby, the outcome of various cell therapy approaches
can be greatly improved, and the generated cells can also serve as cell
models for studying specific genetic diseases and treatment methods.

MATERIALS AND METHODS

Production of Synthetic srRNA

The T7-VEE-OKSiM plasmid™ containing the VEE non-structural
protein coding sequences (nsP1 to nsP4) to enable the RNA replica-
tion and the coding sequences of OCT4, KLF4, SOX2, and c-MYC
was purchased from Addgene (LGC Standards, Teddington, UK).
To monitor the transfection and reprogramming efficiency, an addi-
tional sequence encoding an IRES (internal ribosome entry site) and
the reporter protein GFP were cloned by Aldevron (Fargo, ND, USA)
into the plasmid, which is then called OKSiM-GFP plasmid.

To amplify the OKSiM-GFP plasmid, E. coli competent cells (a.-Select
Chemically Competent Cells, Bioline, Luckenwalde, Germany) were
transformed with 100 ng plasmid and cultivated in lysogeny broth
(LB) medium containing 50 pg/mL ampicillin. Plasmid isolation
was performed using the QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN,
Hilden, Germany). Afterward, 36 pg OKSiM-GFP plasmid was line-
arized using 5 pIL FastDigest Mlul restriction enzyme (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) and 20 pL 1 x reaction buffer in a to-
tal volume of 200 pL for 3 h at 37°C. The linearized DNA was purified
using the Isolate IT PCR and Gel Kit (Bioline) and analyzed using 1%
agarose gel electrophoresis.

For the synthesis of srRNA, IVT was performed for 2 h at 37°C using
the RiboMAX Large Scale Production System—T7 Kit (Promega,
Madison, W1, USA) according to the manufacturer’s instructions.
The IVT reaction mixture contained 10 pg linearized OKSiM-GFP
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plasmid DNA and 40 U RiboLock RNase Inhibitor (Thermo Fisher
Scientific) in 100 pL. Afterward, DNA templates were removed by
adding 1 pL TURBO DNase for 15 min at 37°C. Next, 5'-end capping
was performed using the ScriptCap Cap1 Capping System followed by
3’-end polyadenylation with the A-Plus Poly(A) Polymerase Tailing
Kit (both from Cellscript, Madison, WI, USA) according to manufac-
turer’s instructions. Following each reaction step, the srRNA was pu-
rified using the RNeasy Kit (QIAGEN) and eluted in nuclease-free
water. The purity and specific length of generated srRNA products
were analyzed using 1% agarose gel containing 2.2 M formaldehyde
and 1x GelRed (Biotium, Fremont, CA, USA) in 1x MOPS (3-(N-
morpholino)propanesulfonic acid) buffer. Electrophoresis was per-
formed at 100 V for 60 min in 1x MOPS buffer.

Isolation and Cultivation of RECs from Urine

RECs were isolated from 100-200 mL urine from healthy donors
(men and women between 25 and 35 years of age) by centrifugation
at 400 x g for 10 min. Afterward, cells were washed with 50 pg/mL
gentamicin and 250 pg/mL amphotericin B (Sigma-Aldrich) contain-
ing Dulbecco’s PBS (DPBS; Thermo Fisher Scientific) and centrifuged
at 200 x g for 10 min. Then, cells were suspended in 1 mL primary
medium consisting of DMEM/F12 high glucose supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS), REGM Renal Epithelial Growth Me-
dium SingleQuots Kit (Lonza, Basel, Switzerland), 50 pg/mL genta-
micin, and 250 pg/mL amphotericin B and plated in one well of a
0.1% gelatin-coated 12-well plate. For the next 3 days, 1 mL primary
medium was added each day. The obtained cells were then cultivated
in proliferation medium (REMC) consisting of 50% renal epithelial
(RE) basal medium with REGM Bullet Kit supplements (Lonza, Basel,
Switzerland) and 50% mesenchymal cell (MC) proliferation medium
(DMEM high glucose supplemented with 10% FBS, 1x GlutaMax,
1x MEM (minimum essential medium) non-essential amino acids
(NEAA), 50 pg/mL gentamicin, and 250 pg/mL amphotericin B,
5 ng/mL basic fibroblast growth factor (bFGF), 5 ng/mL platelet-
derived growth factor (PDGF)-AB, and 5 ng/mL epidermal growth
factor (EGF). Cell culture reagents were obtained from Thermo Fisher
Scientific and recombinant human growth factors were obtained from
Peprotech (Hamburg, Germany). Cells were cultivated at 37°C with
5% CO,, and the medium was changed every 2-3 days. After reaching
80% confluency, RECs were detached using 0.04% trypsin/0.03%
EDTA, and the reaction was stopped using trypsin-neutralizing solu-
tion (TNS; 0.05% trypsin inhibitor in 0.1% BSA, PromoCell, Heidel-
berg, Germany). Afterward, cells were centrifuged for 5 min at 300 x
g and seeded on 0.1% gelatin (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Germany)-coated cell culture plates. The characterization of RECs
was performed by flow cytometry using antibodies specific for epithe-
lial marker B-catenin and renal proximal tubular marker CD13 (Mil-
tenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany).

Reprogramming of RECs into iPSCs Using srRNA

To perform reprogramming, 5 x 10* RECs (from 4 different donors,
passages 2-3) were seeded per well of a 12-well plate coated with
0.1% gelatin and incubated overnight at 37°C in proliferation medium.
Next day, the cells were incubated for 45-60 min with proliferation me-

dium containing 200 ng/mL B18R interferon inhibitor (Thermo Fisher
Scientific) at hypoxia (37°C, 5% CO,, 5% O,). For the transfection, lip-
oplexes were generated by the incubation of 0.5 pg OKSiM-GFP srRNA
and 1.5 pL Lipofectamine Messenger Max (Thermo Fisher Scientific) in
0.5 mL Opti-MEM I reduced serum medium (Opti-MEM, Thermo
Fisher Scientific) for 15 min at room temperature (RT). RECs were
washed with DPBS, and lipoplexes were added. After 4 h of incubation,
lipoplexes were discarded, and 1 mL fresh proliferation medium con-
taining 200 ng/mL B18R was added for further incubation at 37°C
with 5% CO, and 5% O, for 24h. Until day 3, the medium was replaced
daily, and at day 3, 0.8 pg/mL puromycin (Sigma-Aldrich) was added to
the proliferation medium to select srRNA-containing transfected cells.
After 2-3 days of incubation, untransfected cells were eliminated.
Thereafter, B18R-containing proliferation medium was changed every
day. At day 7 of reprogramming, medium was changed to E8 stem cell
medium (Essential 8, Thermo Fisher Scientific) supplemented with
200 ng/mL B18R. After the first appearance of iPSC colonies (beginning
on day 21), B18R was withdrawn from the medium. iPSC colonies,
which were positively stained with DyLight 550-labeled mouse anti-hu-
man StainAlive SSEA-4 antibody (Stemgent) were picked manually and
seeded on 0.5 pg/o:m2 vitronectin (Thermo Fisher Scientific)-coated tis-
sue culture plates and expanded in E8 medium.

Cultivation of iPSCs Derived from RECs

After reaching confluence, iPSCs were washed once with DPBS and
incubated for 5-10 min at RT with DPBS containing 0.5 mM
EDTA (Sigma-Aldrich). After the detachment, cells were suspended
in E8 medium containing 10 pg/mL ROCK inhibitor Y-27632
(Enzo Life Sciences, Lausen, Switzerland) and passaged at a split ratio
of 1:10 or 5 x 10° cells per vitronectin-coated well of a 6-well plate or
in T25 culture flasks. iPSCs were cultivated at 37°C and 5% CO,, and
E8 medium was changed daily.

Flow Cytometry

Cells were washed with 1 mL DPBS and detached using 0.04%
trypsin/0.03% EDTA, and the reaction was stopped by adding TNS
(PromoCell). The cells were then centrifuged (5 min at 400 x g),
washed with DPBS, and fixed for 10 min at RT in 0.5 mL fixation
solution (R&D Systems). After washing with DPBS, cells were sus-
pended in washing buffer (Permeabilization/Wash Buffer I, R&D Sys-
tems), and 5 pL fluorescently labeled antibody was added and incu-
bated for 45 min at RT. Afterward, cells were washed with 0.5 mL
washing buffer, suspended in 200 L 1x BD CellFIX solution (Becton
Dickinson, Heidelberg, Germany), and measured using a BD FACS-
can flow cytometer (Becton Dickinson) and Flowing Software (Turku
Centre for Biotechnology, Turku, Finland).

qRT-PCR

To perform qRT-PCR analysis, 300 ng RNA was reverse transcribed
into complementa DNA (cDNA) using the iScript Kit (Bio-Rad). The
primers used for the specific amplification of transcripts are listed in
Table S1, and they were ordered from Ella Biotech (Martinsried, Ger-
many) and used at a final concentration of 300 nM. Real-time qRT-
PCR reactions were performed in a CEX Connect Real-Time PCR
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Detection System (Bio-Rad) using IQ SYBR Green Supermix (Bio-
Rad). Expression of constitutively expressed gene GAPDH (glyceral-
dehyde 3-phosphate dehydrogenase) was used as an internal control
for the amount of RNA input. Primers were designed by using the
Primer-Blast tool from NCBL" Melting temperatures and self-com-
plementarities were checked using the Oligonucleotide Properties
Calculator from Northwestern University Medical School.”

The qRT-PCR amplification of cDNA was performed under the
following conditions: 3 min at 95°C for one cycle, followed by 40 cy-
cles of 95°C for 15 5, 60°C for 30 5, and 72°C for 10 s. After 40 cycles,
melt curve analysis was performed to ensure the specificity of the
products. The gRT-PCR reactions were run in triplicate with a total
volume of 15 puL per well. Levels of mRNA for each gene were normal-
ized to GAPDH, and the results are shown relative to control mRNA
levels.

Characterization of iPSCs Derived from RECs

Detection of Pluripotency Markers

Immunocytochemistry of iPSCs. 5 x 10° iPSCs (passages 4-5) were
seeded on vitronectin-coated glass slides in 12-well plates and
cultured for 2-3 days in cell culture medium until reaching
50%-70% confluency. Cells were washed 2x with 1 mL DPBS and
fixed for 10 min at RT with 0.5 mL fixation solution (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA). After washing with 0.5 mL washing buftfer,
the cells were incubated for 1.5 h at RT in washing buffer containing
5% BSA. Then, cells were incubated 3 h at RT with fluorescently
labeled antibodies in washing buffer containing 1% BSA or overnight
at 4°C with primary antibodies. After washing 3x with 0.5 mL
washing buffer, the staining of the cells with fluorescently labeled sec-
ondary antibodies was performed for 1 h at RT in washing buffer con-
taining 1% BSA. Afterward, the cells were washed 3x with washing
buffer, DPBS, and then water. Subsequently, the coverslips were
mounted using Fluoroshield mounting medium with DAPI (Abcam,
Cambridge, UK). Rabbit anti-human POU5F1 (OCT4) (Sigma-Al-
drich Chemie), rabbit anti-human SOX2 (Stemgent, Cambridge,
MA, USA), and mouse anti-human LIN28A (6D1F9) (Thermo Fisher
Scientific) antibodies were used as primary antibodies. Fluorescein
isothiocyanate (FITC)-labeled sheep anti-mouse immunoglobulin G
(IgG) (whole molecule; Sigma-Aldrich) and Cy3-labeled goat anti-
rabbit IgG cross-adsorbed secondary antibody (Thermo Fisher
Scientific) were used according to the manufacturer’s instructions.
Furthermore, phycoerythrin (PE)-labeled mouse anti-human
NANOG antibody (BD, Franklin Lakes, NJ, USA), DyLight 488-
labeled mouse anti-human StainAlive TRA-1-60 antibody (Stem-
gent), and DyLight 550-labeled mouse anti-human StainAlive
SSEA-4 antibody (Stemgent) were used. Fluorescence images were
taken using an Axiovert 135 microscope and AxioVision 4.8.2 soft-
ware (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany).

Gene Expression Analysis of iPSCs. RNA from 1 x 10° iPSCs
(passages 3-6) was isolated using the Aurum Total RNA Mini Kit
(Bio-Rad, Munich, Germany) according to manufacturer’s instruc-
tions, and qQRT-PCR analysis was performed to detect the expression
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of OCT4, SOX2, NANOG, LIN28, E-cadherin, KLF4, and c-MYC.
Levels of mRNA for each gene were normalized to that of GAPDH,
and the results are shown relative to control mRNA levels in RECs.
The commercially available iPSC line WTSli020-A (referred to as
WTO02 and generated from dermal fibroblasts using Sendai virus vec-
tor by the delivery of OCT4, SOX2, KLF4, and ¢-MYC; European
Bank for induced pluripotent Stem Cells; Babraham, UK]) was used
as iPSC control.

Trilineage Differentiation of iPSCs

To analyze the ability of the obtained iPSCs to differentiate into the
three embryonal germ layers the directed differentiation of iPSCs (at
passages 3-7) into meso-, endo-, and ectoderm was tested using the hu-
man StemMACS Trilineage Differentiation Kit (Miltenyi Biotec, Ber-
gisch Gladbach, Germany) according the manufacturer’s instructions.
Therefore, optimized cell numbers were seeded per well of a vitronec-
tin-coated 12-well plate: mesoderm differentiation (1 x 10° iPSCs),
endoderm differentiation (2 x 10° iPSCs), and ectoderm differentiation
(1.5 x 10° iPSCs). At day 7, the differentiated cells were analyzed using
flow cytometry.

The mesodermal differentiation capacity was analyzed by the forma-
tion of endothelial cells, using PE-labeled mouse anti-human CD31
antibody (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA), and the forma-
tion of smooth muscle cells, using Alexa Fluor 488-labeled anti-hu-
man o-smooth muscle actin (SMA) antibody (R&D Systems). The
endodermal differentiation capacity is characterized by the presence
of definitive endoderm cells using PE-labeled anti-human o.-fetopro-
tein (AFP) antibody (R&D Systems) and PE-labeled anti-human C-
X-C chemokine receptor type 4 (CXCR4) antibody (R&D Systems).
Ectodermal differentiation potential was assessed through the pres-
ence of neuroectoderm cells using PE-labeled anti-PAX6 antibody
(Miltenyi Biotec) and Alexa Fluor 488-labeled anti-human neuron-
specific TUBB3 antibody (BD Biosciences).

Teratoma Formation of iPSCs Using Chicken Embryo CAM
Assay

To confirm the trilineage differentiation potential of iPSCs, the in vivo
formation of teratomas was analyzed using CAM assay. Fresh fertil-
ized chicken eggs of the Lohmann White x White Rock breed
chicken variety were obtained from the breeding facility Matthias Sit-
tig (Buchholz, Germany). The eggs were incubated for 3 days at 37°C
and 60% relative humidity in an egg incubator (Heka-Brutgerite,
Rietberg-Varensell, Germany) and completely rotated twice a day.
At day 3 of incubation, 2-3 mL albumin was aspirated by inserting
an 18G needle at the tip of the egg without harming the yolk. Subse-
quently, a semi-permeable adhesive tape, Suprasorb F (Lohmann &
Rauscher, Rengsdorf, Germany), was stuck to the eggshell. A circular
window (@ 1-1.5 cm) was cut into the shell. Unfertilized eggs
showing no vasculature or heart beating were removed. Then, using
the adhesive tape, the window was sealed to prevent dehydration
and to minimize the risk of infection. Afterward, the eggs were incu-
bated without rotation. At day 7, 2 x 10° iPSCs (passages 8-11) were
suspended in 50 pL cell culture medium and mixed with 50 pL
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Matrigel (hECS qualified, Corning). A silicone ring with an inner
diameter of 0.8 cm (neoLab, Leonberg, Germany) was carefully placed
onto the CAM, and 100 pL Matrigel-containing cells was applied into
the inner circle of the ring. The eggs were then sealed and further
incubated. At day 17, the CAMs were excised around the application
area and fixed overnight at 4°C with 4% paraformaldehyde (Merck,
Darmstadt, Germany). After washing with DPBS, the specimens
were dehydrated using ascending ethanol series and embedded in
paraffin for sectioning. Sections were cut at 8-pum thickness and
stained with H&E (Morphisto, Frankfurt, Germany).

Genomic Stability of iPSCs

The genomic stability of iPSCs was analyzed by karyotyping at
the Institute of Medical Genetics and Applied Genomics, University
of Tiibingen, Tiibingen, Germany. Therefore, RECs and RE-
derived iPSCs (at passages 4-7) were treated for 1 h with Colcemid
(Biochrom), incubated with 0.075 M KCl for 30 min at 37°C,
and fixed with 1:3 acidic acid:methanol. Karyotyping was
performed on G-banded metaphase chromosomes (banding quality
of 400-500 bp) using standard cytogenetic procedures. An intact
genome was demonstrated by karyotyping (numerical analysis of
15 mitoses and structural analysis of at least 5 mitoses).

Detection of srRNA Elimination after the Reprogramming of
Cells

RNA from 1 x 10° iPSCs (passage 3) was isolated using the Aurum
Total RNA Mini Kit according to manufacturer’s instructions. Using
nsP2- and nsP4-specific primers (Table S1) and qQRT-PCR, the pres-
ence of srRNA in generated iPSCs was analyzed. RNA levels were
normalized to GAPDH, and the results are shown relative to control
RNA levels in RECs. In addition, to obtain a positive control, cells
were transfected with 1 jig srRNA, and the RNA was isolated after
2 days of cultivation.

Differentiation of iPSCs into Cardiomyocytes

The differentiation of iPSCs from 4 different donors into cardiomyo-
cytes was performed using the PSC Cardiomyocyte Differentiation
Kit (Thermo Fisher Scientific) according to the manufacturer’s in-
structions. Therefore, 2 x 10° iPSCs (passages 4-12) were seeded
on Geltrex LDEV-Free hESC-Qualified Reduced Growth Factor Base-
ment Membrane Matrix ('Thermo Fisher Scientific) (1:100 diluted in
CMM) or on 0.5 ug/cm2 vitronectin-coated wells of a 6-well plate. Af-
ter 3-4 days cultivation in E8 medium, the differentiation protocol
started. The cells were incubated for 2 days with cardiomyocyte dif-
ferentiation medium A and then for 2 days with cardiomyocyte differ-
entiation medium B. On the fifth day of differentiation, CMM was
added to the cells for the following days of differentiation.

After 7-12 days, when contracting cardiomyocytes were observed
(passage 0), the medium was changed to cardiomyocyte enrichment
medium (CEM): RPMI 1640 medium without glucose (Thermo
Fisher) containing 0.25% BSA (Fraction V, Sigma-Aldrich), 4 mM so-
dium lactate (Fisher Chemicals), 4 mM HEPES (Thermo Fisher), and
6.5 M ascorbic acid (Acros Organics, Geel, Belgium). After 4-6 days,

cardiomyocytes were passaged using 1 mL TrypLE solution (Thermo
Fisher), and the reaction was stopped by adding an equal volume of
TNS (PromoCell). Cell suspension was filtered through a 100-pm
cell strainer (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany) and centri-
fuged at 200 x g for 5 min. The cells were suspended in CMM, seeded
onto Geltrex- or vitronectin-coated cell culture plates with a density
of 1 x 10° cells per square centimeter (passage 1), and cultivated in
a humidified atmosphere at 37°C and 5% CO,. After 4-6 days of
enrichment procedure, the yield of differentiated cardiomyocytes
was determined by flow cytometry using FITC-labeled mouse anti-
human ¢TNT antibody from Miltenyi Biotec.

Detection of Cardiomyocyte Markers

Immunocytochemistry of Cardiomyocytes Derived from iPSCs

1 x 10° iPSC-derived cardiomyocytes (passage 1) were plated on Gel-
trex-coated glass slides in 12-well plates and cultivated for 2 days in
CMM. Rabbit anti-human ¢INT antibody, mouse anti-human
ACTA2 (both from R&D Systems), and mouse anti-human MYH6
antibody (GeneTex, Irvine, CA, USA) were used as cardiomyocyte-
specific primary antibodies. NL637-conjugated donkey anti-mouse
IgG (R&D Systems) and Cy3-labeled goat anti-rabbit IgG (Thermo
Fisher Scientific) were used as secondary antibodies. Primary and sec-
ondary antibodies were applied as recommended by the manufac-
turer. Nuclei were stained using a final concentration of 5 pM
SYTO 9 Green Fluorescent Nucleic Acid Stain (Thermo Fisher Scien-
tific) in DPBS. Fluorescence images were taken after washing with
DBPS using a Leica TCS SP5 confocal laser scanning microscope
and the Leica Application Suite Advanced Fluorescence (2.7.3.9723)
software (Leica, Wetzlar, Germany). To obtain fluorescence micro-
scopic overview images of cardiomyocytes derived from iPSCs, cells
were stained using FITC-labeled anti-human ¢TNT and PE-labeled
anti-human (sarcomeric) o-actinin (ACTN2) antibodies from
Miltenyi Biotech and Fluoroshield Mounting Medium with DAPIT
(Abcam). Fluorescence images were taken using an Axiovert 135 mi-
croscope and AxioVision 4.8.2 software (Carl Zeiss).

Gene Expression Analysis of Cardiomyocytes Derived from
iPSCs

RNA from 1 x 10° iPSC-derived cardiomyocytes (12-16 days after
starting the differentiation; passage 0) was isolated using the Aurum
Total RNA Mini Kit according to manufacturer’s instructions, and
qRT-PCR analysis was performed to detect the expression of ANP,
¢TNT, MYHS6, and #-actinin, cardiac muscle 1 (ACTCI1). Levels of
mRNA for each gene were normalized to GAPDH, and the results
are shown relative to control mRNA levels in RECs.

Detection of Cardiac Troponin |

1 x 10° iPSCs (passages 4-8) were seeded per well on Geltrex-coated
6-well plates and differentiated for 12-16 days into cardiomyocytes.
The supernatants (CMM) of beating cardiomyocyte cultures (passage
0) were analyzed to measure the TNNI3 content using ADVIA
Centaur XPT (TnI-Ultra chemiluminescent immunoassay, Siemens
Healthcare Diagnostics, Eschborn, Germany) according to the man-
ufacturer’s instructions. Additionally, the TNNI3 concentration was
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measured in cell culture supernatants of RECs (REMC medium) and
REC-derived iPSCs (E8 medium) as well as in fresh CMM.

Characterization of Contracting Cardiomyocytes

Video Microscopy

Video recordings of beating cells were performed to analyze the me-
chanical beating behavior of obtained cardiomyocytes from 4 different
donors. Therefore, 7 images per second were taken for 30 s using an
Axiovert 135 microscope and AxioVision 4.8.2 software (Carl Zeiss).
The beating center(s) and the beat rate of obtained cardiomyocytes
were determined using the MATLAB application Motion GUL”'

Analysis of Electromechanical Coupling Using Ca®* Imaging

To analyze the electromechanical coupling of the obtained cardio-
myocytes, calcium imaging was performed. Ca®" oscillations are an
indication of a fully differentiated cardiac phenotype and key regu-
lator in controlling cardiomyocyte relaxation and contraction. To
evaluate the intracellular Ca®' behavior, Ca®' transients were
measured from spontaneously contracting cardiomyocytes (passage
0, 4 donors) using the Fluo-4 Direct Calcium Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific) according to the manufacturer’s instructions.
Beating cardiomyocytes were obtained 12 days after the differentia-
tion of iPSCs on Geltrex-coated wells of a 6-well plate. The obtained
cells were incubated for 30 min at 37°C with 1 mL 1x Fluo-4 Direct
Calcium Assay Reagent Solution and 1 mL CMM. Using a fluores-
cence microscope (Axiovert 135), Ca** transients were recorded
within the next 30 min at RT with 5 pictures per second and a 30
ms exposure time at 494 nm excitation wavelength.

Response of Cardiomyocytes to Pharmacological Modulation

To analyze the reaction of the generated REC-iPSC derived cardio-
myocytes on pharmaceutical drugs, the cells were treated with
0.0001,0.001, 0.01, 0.1, 1.0, or 10 uM Ca** channel blocker nifedipine
or B-adrenoceptor agonist isoproterenol. Stock solutions of 100 mM
nifedipine or 100 mM isoproterenol (both from Sigma Aldrich) were
prepared in DMSO and diluted in CMM. Cardiomyocyte culture me-
dium was replaced 11 or 13 days after starting the differentiation pro-
cess (passage 0) by preheated (37°C) drug dilutions in CMM and
incubated for 5 min at 37°C. Video recordings of 20 s each were per-
formed using AxioCam and an Axiovert 135 microscope, and the beat
rate was analyzed using Motion GUI. After recordings, the medium
was changed to CMM.

Statistical Analysis

Data are shown as mean * SD or SEM. Paired t test or one-way
ANOVA for repeated measurements followed by Bonferroni’s multi-
ple comparison test was performed to compare the means. Two-tailed
statistical analyses were performed using GraphPad Prism 6.01
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Differences of p < 0.05
were considered significant.
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Abstract

The generation of autologous human induced pluripotent stem cells (hiPSCs) from patient’'s somatic cells and the
subsequent differentiation of these cells into desired cell types offer innovative treatment options for tissue
regeneration. The hiPSCs obtained are usually implanted in immunodeficient mice and teratoma formation is
analyzed after 4 to 6 weeks to assess the pluripotency of these cells. In this study, an alternative in vivo model
based on chicken egg chorioallantoic membrane (CAM) was established to analyze the pluripotency of newly
created hiPSCs. Therefore, 0.5, 1, 2, 4 x 10° hiPSCs generated from urine-derived renal epithelial cells were seeded
on CAM and incubated for 9 days. Teratoma formation was detected in 70% of eggs inoculated with 2 x 108 hiPSCs
and in 100% of eggs after the application of 4 x 108 hiPSCs. All teratomas exhibited vascular structures. The
robustness of the CAM model was further confirmed using two additional hiPSC lines derived from human
fibroblasts (NuFFs) or jaw periosteal cells. The presence of all three germ layers within the teratomas was
successfully verified by histochemical and immunofluorescence staining and gene expression analysis of germ
layer-specific markers. Urine-derived renal epithelial cells were used as negative control and showed no teratoma
formation. The CAM-based in vivo model provides an optimal in vivo test environment for the pluripotency evaluation
of newly generated hiPSC lines. Furthermore, this simple, fast, inexpensive, and reproducible method reduces the
suffering of animals and thus implements the principles of the 3Rs (replacement, reduction, and refinement).

1 Introduction

The groundbreaking discovery of the reprogrammability of somatic cells into human induced pluripotent stem cells (hiPSCs)
opened up new opportunities in the field of tissue engineering and the development of personalized cell therapies. Since
hiPSCs are derived from patient’s somatic cells, their generation and use avoid ethical concerns related to embryonic stem
cells. Thus, hiPSCs are a promising cell source to generate patient-specific cell types. Yamanaka and colleagues first
reprogramed murine fibroblasts into iPSCs (Takahashi and Yamanaka, 2006), and shortly thereafter reprogramming was also
demonstrated in human fibroblasts using retroviral vectors encoding four transcription factors, K1f4, c-Myc, Oct4, and Sox2
(Takahashi et al., 2007). However, retroviral vectors are inserted into the host genome and this is associated with a significant
risk of insertional mutagenesis, incomplete transgene silencing or reactivation, and residual expression of reprogramming
factors, which can lead to tumor development (Cieslar-Pobuda et al., 2017). Therefore, to prevent genetic alterations in
hiPSCs for later clinical applications, several non-genome integrating approaches have been developed (Kaji et al., 2009; Yu
et al., 2009; Warren et al., 2010). Especially, synthetic messenger RNA-based reprogramming methods using synthetic
messenger RNA (mRNA) or self-replicating RNA (srRNA) are promising (Steinle et al., 2017, 2019a). After the exogenous
delivery of reprogramming factor encoding RNAs into somatic cells, desired reprogramming factors are expressed under
physiological conditions by cells’ translational machinery until the cells are reprogrammed. In comparison to plasmid DNA,
synthetic mRNAs or srRNAs do not need to enter the cell nucleus. This allows the expression of desired proteins in dividing
and non-dividing cells and results in an immediate translation of delivered mRNA or srRNA in the cytosol. Since these
RNAs are not integrated into the genome, the risk of insertional mutagenesis can be eliminated (Rabinovich and Weissman,
2013).

After the successful generation of hiPSC lines, a detailed characterization of the cells is inevitable. In addition to
the exclusion of genetic abnormalities and the expression of proteins associated with stem cell properties, the confirmation of
pluripotency is required. To confirm the pluripotency of newly generated hiPSC lines, the differentiation into three germ
layers is analyzed by subcutaneous or intramuscular injection of hiPSCs in immunodeficient mice (DeBord et al., 2018;
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Nelakanti et al., 2015). Animals are monitored for 6-8 weeks and sacrificed to explant the teratoma before it is larger than 1
cm?. Because of its tumor-like growth, it can cause pain and suffering of the animals and raises ethical concerns (Buta et al.,
2013). In addition, keeping immunodeficient mice is time-consuming and expensive. In recent years, the chorioallantoic
membrane (CAM) assay was applied to investigate angiogenesis (Steinle et al., 2018; Naik et al., 2018), tumorigenesis (Li et
al., 2015; Dexter et al., 1983; Durupt et al., 2012; Rovithi et al., 2017), bone and cartilage generation (Moreno-Jimenez et al.,
2016), and irritant potential of chemicals (Gilleron et al., 1996; Ying et al., 2010). CAM is formed by the fusion of the
mesodermal layer of the allantois with the mesodermal layer of the chorion until the third day of development of the chicken
embryo (Kunz et al., 2019; Dohle et al., 2009). The highly vascularized CAM mimics a perfect environment for cell
transplantation and it can maintain engrafted cells (Deryugina and Quigley, 2008). Furthermore, CAM assay provides a
highly reproducible, cost-effective, immunodeficient, and noninnervated extra-embryonic test environment (Kunz ct al.,
2019; Kunzi-Rapp et al., 2001), and implements the 3R principles (reduction, replacement, and refinement) (Petrovova et al.,
2019). An ethical advantage of the CAM assay is that the CAM itself is not innervated, allowing the growth of xenografts
without pain or impairment of the embryo (Kunz et al., 2019). Furthermore, the lack of nociception in chicken embryos due
to incomplete neuronal ditferentiation until 14 days of its gestation period makes the model a favorable alternative to rodent
models (Buhr et al., 2020). Therefore, in some countries, ethical approval is not required for CAM assays with chicken
embryos until 14 days of development. However, there are other countries, where the chicken embryo is not considered as an
independent living animal until day 17 or hatching (Winter et al., 2020), so cthical approval for animal experiments is not
required. Thus, depending on the country, the legal requirements should be followed and, if necessary, the approval of the
ethics committee for animal experiments should be obtained.

In this study, we describe the applicability of a CAM assay-based in vivo model as an alternative to conventional
rodent models for analyzing the pluripotency of patient-specific hiPSCs by spontaneous teratoma formation.

2 Material and methods

Cultivation of hiPSCs

Footprint-free hiPSCs were generated by reprogramming of human renal epithelial cells (RECs) isolated from 100-200 ml
urine of healthy human donors using VEE-OKSiM-GFP stRNA encoding OCT4, KLF4, SOX2, cMYC, and GFP. The
transfection and reprogramming were performed according to our recent study (Steinle et al., 2019b). The obtained hiPSCs
were cultivated on T25 culture flasks coated with 0.5 mg/cm? vitronectin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) in
E8 stem cell medium (Essential 8, Thermo Fisher Scientific) at 37°C and 5 % COaz. After reaching 70 % confluence, hiPSCs
were washed once with Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS) (Thermo Fisher Scientific) and incubated for 5 min at
37 °C with DPBS containing 0.5 mM EDTA (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany). After detachment, cells were suspended
in E8 medium containing 10 pM ROCK inhibitor Y-27632 (Enzo Life Sciences, Lausen, Switzerland) and passaged ata 1:10
split ratio into a new vitronectin-coated T25 culture flask. hiPSCs were cultivated at 37 °C and 5 % CO:z (normoxia). After 24
h, the medium was changed to E8 medium without ROCK inhibitor Y-27632 and daily medium changes were performed.

Cultivation of RECs

RECs were isolated as described in our previously published study (Steinle et al., 2019b) and cultivated at 37 °C with 5 %
CO2in 0.1 % gelatin-coated 12-well plates with proliferation medium consisting of 50 % renal epithelial (RE) basal medium
with REGM Bullet Kit supplements (Lonza, Basel, Switzerland) and 50 % mesenchymal cell proliferation medium (DMEM
high glucose supplemented with 10 % FBS, 1x GlutaMax, 1x MEM (minimum essential medium) non-essential amino acids
(NEAA), 50 mg/mL gentamicin, and 250 mg/mL amphotericin B, 5 ng/mL basic fibroblast growth factor (bFGF), 5 ng/mL
platelet-derived growth factor (PDGF)-AB, and 5 ng/mL epidermal growth factor (EGF). Cell culture reagents were obtained
from Thermo Fisher Scientific and recombinant human growth factors were acquired from Peprotech (Hamburg, Germany).
The medium was changed every three days. When reaching 80 % confluency, RECs were passaged using 0.04 %
trypsin/0.03 % EDTA. The reaction was stopped using trypsin-neutralizing solution (TNS; 0.05 % trypsin inhibitor in 0.1 %
BSA, PromoCell, Heidelberg, Germany). Afterwards, cells were centrifuged for 5 min at 300 x g and seeded on 0.1 % gelatin
(Sigma-Aldrich)-coated T75 cell culture flasks.

Chorioallantoic membrane (CAM) assay

Fertilized chicken eggs of the Lohmann White x White Rock breed chicken were obtained from a breeding facility (Matthias
Sittig, Buchholz, Germany). Feathers, dirt, and excrement from the eggshells were removed by wiping with a wet tissue.
Then, the eggs were placed in the egg incubator (Heka-Brutgerite, Rietberg-Varensell, Germany) and incubated at 37 °C and
60 % relative humidity (Day 0). The eggs were completely rotated twice a day. At day 3 after fertilization, an 18G needle was
inserted at the tip of the egg without harming the yolk and 2-3 ml albumen was removed to lower the level of the CAM. In
the following, a semi-permeable adhesive tape, Suprasorb F (Lohmann & Rauscher, Rengsdorf, Germany) was fixed on the
eggshell. Then, under a sterile bench, using sterile surgical scissors a circular opening (@ 1-1.5 cm) was cut into the eggshell
without destroying the CAM. Unfertilized eggs without heart beating or any vasculature were discarded. Afterwards, the
window of the eggshell of viable eggs was closed again with the adhesive tape to prevent dehydration and to minimize the
risk of contamination. Subsequently, eggs were incubated without rotation at 37 °C and 75 % relative humidity. On day 7, the
semi-permeable adhesive tape covering the circular opening was carefully opened with sterile scissors. Then, the
development of the eggs was analyzed. Insufficiently developed or contaminated eggs without clearly visible vasculature and
movement of the embryo were removed. Sterile silicone sealing rings of cryovials with an inner diameter of 0.85 cm
(neoLab, Leonberg, Germany) were carefully placed onto the CAM. To apply the hiPSCs into the silicone ring, 0.5, 1, 2, or

4 x 10%hiPSCs (passage 11) were suspended in 50 ul cell culture medium and mixed with 50 pl Matrigel (hECS qualified,
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Corning, NY, USA). As a control, 1 x 10® RECs were also applied onto CAM. After the application, the opening in the
eggshell was sealed with the adhesive tape again and further incubated at 38 °C and 80 % relative humidity. On day 16, the
CAMs including the generated teratoma were excised around the silicone ring and fixed overnight at 4 °C with 4 %
paraformaldehyde (PFA, Merck, Darmstadt, Germany) for further analysis.

To verify the robustness of the CAM model, 2x10¢ hiPSCs, which were generated from newborn human foreskin
fibroblasts (NuFFs, Amsbio, Milton Park, UK) or human jaw periosteal cells (JPCs) using srRNA were also applied onto
CAM and the teratomas generated were analyzed.

Paraffin embedding and histochemical evaluation of teratomas

The PFA-fixed teratomas and CAMs seeded with RECs as negative controls were washed with DPBS, dchydrated using
ascending cthanol serics from 50 %, 70 %, 80 %, 90 % to 99 %, and embedded in paraffin for sectioning. Using a microtome
(MICROM GmbH, Walldorf, Germany), 5 pm thick sections were obtained from paraffin-embedded tissues. Sections were
placed on SuperFrost microscope slides (R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen). The sections were then deparaffinized and
rehydrated by xylene, a descending ethanol series from 100 %, 80 %, 70 % to 60 %, and deionized water. Afterwards, the
sections were stained with hematoxylin and eosin (H&E) (Morphisto, Frankfurt, Germany). In the next step, sections were
dehydrated using an ascending cthanol series from 60 %, 70 %, 80 % to 100 %, and xylene. Finally, the sections were
covered with glass coverslips. The teratoma structures were microscopically analyzed regarding the presence of tissue-
specific structures.

To prove the presence of the cells from all three germ layers, immunohistochemical stainings were performed using
an automated immunostainer (Ventana Medical Systems, Inc., Arizona, USA) and specific antibodies against early cell types
of three germ layers according to the company’s protocols with slight modifications. Monoclonal mouse anti-human CD34
antibody (Dako, Agilent Technologies, Santa Clara, USA) was used to show the presence of mesoderm tissue. CD34 is a
marker for hematopoictic stem cells and endothelial progenitor cells. Monoclonal mouse anti-human SALL4 antibody (M03),
clone 6E3, (Abnova, Taipch, Taiwan) was used to detect endoderm tissue. The presence of ectodermal tissue was validated
using the monoclonal mouse anti-human vimentin (V9) (ROCHE, Basel, Switzerland) antibody, which is a neural and
pancreatic progenitor cell marker. CAMs with the generated teratomas and RECs as negative controls were stained to
confirm specific antibody staining. All antibodies were visualized by the automated immunostainer using DAB
(deaminobenzidine). Counterstaining was performed using hematoxylin. Images were taken using Axiovertl35 microscope
(Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) and EOS Ultility software (Canon, Tokyo, Japan).

Cryosectioning and immunofluorescence staining of teratomas
The PFA-fixed teratomas were washed in DPBS and then dehydrated at RT by sucrose (Saccharose, Sigma-Aldrich)
solutions of increasing concentrations of 10%, 15%, and 20%. Each incubation was performed for 15 minutes. Teratomas
were then transferred into Tissue-Tek Cryomolds (Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen im Breisgau, Germany),
embedded in Tissue-Tek (Sakura Finetek Germany GmbH). and stored at -80 °C. The frozen block was sectioned at 18 um
using the cryomicrotome (Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nufiloch, Germany). After overnight drying at RT, the
immunostaining of sections was performed.

To perform immunofluorescence staining, the teratoma sections were washed with DPBS and blocked with 4%
BSA in DPBS for 1 h at RT. Sections were then incubated for 1 h at RT with fluorescently labeled antibodies in DPBS with
2% BSA or in DPBS with 2% BSA and Triton X-100 (Sigma-Aldrich) for intracellular staining. After washing, the
coverslips were mounted using Fluoroshield mounting medium with DAPI (Abcam, Cambridge, UK). To detect the three
different germ layers Alexa Fluor® 488-mouse anti-human B-tubulin (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA), PE-mouse
anti-human CD3 1, and PE-mouse anti-human CXCR4 (both from Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) antibodies
were used. Stainings with the respective isotypes were performed as controls.

qRT-PCR analysis
RNA was isolated from the explanted teratomas generated from 2 x 10¢ hiPSCs or hiPSCs cultivated in cell culture plates
(control) using the Aurum™ Total RNA Mini Kit (Bio-Rad, Munich, Germany). 300 ng RNA was reverse transcribed into
complementary DNA (cDNA) using the iScript kit (Bio-Rad). The primers used for the specific amplification of transcripts
ordered from Eurofins (Luxembourg, Luxembourg) or ELLA Biotech (Martinsried, Germany) and listed in Table 1. They
were used at a final concentration of 300 nM. Real-time qRT-PCR reactions were performed in a CFX Connect Real-Time
PCR Detection System (Bio-Rad) using IQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad). Expression of constitutively expressed gene
GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) was used as an internal control for the amount of RNA input. Primers
were designed by using the Primer-Blast tool from NCBI (Ye et al., 2012). Melting temperatures and self-complementarities
were checked using the Oligonucleotide Properties Calculator from Northwestern University Medical School (Kibbe, 2007).
The qRT-PCR amplification of cDNA was performed under the following conditions: 3 min at 95 °C for one cycle,
followed by 40 cycles of 95 °C for 15 s, 60 °C for 30 s, and 72 °C for 10 s. After 40 cycles, melt curve analyses were
performed to detect the specific amplification of transcripts. The qRT-PCR reactions were run in triplicates with a total
volume of 15 pL per well. Levels of mRNA for each gene were normalized to GAPDH. The results are shown relative to
control mRNA levels.
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Table 1: List of primer sequences used for g

GAPDH - TCAACAGCGACACCCACTCC TGAGGTCCACCACCCTGTTG
CD31 GAACGGAAGGCTCCCTTGA AGGGCAGGTTCATAAATAAGTGC
CD34 Mesoderm GATTGCACTGGTCACCTCGG TCCGTGTAATAAGGGTCTTCGC
aSMA GAGGGAAGGTCCTAACAGCC TAGTCCCGGGGATAGGCAAA
FOXA2 Endoderm TGCACTCGGCTTCCAGTATG CGTGTTCATGCCGTTCATCC
AFP AAATGCGTTTCTCGTTGCTT GAGTTGGCAACAAGTGGCTG
Pax6 Ectoderm CTGAGGAATCAGAGAAGACAGGC ATGGAGCCAGATGTGAAGGAGG
Sox1 AATACTGGAGACGAACGCCG AACCCAAGTCTGGTGTCAGC

GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; aSMA: alpha-smooth muscle actin; FOXA2: Forkhead box protein A2;
AFP: Alpha-fetoprotein; Pax6: Paired box gene 6; Sox1: Sex determining region Y-box 1.

3 Results

3.1 Analysis of teratoma formation by application of hiPSCs onto CAM

To analyze the teratoma formation of newly generated hiPSCs, a CAM-based assay was established (Fig. 1A). The viability
of embryos was evaluated with 176 viable eggs. After the opening of eggs on day 3 and incubating the eggs until day 7, only
15 embryos died, which corresponds to a survival rate of 91.14%. After 16 days, 63.31 % of the initial embryos were still
viable (Fig. 1B). Using a total of 33 eggs, the formation of teratomas was analyzed by seeding different numbers of hiPSCs
on CAM. Teratoma formation was analyzed 9 days after the inoculation of CAM with 0.5, 1, 2, or 4 x 10¢ hiPSCs (Fig. 1C).
Teratomas were formed in 30.33 % (3/10) of the eggs after the application of 0.5 x 10¢ hiPSCs and the efficiency increased to
50 % (5/10) after the application of 1 x 10° hiPSCs. Above all, the inoculation of CAM with 2 x 10° hiPSCs increased the
generation of teratoma formation to 70 % (7/10). The application of 4 x 10° hiPSCs resulted in the formation of teratomas in
100 % of the eggs (Fig. S1').

3.2 Analysis of the teratoma size, tissue structures, and vascularization

To analyze the effect of the initial cell number on the resulting size of the teratoma, 0.5, 1, or 2 x 10¢ hiPSCs were seeded on
the CAM (Fig. 2A). Additionally, teratoma formation was analyzed after the application of 4 x 10 hiPSCs in three eggs (Fig.
S1'). On the 16th day of incubation, the hiPSC-derived teratomas were explanted. The H&E staining of CAMs seeded with
0.5, 1,2 x 10° hiPSCs (Fig. 2B), or 4 x 10 hiPSCs (Fig. 1D) showed that the teratomas formed contain different types of
tissues. The seeding of 1 x 10° RECs onto the CAM showed no teratoma formation (Fig. 2B, control). Furthermore, the size
of the teratomas was measured (Fig. 2A, 2C). Especially, the seeding of 2 x 10° hiPSCs on CAM led to an increased teratoma
size (24.47 £ 11.71 mm?) compared to the seeding of 1 x 10°(12.79 = 1.91 mm?) or 0.5 x 10° hiPSCs (12.5 + 0.69 mm?) (Fig.
2C). Furthermore, the histological examinations showed the formation of vascular structures within the teratomas, which
enable the blood supply to the cells within the teratoma (Fig. 2D).
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Fig. 1: Evaluation of teratoma formation after the seeding of hiPSCs on CAM

A) Schematic representation of the CAM-based assay to evaluate teratoma formation. The teratoma formation assay was
completed within 16 days after the start of the incubation of the eggs. Subsequently, teratomas were embedded, sectioned, and
histologically analyzed. B) The survival rate of chicken embryos in CAM assay (n = 176). C) Efficiency of teratoma formation
depending on the inoculated hiPSC numbers on CAM.
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Fig. 2: Analysis of teratoma size, tissue structures, and vascularization

A) Pictures of excised CAM with formed teratomas after the seeding of 0.5, 1, or 2 x 10° hiPSCs on CAM. As a control, 1 x 10°
RECs were seeded. Teratomas are encircled in red. B) H&E-stained sections of the teratomas or CAM. C) The size of the
generated teratomas was determined by area calculation (red encircled area in A). D) H&E staining of a teratoma section
showing vascular structures (black arrows) inside a teratoma generated from 2 x 10° hiPSCs. The white arrow shows the CAM.

3.3 Analysis of the tri-lineage differentiation of the hiPSCs

The H&E staining of the explanted teratomas, which were generated from 2 x 10° hiPSCs, revealed the tri-lineage
differentiation of hiPSCs seeded on CAM (Fig. 3). The differentiation into mesodermal tissue was demonstrated by the
presence of bone-like (Fig. 3A I) and into endodermal tissue was shown by the detection of the primitive gut-like epithelium
(Fig. 3A 1I). Furthermore, the presence of squamous epithelial tissue (Fig. 3A 11I) showed the differentiation of hiPSCs into
ectoderm tissue. In addition, the immunohistochemical analyses demonstrated the expression of the mesoderm marker CD34
(Fig. 3B I), endoderm marker SALL4 (Fig. 3B II), and the ectoderm marker vimentin (Fig. 3B III) associated with the
respective morphological structures. The antibodies showed no binding to tissue sections of CAMs that were seeded with
RECs (Fig. S2A").

The immunofluorescence analyses of cryosections with specific antibodies revealed a strong expression of CD31
within the mesodermal tissue structures (Fig. 3C I), CXCR4 within endodermal tissue (Fig. 3C II), and B-tubulin within
ectodermal structures (Fig. 3C 11I). As a control, teratoma tissue sections were also stained with isotype controls, which
showed no binding (Fig. S2B'). Furthermore, the immunofluorescence analyses of CAMs seeded with RECs showed no
binding to CAM (Fig. S2C1).

Morcover, using qRT-PCR, increased expression of mesoderm (CD3 1, CD34, and SMA), endoderm (FOXA2 and
AFP), and ectoderm (SOX1 and PAX6) markers was detected on CAMs seeded with 2 x 10° hiPSCs and incubated for 16
days compared to hiPSCs cultivated in cell culture flasks with E8 medium (Fig. 3D).

To further prove the functionality of the CAM model, the teratoma formation potential of two other hiPSC lines,
which were generated in our laboratory by reprogramming of human fibroblasts (NuFFs) or JPCs, was assessed by seeding of
2 x 10° cells on CAM. The H&E staining of the explanted teratomas, which were generated from NuFFs-derived (Fig. 4A) or
JPCs-derived (Fig. 4B) hiPSCs, demonstrated the tri-lineage differentiation potential as the RECs-derived hiPSCs (Fig. 3).
The differentiation into mesodermal tissue was demonstrated by the presence of bone-like structures (Fig. 4A I) and adipose
tissue (Fig. 4B I). Furthermore, gut-like epithelium showing endodermal differentiation (Fig. 4A 11 and Fig. 4B 1I) and
squamous epithelium showing ectodermal differentiation (Fig. 4A III and Fig. 4B III) were detected.

4 Discussion
Patient-specific hiPSCs offer the possibility to regenerate destroyed cell types and tissues for personalized treatment. After

the generation of hiPSCs and the differentiation, an extensive characterization of the cells including the pluripotency is
required. Typically, cells are implanted in immunodeficient mice to demonstrate the ability of newly created hiPSCs to
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Fig. 3: Detection of three germ layer-specific tissue types in teratoma sections

Teratomas were generated by seeding of 2 x 10% hiPSCs on CAMs. A) Representative microscopic images of teratoma sections
stained with H&E showing hiPSC-derived tissues of all three germ layers. Mesoderm: (1) bone-like tissue, Endoderm: (Il)
primitive gut-like epithelium, Ectoderm: (lll) squamous epithelium. The arrows indicate the described germ layer-specific
structures. B) Representative microscopic images of immunohistochemical stainings using antibodies against (I) CD34, (ll)
SALL4, and (lll) vimentin. Antibody-stained tissue structures are brown and the sections were counterstained with hematoxylin.
C) Representative immunofluorescence images of teratoma sections stained with (I) PE-mouse anti-human-CD31, (ll) PE-
mouse anti-human CXCR4, or (lll) Alexa Fluor® 488-mouse anti-human B-tubulin antibodies. D) qRT-PCR expression analysis
of CD34, SMA, CD31, AFP, FOXAZ2, Pax6, and Sox1 transcripts in teratomas generated from 2 x 10° hiPSCs. mRNA levels
were normalized to GAPDH mRNA levels. Results are shown relative to hiPSCs cultivated in cell culture flask as mean + SEM

(n=3)

differentiate into all cell types of three germ layers, mesoderm, endoderm, and ectoderm (Nelakanti et al., 2015). In this
study, we tested the applicability of the CAM assay as a new in vivo model for the evaluation of the pluripotency of hiPSCs
to reduce animal suffering.

Commonly, subcutaneous (Cao et al., 2007), intramuscular (Lee et al., 2009), intramyocardial (Cao et al., 2006), or
sub-renal capsule implantation of hiPSCs is performed into 15 to 20 immunodeficient mice aged 6 to 10 weeks. The animals
are maintained for a period of approximately 4 to 6 weeks to allow the growth of the implanted cells and teratoma formation
(Nelakanti et al., 2015; Aldahmash et al., 2013). If the cells are transplanted subcutaneously or intraperitoneally, very
palpable teratomas are often formed 4 to 6 weeks post-injection (Zhang et al., 2008). The teratomas can be measured using
the traditional caliper method and visually (Hentze et al., 2009). Mice should be sacrificed before the teratoma is larger than 1

6
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Fig. 4: Detection of the three germ layer-specific tissue types in teratoma sections generated from NuFFs- or JPCs-
derived hiPSCs

Representative microscopic images of H&E stained teratoma sections of A) NuFFs-derived hiPSCs: Mesoderm: (1) bone-like
tissue, Endoderm: (Il) primitive gut-like epithelium, and Ectoderm: (lll) squamous epithelium, and B) JPCs-derived hiPSCs:
Mesoderm: (I) adipose tissue, Endoderm: (ll) primitive gut-like epithelium, and Ectoderm: (lll) squamous epithelium. The arrows
indicate the described germ layer-specific structures.

cm? or earlier if the dimension reached impairs animals’ behavior, motility, food and water intake due to pain or distress
(Nelakanti et al., 2015). The composition of the explanted teratomas is then analyzed using histological and
immunohistochemical stainings. Using the established CAM assay, the incubation of implanted hiPSCs for 9 days was
sufficient to form characteristic tissue structures of all three germ layers. Thus, the established CAM model is cost-effective
and less time-consuming. Moreover, since the CAM is not innervated, it allows the growth of xenografts without pain or
impairment of the embryo (Kunz et al., 2019). The highly vascularized CAM efficiently supports the growth of the teratoma.
Furthermore, the immaturity of the chicken embryo’s immune system enables the applicability of cells from different species
(Deryugina and Quigley, 2008) without rejecting the seeded cells.

Although the established CAM assay-based method has several advantages over the in vivo mouse teratoma assay,
it also has some limitations. Teratoma formation on CAM can only be performed for 9-10 days after the application of
hiPSCs, as the chick hatches 21 days after incubation. In contrast, teratoma formation in mice is performed for approximately
4 to 6 weeks (Nelakanti et al., 2015) and the incubation period can be extended to increase the size or tissue maturation of the
teratoma if the animal’s behavior is not negatively affected by the size of the teratoma. In a recent study, kinetic trajectories
showed that approximately 37 days are required to see and measure the size of the teratoma externally (McDonald et al.,
2020). Thus, we assume that the tissue structures formed in teratomas on CAM are less mature than those in mice, since the
teratoma formation in mice lasts about 6 weeks and on CAM for 9-10 days. However, the established CAM assay is clearly
appropriate to demonstrate the tri-lineage differentiation capability of the generated hiPSCs. The robustness of the established
CAM assay has been demonstrated by the successful generation of teratomas after the application of hiPSC lines generated
from NuFFs or JPCs in addition to hiPSCs derived from RECs. The tri-lineage differentiation was successfully demonstrated
with all three hiPSC lines. RECs seeded on CAM did not cause any teratoma formation.

The Matrigel used to apply the hiPSCs to CAM is obtained from the murine Engelbreth-Holm-Swarm (EHS)
tumor. Therefore, replacing Matrigel by synthetic hydrogels, such as polymers and scaffolds based on polyacrylamide and
polyethylene glycol (PEG) (Aisenbrey and Murphy, 2020), will further reduce and prevent pain and suffering of animals in
the future.

To test the influence of inoculated cell numbers on teratoma formation, different numbers of hiPSCs were seeded
on CAM. The increase of the cell number from 0.5 x 10° to 2 x 10¢ hiPSCs led to a higher teratoma formation efficiency
(33.3% versus 70%). The further increase of hiPSC number to 4 x 10° cells resulted in teratoma formation on all CAMs.
However, our results showed that 2 x 10 hiPSCs are sufficient to obtain teratomas containing cells of all three germ layers.
Thus, we recommend using 2x10° or more hiPSCs for the teratoma analysis. In immunodeficient mice, usually, 1 x 10 cells
are used per injection, and it has also been shown that injections of 2 or 4 x 10° hiPSCs can increase the chances of successful
teratoma formation in mice (Nelakanti et al., 2015).

Cells of all three germ layers were detected within the formed teratoma from 2 x 10° hiPSCs. The presence of
endoderm, mesoderm, and ectoderm tissue cell types was detected using specific antibodies as well as by detection of the
expression using qRT-PCR. In addition to using the established CAM model to analyze the pluripotency of hiPSCs, it can
also be applied to determine whether unwanted hiPSCs remain in the differentiated cells. The implantation of remaining not
fully differentiated hiPSCs can lead to the formation of teratomas and has to be avoided for clinical use. Thus, this CAM
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assay can be also applied to analyze the safety of the hiPSC-derived cell types and the complete differentiation of hiPSCs into
somatic cells.

5 Conclusion

In this study, an alternative in vivo model was established and tested to evaluate the pluripotency of newly generated hiPSC
lines within 9 days. The CAM model is a valuable method to bridge the gap between in vitro cell culture and in vivo animal
experiments. In contrast to the immunodeficient mouse model, it is simple, inexpensive, and time-saving. The application of
this CAM assay will reduce the number of required animals and suffering to respect the 3Rs principles. Besides the
pluripotency evaluation of the reprogrammed cells, CAM assay can be also applied to test the safety of differentiated cells
from hiPSCs.
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The reprogramming of patient’s somatic cells into induced pluripotent stem cells (iPSCs) and the
consecutive differentiation into cardiomyocytes enables new options for the treatment of infarcted
myocardium. In this study, the applicability of a hydrojet-based method to deliver footprint-free
iPSC-derived cardiomyocytes into the myocardium was analyzed. A new hydrojet system enabling a
rapid and accurate change between high tissue penetration pressures and low cell injection pressures
was developed. Iron oxide-coated microparticles were ex vivo injected into porcine hearts to establish
the application parameters and the distribution was analyzed using magnetic resonance imaging.

The influence of different hydrojet pressure settings on the viability of cardiomyocytes was analyzed.
Subsequently, cardiomyocytes were delivered into the porcine myocardium and analyzed by an in vivo
imaging system. The delivery of microparticles or cardiomyocytes into porcine myocardium resulted

in a widespread three-dimensional distribution. In vitro, 7 days post-injection, only cardiomyocytes
applied with a hydrojet pressure setting of E20 (79.57 + 1.44%) showed a significantly reduced

cell viability in comparison to the cells applied with 27G needle (98.35 + 5.15%). Furthermore,
significantly less undesired distribution of the cells via blood vessels was detected compared to 27G
needle injection. This study demonstrated the applicability of the hydrojet-based method for the
intramyocardial delivery of iPSC-derived cardiomyocytes. The efficient delivery of cardiomyocytes into
infarcted myocardium could significantly improve the regeneration.

Cardiovascular diseases (CVDs) are the main cause of death with over 17 million deaths globally per year, which
represents 30% of all deaths, and it is expected to reach 23.6 million by 2030'. CVDs include disorders that can
affect the heart and the blood vessels, such as angina, myocardial infarction, and peripheral artery disease. The
death of cardiomyocytes following myocardial infarction induces a reaction cascade leading to cell death within
hours after coronary artery occlusion” and ending with collagen matrix production and scar formation®.

Unfortunately, cardiomyocytes have an extremely low renewal capacity with approximately 1% per year at
the age of 20, declining to less than 0.5% per year in elderly individuals®. Due to this very limited regeneration
capacity of the adult human hearts, lost contractile cells are replaced by a fibrotic scar produced by fibroblasts
and myofibroblasts. This leads to the remodeling of the myocardium including thickening (hypertrophy) and
stiffening (fibrosis) of the left ventricular wall’ and ultimately results in impaired cardiac function.
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To date, various cell-based approaches® were clinically tested to promote cardiac regeneration by integration,
differentiation, and proliferation of implanted cells, such as the application of mesenchymal stromal cells (MSCs)
isolated from bone marrow’ or adipose tissue-derived stem cells®, skeletal myoblasts’, circulating progenitor
cells'’, and cardiac stem cells''. However, recent data suggest that the clinically observed benefit associated with
the injection of bone marrow-derived cells is primarily due to the release of paracrine factors'>'"*. But there is a
certain risk for spontaneous osteogenic differentiation of such cells after the in vivo application. For instance,
intramyocardial calcification was reported after transplantation of unpurified bone marrow cells into the infarcted
myocardium of rats'%. In another study, encapsulated calcified or ossified structures were also found after the
injection of MSCs into infarcted mice hearts'.

The discovery of the reprogrammability of somatic cells in induced pluripotent stem cells (iPSCs)'®!” opened
up new possibilities for regenerative therapies in general. These cells have the potential to differentiate into a
variety of cell types of the body and the unlimited proliferation capacity of iPSCs could particularly allow the
generation of large numbers of autologous cardiomyocytes for the repair of infarcted myocardium. Since the first
generation of iPSCs from fibroblasts by using retroviral vectors'®!, other integrative vectors such as lentiviral
vectors'®, plasmids'®, or piggyBac transposon-based delivery systems®’ were also used to reprogram somatic
cells. New strategies are focusing on non-integrative methods, such as the use of adenoviral*', Sendai?’, and
episomal vectors®’, mRNA?!, or proteins® to obtain clinically applicable terminally differentiated cells from
iPSCs. In a recent study, we have shown that by using self-replicating RNA, iPSCs could be generated from
human urine-derived renal epithelial cells and beating cardiomyocytes were obtained from these iPSCs*. This
method allows the non-invasive and simple collection of patient’s somatic cells for reprogramming and the
footprint-free generation of iPSCs for subsequent differentiation into cardiomyocytes, which can be used to
repair infarcted myocardium.

Regarding cell delivery strategy and functional outcome, an inconclusive view arises from the literature.
For example, the incorporation of endothelial and smooth muscle cells into patches increased the resistance of
cardiomyocytes to hypoxic injury as well as the engraftment of transplanted cardiomyocytes?” and the implan-
tation of such fibrin patches enhanced left ventricular function in a porcine myocardial infarction model?®.
However, Gerbin and colleagues reported the formation of scar tissue that physically separated the epicardial
patch from the host myocardium®. In contrast, the injection of cardiomyocytes directly into the myocardium
resulted in electrical integration of implanted cells***’. However, covering a large area of myocardial infarction
may require multiple injections, leading to procedural damage to the myocardium?®' and should, therefore, be
avoided. Recently, Jager et al.*” described a hydrojet-based method for the delivery of MSCs into urethral tissue.
They demonstrated a better yield of viable cells compared to needle injections with a fast and precise injection of
viable next to or into the sphincter muscle. Here, we aimed to evaluate this new hydrojet concept for the delivery
of cardiomyocytes derived from footprint-free generated iPSCs into porcine myocardium. The application was
compared to the needle-based application of iPSC-derived cardiomyocytes.

Material and methods

Ethics statement. Renal epithelial cells were isolated from the urine of healthy donors, which gave written
informed consent to participate. The study was approved by the Ethics Committee of the Medical Faculty of the
University of Tuebingen (911/2018B0O2). All experiments were performed in accordance with relevant guide-
lines and regulations. Since no living animals were used in this study, ethical approval for animal testing was not
required. Hearts of German Landrace pigs were purchased from a regional butcher s shop (Faerber, Balingen,
Germany).

Cultivation of footprint-free iPSCs from urine-derived renal epithelial cells. Footprint-free
iPSCs were generated as previously described in our recent study* by seeding of 5x 10* renal epithelial cells
obtained from 100-200 ml urine of healthy donors per well of a 12-well plate coated with 0.1% gelatin. The
reprogramming was performed by transfection with 0.5 pg self-replicating RNA (VEE-OKSiM-GFP RNA). The
generated iPSC colonies were detached and seeded onto 0.5 pg/cm? vitronectin-coated (Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, USA) tissue culture flasks. The cells were cultivated in Essential 8 (E8) medium (Thermo Fisher
Scientific) at 37 °C and 5% CO, with daily medium changes and passaged every 4-6 days. After reaching con-
fluence, iPSCs were washed with Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS, Thermo Fisher Scientific) and
detached by 5 min incubation with DPBS containing 0.5 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA, Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA). After detachment, the EDTA solution was aspirated and the cells were rinsed with E8
medium. 2 x 10 cells were seeded per well of vitronectin-coated 6-well plates in E8 medium containing 10 pg/
ml ROCK inhibitor Y-27632 (Enzo Life Sciences, Lausen, Switzerland).

Generation of iPSC-derived cardiomyocytes. To generate cardiomyocytes, 2 x 10° iPSCs were resus-
pended in E8 medium containing 10 ug Y-27632 and seeded per well of vitronectin-coated six-well plates. For
the differentiation, PSC cardiomyocyte differentiation kit (Thermo Fisher Scientific) was used according to
manufacturer’s instructions with small modifications. On day 0, the medium was changed to cardiomyocyte
differentiation medium A. On day 2, the medium was changed to cardiomyocyte differentiation medium B. On
day 4, cardiomyocyte maintenance medium (CMM) was added to the cells and further cultivated until day 10 to
12 with medium changes every other day. The differentiation of iPSCs into cardiomyocytes was determined by
flow cytometry and immunofluorescence microscopy using PE-labeled mouse anti-human a-actinin and FITC-
labeled anti-human cardiac troponin T antibodies (both from Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany).
A more detailed characterization of the cardiomyocytes generated from footprint-free iPSCs was performed in

our recent study®.
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Modified ERBEJET®2. A modified ERBEJET 2 from Erbe Elektromedizin GmbH (Tuebingen, Germany)
was used to apply cells and microparticles into the porcine heart muscle. The new hydrojet system* allowed the
generation of pressures (E = effects) ranging from E5 to E80 while enabling a rapid and accurate change between
tissue penetration pressures and cell injection pressures. First, using a “tissue penetration jet’, 1 ml 0.9% NaCl
solution was applied with high pressures E60 or E80 to penetrate the heart tissue. Afterwards, 100 ul cell or
microparticle suspension was delivered using an “injection jet” with low pressures (E5, E10, or E20) to distribute
the cells or particles within the penetrated myocardium.

Application of magnetic polystyrene microparticles into porcine hearts. To simulate and predict
the distribution of cardiomyocytes after the injection into the myocardium using a 27G needle or the new hydro-
jet system, magnetic polystyrene microparticles (Sigma-Aldrich; 6.8 x 10° particles/ml) with a similar diameter
as cardiomyocytes (10+0.5 pm) were chosen and injected into porcine hearts. Therefore, porcine hearts were
rinsed with 0.9% NaCl solution, sealed in plastic bags and warmed in a water bath to 37 °C to simulate physi-
ological body temperature. Afterwards, using the hydrojet system, the microparticles were injected in the trans-
versal plane 2 cm above the apex from two sites at a 90° angle to the left lateral and dorsal side. Tissue penetra-
tion pressures of E60 or E80 were applied combined with an injection pressure of E10—expressed as E60/E10
and E80/E10, respectively. Based on a preliminary phantom study (data not shown), two different quantities of
microparticles (85,000 or 42,500) were selected for the assessment of the optimal particle concentration in terms
of magnetic resonance imaging (MRI) detection of the artifact signal.

For each hydrojet injection, 100 pl 0.9% NaCl with 85,000 or 42,500 microparticles was used. As a reference,
microparticles were also injected into heart muscles using a 27G needle. Therefore, the needle was inserted 2 cm
above the apex at a 90° angle from two sites 0.5 cm deep into the myocardium. The hearts were positioned in
beakers filled with 0.9% NaCl and MRI was performed.

MRI of porcine hearts. The microparticle injected hearts were scanned on a 3 T MRI system (MAG-
NETOM Prisma®™, Siemens Healthineers, Erlangen, Germany). The body coil was used for homogeneous radio
frequency transmission and a 20-channel head coil was utilized for signal receiving. Morphology and other
structures of the hearts were assessed by using a proton-density weighted fast spin-echo sequence with TR/
TE=3000/11 ms, echo train length of 10, acquisition bandwidth of 240 Hz/pixel, field-of-view of 128 x 128 mm?,
slice thickness of 2 mm, 21 slices, 384 x 384 matrix, two acquisitions, and scan time of 3:50 min. To identify
depositions of injected microparticles, series of images were acquired using gradient-echo (GRE) sequence with
multiple echo times (TEs). The GRE sequence was used as an MRI technique sensitive to the distribution of
the Larmor frequency in the immediate vicinity of the magnetic microparticles. Higher amounts of magnetic
microparticles result in a reduced effective transversal relaxation time and can be localized as negative con-
trasted signal voids in the magnitude images. In addition, the magnetic microparticles produce field inhomo-
geneities, which can be seen as a characteristical dipole field pattern in the GRE phase images. An identifier for
the magnetic microparticles in contrast to the tissue with low signal intensity is the enlargement of the size of
the signal voids with increasing TE. The orientation, position, thickness, and number of slices in measurements
with the GRE sequence were identical to those in the fast spin-echo (FSE) sequence. The imaging parameters
were: TR=42 ms; TEs=2.65, 6.71, 10.77, 14.83, 18.89, and 22.95 ms; acquisition bandwidth =650 Hz/Pixel; flip
angle =25 field-of-view = 128 x 128 mm? matrix =256 X 256; acquisition =2; and a scan time of 5:06 min.

Analysis of microparticle distribution in porcine hearts. To compare the distribution of micropar-
ticles applied into myocardial tissue using hydrojet or 27G needle, DICOM (Digital Imaging and Communica-
tions in Medicine) data received from MRI were analyzed using 3D Slicer software (3D Slicer software, version
4.10.2). All sections were retraced with the segmentation function, reconstructed to a three-dimensional (3D)
shape considering the layer thickness (2 mm) and layer distance (0.2 mm), and displayed with a smoothing
factor of 0.5. Subsequently, the dark particle spots were reconstructed in the same way and the volumes were
determined using the segmentation statistics function.

Analysis of the viability of cardiomyocytes after the application with the hydrojet sys-
tem. Cardiomyocytes obtained 10-12 days after the differentiation of iPSCs were washed with 1 ml DPBS per
well and detached using 1 ml TrypLE (Thermo Fisher Scientific) for 10 min. Afterwards, 1 ml trypsin neutraliza-
tion solution (TNS, PromoCell, Heidelberg, Germany) was added per well of the six-well plate. Cells were cen-
trifuged at 200 x g for 5 min and washed once with 5 ml DPBS. Afterwards, cardiomyocytes were resuspended
in CMM with a final concentration of 1 x 107 cells/ml. To analyze the impact of the injection jet pressure on the
viability of cardiomyocytes, 100 ul cell suspension containing 1 x 10° cardiomyocytes was injected and collected
in 15 ml tubes filled with 2 ml prewarmed CMM. Injection pressures of E5, E10, and E20 were investigated. The
same procedure was also performed by manual injection of 100 pl cell suspension with a 27G needle syringe.
Cells were counted in a Neubauer chamber and the viability was determined using trypan blue (Thermo Fisher
Scientific). In an additional experiment, the same injection procedures were repeated and the cardiomyocytes
were centrifuged at 200 x g for 5 min, resuspended, and seeded into vitronectin coated 48-well plates in CMM.
The cell viability was measured after 24 h and 7 days using PrestoBlue assay. Therefore, the medium was replaced
by 1 ml PrestoBlue solution (Thermo Fisher Scientific), diluted 1:10 in CMM, and cells were incubated for
90 min. The metabolized solution was then analyzed in triplicates using a fluorescence microplate reader (Mith-
ras LB 940, Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany). Additionally, the cells were stained using calcein
AM (Thermo Fisher Scientific) and analyzed using Axiovert135 microscope and AxioVision 4.8.2 software (Carl
Zeiss).
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Figure 1. Analysis of cells obtained after cardiac differentiation of iPSCs. (A) Fluorescence microscopic images
of ¢cTNT and a-actinin positive cells after cardiomyocyte differentiation. Nuclei were stained with DAPL

(B) Detection of cTNT positive cells after the cardiac differentiation by flow cytometry. Results are shown as
mean +SD (n=3). Statistical differences were determined using paired t-test (**p <0.01).

Labeling of the cardiomyocytes with near-infrared fluorescent dye and application into por-
cine hearts. For the staining, 1x 107 cardiomyocytes were resuspended in 1 ml DPBS and incubated for
20 min with 300 pM XenoLight DiR fluorescent dye (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) dissolved in DMSO.
Afterwards, cells were centrifuged at 200 x g for 5 min, washed twice with 5 ml DPBS and resuspended in 1 ml
prewarmed CMM medium.

Porcine hearts were rinsed with 0.9% NaCl solution, sealed in plastic bags and warmed up to 37 °C in a water
bath to simulate physiological body temperature. Before injection, hearts were cut 5 cm horizontally above the
apex and the upper part was removed. This allowed better positioning and observation of the hearts by an vivo
imaging system (IVIS Spectrum, Perkin Elmer). Then, 1x 10° XenoLight DiR fluorescent dye-labeled cardio-
myocytes resuspended in 100 pl CMM or 100 ul CMM without cells were injected at a 90° angle 2 cm above the
apex into the myocardium either using the new hydrojet system (E60/E10, E80/E10) or a 27 G needle.

Detection of injected cardiomyocytes using IVIS in porcine heart. After the injection of cardio-
myocytes, near-infrared imaging was performed using IVIS. The imaging was performed by placing the apex
upwards. Subsequently, the apex was cut sagittally at the injection site into two parts and imaging was performed
again. Fluorescence intensity and distribution areas were analyzed with Living Image™ software (PerkinElmer).
In order to measure the distribution of cells only in the tissue (myocardium), the detected fluorescence of cells
distributed via blood vessels was analyzed separately. The fluorescence emission was normalized to photons per
second per square centimeter per steradian and expressed as average radiant efficiency [p/s/cm?/st]/[uW/cm?].

Statistical analysis. Data are shown as mean +standard deviation (SD) or standard error of the mean
(SEM). The comparison of the means of normally distributed data was performed by paired t-test or one-way
analysis of variance (ANOVA) for repeated measurements followed by Bonferroni’s multiple comparison test.
The means of non-normally distributed data were compared using Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s mul-
tiple comparison test. Statistical analyses were performed double-tailed using GraphPad Prism 6.01 (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA). Differences of p <0.05 were considered significant.

Results

Analysis of differentiated cardiomyocytes from iPSCs.  Using the PSC cardiomyocyte differentiation
kit, iPSCs were differentiated within 10-12 days into beating cardiomyocytes. The obtained cells showed the
typical elongated rod-like shape of cardiomyocytes and the fluorescence microscopic analyses demonstrated the
expression of cTN'T as well as a-actinin (Fig. 1A). Flow cytometry analysis revealed that 89.17 +5.9% of obtained
cells were cTNT positive (Fig. 1B) (p**=0.0016).

Particle distribution in porcine hearts. After the application of 85,000 or 42,500 magnetic polystyrene
microparticles into porcine hearts using the new hydrojet system and the E80/E10 pressure setting, MRI was
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performed. The application of 85,000 microparticles led to a stronger artifact signal than 42,500 microparticles
(Fig. 2A). Therefore, 85,000 microparticles were applied in further experiments. To compare the distribution
of microparticles after the needle- and hydrojet system-based application, microparticles were injected from
two sites 2 cm above the apex at a 90° angle to each other and the sagittal plane. After the needle injection, two
small localized but strong artifacts were detected in the MRI images near the sites of injection. In contrast, the
application of microparticles using the hydrojet system with penetration pressures of E60/E10 and an injection
pressure of E10 resulted in a wider distribution of the microparticles in the myocardium (Fig. 2B). However, the
higher tissue penetration pressure E80 led to a channel formation, which was clearly visible after the reconstruc-
tion of the 3D structure of the heart using 3D Slicer software (Fig. 2C). Compared to the 27G needle injection,
both applications with the hydrojet system showed significantly larger distribution volumes [Fig. 2D; E60/E10:
2377 +270 mm* (p** =0.0038); E80/E10: 1811 +386 mm” (p* =0.0439); 27G needle: 975+228 mm’].

Viability and recovery of cardiomyocytes after the application with hydrojet system. To ana-
lyze the recovery and viability of cardiomyocytes, 1 x 10° cells were injected with different pressures, E5, E10, and
E20, respectively, as well as 27G needle into CMM. The cell viability and recovery rate were determined using
trypan blue staining. No differences in cell viability were detected between the application with 27G needle and
hydrojet system (Fig. 3A). The use of 27G needle and hydrojet with a pressure setting of E5 and E10 resulted in
an initial cell number loss of 23.3% (27G needle), 25.1% (E5) and 30.1% (E10). However, an injection pressure of
E20 led to significantly reduced cell recovery (43.1+9.0%) compared to 27G needle application [76.7 +9.6%,
(*p=0.0121)] and the use of injection pressure E5 [74.9+9.6%, (*p=0.0261)]. These results were also confirmed
by performing calcein AM staining 24 h after seeding of recovered cells (Fig. 3B).

Additionally, PrestoBlue assay was performed after 24 h and 7 days of cultivation of cardiomyocytes injected
by 27G needle or the hydrojet system with different injection pressure settings (E5, E10, or E20) (Fig. 4). The
cells applied by hydrojet technique showed only a slightly reduced cell viability at injection pressure settings of
E5 [86.840.5% (****p<0.0001)], E10 [87.82+0.83% (***p=0.0002)], and at E20 [84.69+0.72% (****p <0.0001)]
compared to the 27G needle injected cardiomyocytes (95.64 + 1.6%). However, 7 days after the injection, only the
cells applied with a pressure setting of E20 showed a significantly reduced cell viability versus the cells applied
by 27G needle (27G needle: 98.35+5.15% versus E20: 79.57 +1.44%, *p =0.0102).

Distribution of applied cardiomyocytes in porcine hearts. To determine the distribution of cardio-
myocytes in porcine hearts, 1x 10° XenoLight DiR fluorescent dye-labeled cardiomyocytes were injected into
the myocardium using a 27G needle or the hydrojet system with E60/E10 or E80/E10 setting. The NIR-labeled
cardiomyocytes were detected using IVIS in the apex region of the hearts before and after the cutting of the
injection site in two halves for detection of the cells inside the myocardium (Fig. 5A). Inside the myocardium,
the needle injection showed the smallest distribution area (2.3+0.6 cm?) as well as the lowest radiant efficiency
(33.2+£9.0x 107) compared to the application of cardiomyocytes using the hydrojet system (E60/10: distribu-
tion area of 4.2+ 1.5 cm?, radiant efficiency of 56.2 x 107 +27.6 x 107; E80/10: distribution area of 3.8 +1.0 cm?,
radiant efficiency of 47.8 x 107 + 12.2 x 107) (Fig. 5B). Interestingly, the needle injection resulted in a significantly
more pronounced distribution of cardiomyocytes via blood vessels to undesired regions of the heart (Fig. 5A)
compared to the hydrojet injections [27G: 3.6 +1.1 cm?, E60/10: 0.8 +0.8 cm? (p* =0.0174), E80/10: 0.7 +0.4
cm? (p*=0.0149)] (Fig. 5C).

Discussion

Over the past decade, the ability to generate patient-specific iPSCs from somatic cells has led to significant
advances in regenerative medicine and tissue engineering, which raise the hope for healing infarcted myocar-
dium. In this study, we evaluated the deliverability of patient-specific cardiomyocytes derived from footprint-free
iPSCs using a new hydrojet system into the myocardium and analyzed the distribution of the delivered cells in
comparison to standard needle injection. The MRI and IVIS analyses demonstrated that the hydrojet system
can be used to transfer cardiomyocytes into the myocardium with an improved distribution and significantly
less injury of cardiac blood vessels compared to the single needle injection. The in vitro analyses showed that
the transfer of cardiomyocytes by hydrojet with appropriate settings does not impair the recovery rate. The new
hydrojet system allowed the precise application of two different jet pressures. The first jet enabled the penetration
of the tissue (here epicardium and partly the myocardium) while the second jet gently transferred the cells into
the target region (here the myocardium).

The transfer of cardiomyocytes by hydrojet injection pressures of E5 and E10 had no significant influence
on the recovery rate when compared to the injection with a 27G needle. In contrast, the transfer of cells at
higher pressures, i.e. E20, led to a significant loss of the initial cell numbers. These results were not unexpected,
as higher pressures correlate positively with velocity and, accordingly, increased shear stress which facilitates
cell disruption™. Similar results have recently been shown for the injection of MSCs into the urinary sphincter
complex®”,

Immediately after the injection of cardiomyocytes by 27G needle or hydrojet, no influence on cell viability
was detected using trypan blue staining. However, 24 h after the cultivation of these cells, a slightly decreased cell
viability was detected in cardiomyocytes injected with hydrojet compared to 27G needle injection. After 7 days
of cultivation, the viability of cells applied with E20 pressure setting remained still significantly lower than the
needle injection. The viability of cells applied with E5 and E10 pressure settings was not significantly different
but lower than the needle application.

Even though single-needle injection is a widespread cell delivery technique**~¥’, needle injections generally
bear multifactorial disadvantages that may influence the viability, placement, retention rate, or distribution of

34-37
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Figure 2. Detection of microparticle distribution in the porcine hearts using magnetic resonance imaging
(MRI). (A) Determination of detectable microparticle amount in porcine hearts using 45,000 or 85,000
microparticles. A single injection of particles was performed using the new hydrojet system with tissue
penetration pressure of E80 and injection pressure of E10 (E80/E10). The microparticles in the heart are
highlighted by a red encircled region. (B) MRI of microparticles after the application of 85,000 microparticles
(two injections) using 27G needle or the hydrojet system with tissue penetration pressures of E80 or E60 and

an injection pressure of E10 (E80/E10 or E60/E10). (C) 3D reconstruction of particle distribution in porcine
hearts using 3D Slicer software. (D) Comparison of microparticle distribution volume in porcine hearts. Results
are shown as mean +SD (n=3). Statistical differences were determined using one-way ANOVA followed by
Bonferroni’s multiple comparison test (*p <0.05; **p <0.01).
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Figure 3. Analysis of the viability and recovery rates of cardiomyocytes immediately after the injection using
hydrojet or 27G needle and calcein AM staining of injected cells 24 h after cultivation. (A) Determination of cell
viability and cell recovery by trypan blue staining and counting of cells immediately after the injection of 1 x 10
cardiomyocytes in CMM using a 27G needle or the hydrojet system with different injection pressure settings
(E5, E10, or E20). Results are shown as mean + SD (control, 27G needle (n=9), E5 and E20 (n=8), E10 (n=15).
Statistical differences were determined using one-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison
test or Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s multiple comparison test (*p <0.05; **p <0.01; ****p <0.0001, ns:
non-significant). (B) Representative images of calcein AM stained cardiomyocytes 24 h after the cultivation of
injected cells in cell culture plates for 24 h.

cells*. In our study, a 27G needle was used as reference, which represents a common needle size since previous
cardiomyocyte injection experiments report varying needle sizes from 23 to 29G**. While small needle sizes
can lead to increased damage of the cardiomyocytes due to higher shear stress and pressures generated during
the injection, needles with a larger diameter have an increased risk of tissue and blood vessel injury or facilitate
the reflux of the cells along the penetration tract®*’. Concerning the specific application here, needle injection
methods can cause a mechanical injury of healthy myocardial tissue and lead to inflammation of the myocar-
dium, which in turn can increase the risk of cardiac arrhythmia*. Moreover, needle injection leads to the injury
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Figure 4. Analysis of the viability of cardiomyocytes 24 h and 7 days after the application of cells.
Determination of cell viability using PrestoBlue assay 24 h and 7 days after the seeding of injected
cardiomyocytes into cell culture plates. The viability of cardiomyocytes without injection (control) was set to
100% and the viability of cardiomyocytes injected by 27G needle or hydrojet was expressed relative to these
cells. Results are shown as mean + SEM [control, E5, E10, and E20 (n=10), and 27G needle (n=9)]. Statistical
differences were determined using one-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison test
(*p<0.05, **p<0.001, ****p <0.0001).

of cardiac blood vessels and thereby to an undesired spread of cardiomyocytes via blood vessels to untargeted
regions in the heart. In vivo, the aggregation of cardiomyocytes in the coronary arteries could result in blockage
of vessels and induce ischemia.

Different approaches were applied to deliver cells into the myocardium such as intravenous infusion
perfusion via the cardiac arteries”~*” or multiple injections into the myocardium®*%. In a recent study, Tabei
et al. applied a newly developed injection device with six needles to deliver human iPSC-derived cardiomyocyte
spheroids into the myocardium®. Thereby, a retention rate of approximately 48% was achieved compared to the
retention rate of around 17% using a single 23G needle. Multiple injections not only affect the retention rate, but
also increase the size of the myocardial area in which the cells are distributed. For example, up to 15 injections
were applied to deliver cardiomyocytes into the heart of Macaque monkeys™ **. Several clinical studies have
shown that about 16% to 21% of the total mass of the left ventricle was affected immediately after the myocardial
infarction*->'. Thus, to efficiently regenerate the affected myocardium and to restore the functionality, a wide
distribution of the injected cells is essential.

In our study, the 27G needle injection resulted in a limited distribution of cells, which was also shown in
studies performed by Tabei et al.*. In contrast, the sequential application of two differently pressured fluid jets by
the new hydrojet system allowed an improved distribution of iron oxide coated microparticles and cardiomyo-
cytes compared to the single-needle injection, without injury of adjacent blood vessels. Thus, the entire infarct
area could be covered without major tissue injury by only 2 to 3 repeated injections with the hydrojet. However,
further in vivo studies with larger cohort sizes are necessary to establish the exact settings for hydrojet injection
into the myocardium. In this study, a trend towards a somewhat more widespread distribution of cardiomyocytes
was observed with E60 setting for penetration jet, however, due to the limited sample size, a clear difference
between E60 or E80 setting for tissue penetration and cell deposition was not observed.

Both hydrojet application and needle injection were performed epicardially, which is the method applied most
frequently for targeted and precise delivery of cells into the infarcted myocardium®. This is typically performed
under cardiac arrest by open heart thoracotomies® or without cardiac arrest via lateral minithoracotomies.
These invasive procedures are associated with a considerable risk of complications. Thus, less invasive catheter-
based intramyocardial®>=*° or intracoronary delivery methods**~* have been already investigated. Injection
studies by Grossmann et al. showed an equal or improved distribution when using endocardial applications
compared to epicardial administration®. Both endocardial and intracoronary administrations are suitable for
the new hydrojet system and could make hydrojet-based cell transplantation more precise, less invasive and less
traumatic for the patients in the future.

41,42
>

Conclusion

The novel hydrojet-based cell transfer technology enabled the efficient ex vivo administration of cardiomyocytes
into the porcine myocardium using a novel sequential fluid application. Compared to standard needle injections,
the hydrojet-based application resulted in significantly less displacement of cells via coronary vessels. Thereby,
potential risks due to occlusion of the vessels by aggregated cardiomyocytes and ischemia can be prevented. In
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Figure 5. Distribution of cardiomyocytes in porcine hearts after the application with hydrojet system. 100 pl
CMM without or with XenoLight DiR fluorescent dye-labeled 1 x 10¢ cardiomyocytes was applied using 27G
needle or hydrojet system with tissue penetration pressures of E80 or E60 and injection pressure of E10 (E80/
E10 or E60/E10) into porcine hearts. (A) IVIS images of the apex region of the hearts from outside and inside
of the myocardium. The intersection of the apex is schematically indicated as a white line. (B) Comparison of
the radiant efficiency and near-infrared area after the application of cardiomyocytes into the myocardium. (C)
Detection of the NIR-labeled area of blood vessels containing cardiomyocytes. Results are shown as mean + SD
(n=3). Statistical differences were determined using one-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple
comparison test (*p <0.05).
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the future, this novel cell delivery technique may simplify the treatment of myocardial infarction with patient-
specific iPSC-derived cells and increase treatment efficiency.
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Abstract: Tissue engineering offers auspicious opportunities in oral and maxillofacial surgery to
heal bone defects. For this purpose, the combination of cells with stability-providing scaffolds is
required. Jaw periosteal cells (JPCs) are well suited for regenerative therapies, as they are easily
accessible and show strong osteogenic potential. In this study, we analyzed the influence of
uncoated and polylactic-co-glycolic acid (PLGA)-coated B-tricalcium phosphate (3-TCP) scaffolds
on JPC colonization and subsequent osteogenic differentiation. Furthermore, interaction with the
human blood was investigated. This study demonstrated that PLGA-coated and uncoated (3-TCP
scaffolds can be colonized with JPCs and further differentiated into osteogenic cells. On day 15, after
cell seeding, JPCs with and without osteogenic differentiation were incubated with fresh human
whole blood under dynamic conditions. The activation of coagulation, complement system,
inflammation, and blood cells were analyzed using ELISA and scanning electron microscopy (SEM).
JPC-seeded scaffolds showed a dense cell layer and osteogenic differentiation capacity on both
PLGA-coated and uncoated B-TCP scaffolds. SEM analyses showed no relevant blood cell
attachment and ELISA results revealed no significant increase in most of the analyzed cell activation
markers (p-thromboglobulin, Sc5B-9, polymorphonuclear (PMN)-elastase). However, a notable
increase in thrombin-antithrombin III (TAT) complex levels, as well as fibrin fiber accumulation on
JPC-seeded B-TCP scaffolds, was detected compared to the scaffolds without JPCs. Thus, this study
demonstrated that besides the scaffold material the cells colonizing the scaffolds can also influence
hemostasis, which can influence the regeneration of bone tissue.

Keywords: jaw periosteal cells; bone tissue engineering; biomaterial; {-tricalcium phosphate;
hemocompatibility

1. Introduction

The repair of small and large bone defects is of key interest in oral and maxillofacial
surgery. Thus, molecular, as well as cell-based therapies are applied for the engineering
of new bone tissue. In most studies, mesenchymal stromal cells (MSCs) derived from bone
marrow have been used for regenerative bone formation [1,2]. These cells have a
multipotential differentiation capacity into osteoblasts, adipocytes, and chondrocytes
[3,4]. MSCs derived from the periosteal tissue are well accessible during routine
maxillofacial surgeries [5]. Jaw periosteal cells (JPCs) show strong multipotency [6] and
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higher proliferation and self-renewal rates compared to bone marrow-derived MSCs [7,8].
In addition, JPCs exhibit reliable osteogenic differentiation while showing a lower
chondrogenic and adipogenic differentiation capacity compared to bone marrow-derived
MSCs. [8]. Consequently, JPCs represent an optimal alternative for bone tissue
engineering [9-12].

Besides cellular components, biomaterials used as scaffolds for cells play a decisive
role in bone repair [13]. The scaffolds should be biocompatible, support cell attachment,
provide stability, and have osteoconductive and osteoinductive properties. For this
purpose, different scaffold materials were used, such as hydroxyapatite [14], low-
temperature calcium phosphate cement [15], bioactive glass [16], polylactide acid [17], and
B-TCP [18]. Calcium phosphate bioceramics have been reported to possess
osteoconductive and osteoinductive characteristics due to their structural and chemical
similarity to bone tissue, and they can facilitate the osteogenic differentiation of
mesenchymal stem cells [19]. B-TCP also offers good structural stability during
biodegradation and new bone formation [20]. Moreover, during degradation, large
quantities of calcium (Ca?) and phosphate ions (POs*) are released, which are essential
inorganic salts for new bone formation [21]. Due to these advantages, 3-TCP scaffolds are
frequently used in the field of oral and maxillofacial surgery [22,23]. Furthermore, these
materials for bone regeneration can be functionalized with cell-binding ligands to
improve cell adhesion on their surface [24,25]. It has been demonstrated that a thin coating
with poly-lactic-co-glycolic acid (PLGA) can improve the mechanical stability and
biocompatibility of 3-TCP scaffolds and increase the adhesion and proliferation of JPCs
[26].

Immediately after implantation into the bone defects, scaffolds/implants come into
close contact with blood, which can lead to the adsorption of plasma proteins on their
surface. Plasma proteins can trigger coagulation via the intrinsic pathway, activation of
leukocytes, adhesion and activation of platelets [27]. This blood-biomaterial interaction
leads to the provisional matrix formation and influences subsequent host reactions to the
implants. In the case that scaffolds are colonized with cells, resident cells also come into
close contact with blood after the implantation. As a complex biological system,
interactions between blood components and JPCs cultivated three-dimensionally on the
scaffolds cannot be excluded and also need to be examined in detail. Thus, in this study,
we evaluated the interaction of fresh human blood with PLGA-coated and uncoated (-
TCP scaffolds seeded with wundifferentiated or osteogenically induced JPCs.
Hemocompatibility tests were performed according to ISO 10993-4 guidelines.

2. Results
2.1. Detection of JPCs on Uncoated and PLGA-Coated B-TCP Scaffolds

Uncoated p-TCP scaffolds showed a rough porous surface, while the PLGA-coated
scaffolds showed a smooth and less porous structure (Supplementary Figure S1). The (3-
TCP scaffolds with and without PLGA coating were seeded with 5 x 10* JPCs and cultured
either in hPL10 maintenance medium or osteogenic induction medium and after 15 days,
histological sections were generated. Using toluidine blue staining, cells were detected in
sections of PLGA-coated as well as uncoated 3-TCP scaffolds (Figure 1A) with more
intense staining in PLGA-coated 3-TCP scaffolds. The presence of cells in the scaffolds
was also confirmed by SEM (Figure 1B). Depending on the surface structure of the
scaffolds, a confluent layer of cells was detected on smooth scaffold surfaces, but also
porous surfaces with cavities contained incorporated cells. JPCs cultivated on PLGA-
coated B-TCP scaffolds without osteogenic induction at days 6 and 13 showed a slightly
lower cell viability compared to the JPCs on uncoated scaffolds (Figure 1C). However, no
significant differences in cell viability were detected with osteogenically induced JPCs at
days 6 and 13. The osteogenic induction of JPCs seeded on PLGA-coated 3-TCP scaffolds
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led to improved cell viability in contrast to JPCs without osteogenic induction at days 6
and 13.
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Figure 1. Detection of JPCs on uncoated or PLGA-coated 3-TCP scaffolds with and without
osteogenic induction and analysis of cell viability. 5 x 10* JPCs were seeded and cultivated for 15
days with or without osteogenic induction medium. (A) Histological sections of 3-TCP scaffolds
with or without PLGA coating were stained with toluidine blue. Arrows indicate toluidine blue-
stained cells in histological sections. (B) Overview and magnified SEM images of JPCs and
osteogenically induced JPCs on B-TCP scaffolds with or without PLGA coating. Black arrows
indicate cells on the scaffolds. (C) Cell viability was determined by measuring metabolic activity
using the colorimetric EZ4U assay. The conversion of tetrazolium salts to formazan derivatives by
living cells was measured photometrically at 450 nm. Results are shown as the mean + SD (1 = 3).
Statistical differences were determined using two-way ANOVA (* p <0.05, ** p <0.01).

2.2. Osteogenic Differentiation of [PCs and Cell Mineralization on f-TCP Scaffolds

JPCs were seeded onto B-TCP scaffolds with and without PLGA coating and
cultivated with or without osteogenic induction medium. After 6 and 13 days of
cultivation, osteogenic differentiation of JPCs was assessed by investigating ALP
expression using real-time qRT-PCR, ALP activity, and hydroxyapatite formation (Figure
2).
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Figure 2. Osteogenic differentiation of JPCs seeded on uncoated and PLGA-coated $-TCP scaffolds.
(A) Detection of ALP gene expression in JPCs cultivated for 6 and 13 days on uncoated or PLGA-
coated B-TCP scaffolds with or without osteogenic induction using qRT-PCR. The mRNA levels
were normalized to GAPDH and the results are presented relative to JPCs without osteogenic
induction on day 6. Results are shown as the mean + SEM (n = 3). (B) Detection of alkaline
phosphatase activity of JPCs cultivated on uncoated or PLGA-coated scaffolds with or without
osteogenic induction medium using the Sensolyte pNPP Alkaline Phosphatase Colorimetric Assay
kit. ALP concentrations were normalized to total protein concentrations, which were determined
using a BCA assay. Results are shown as the mean + SEM (1 = 3). Statistical differences were
determined using two-way ANOVA (** p < 0.01, *** p < 0.001, *** p < 0.0001). (C) Detection of
mineralization on day 15 in uncoated or PLGA-coated 3-TCP scaffolds with and without osteogenic
induction using Osteolmaging mineralization assay. Nuclei were stained blue using Hoechst dye.
The green fluorescent staining showed cell mineralization. Arrows indicate confluent cell layers on
B-TCP scaffolds.

After 6 days of osteogenic induction, significantly increased expression of ALP
transcript levels was detected in JPCs cultivated on uncoated 3-TCP scaffolds compared
to JPCs without osteogenic induction (Figure 2A). After 13 days of cultivation on PLGA-
coated B-TCP scaffolds, significantly higher ALP transcript levels were detected in JPCs
with osteogenic induction compared to the JPCs without osteogenic induction. The
osteogenically induced JPCs on PLGA-coated scaffolds also showed significantly higher
ALP transcript levels compared to the JPCs on uncoated B-TCP scaffolds. The osteogenic
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stimulation of JPCs on PLGA-coated B-TCP scaffolds resulted in significantly increased
ALP activity (Figure 2B). Furthermore, a significantly increased ALP activity was detected
at day 6 and 13 in osteogenically stimulated JPCs seeded on PLGA-coated scaffolds
compared to those seeded on uncoated scaffolds.

Furthermore, the hydroxyapatite produced by the cells was detected after 15 days of
cultivation using the Osteolmage mineralization assay (Figure 2C). An enhanced and
continuous mineralization layer was detected in scaffolds cultivated in osteogenic
induction medium compared to the scaffolds cultivated in the standard hPL10
maintenance medium, which showed only sporadic mineralization. Thereby, the
successful osteogenic differentiation of JPCs was demonstrated in PLGA coated and
uncoated 3-TCP scaffolds.

2.3. Interaction of B-TCP Scaffolds with Human Blood

[-TCP scaffolds with or without cells were incubated for 90 min at 37 °C with human
whole blood to analyze the impact of B-TCP scaffolds and seeded cells on different stages
of the hemostatic system.

Analysis of Blood Cell Counts

The interaction of whole blood with biomaterial surfaces can lead to the activation of
platelets and leukocytes as well as to the adhesion of these cells to the surface of scaffolds.
These interactions can lead to decreased cell numbers in the analyzed blood samples.
Therefore, the cell counts were measured before and after the incubation of scaffolds with
blood. Performed analyses showed no significant differences in the numbers of platelets,
erythrocytes, and leukocytes of the control blood without scaffolds compared to the
scaffolds with or without cells and with or without osteogenic induction (Figure 3).

B-TCP B-TCP + PLGA

JPC maintenance
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osteogenic
-
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% 100
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Figure 3. Analysis of blood cell counts after the incubation of blood with 3-TCP scaffolds seeded
with and without JPCs. PLGA-coated or uncoated 3-TCP scaffolds with or without JPCs and with
or without osteogenic induction were incubated for 90 min at 37 °C with fresh human blood and the
numbers of platelets, erythrocytes, and leukocytes were analyzed. Whole human blood without
scaffolds served as a control. Results are shown as the mean +SD (1 = 3). Statistical differences were
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determined using one-way ANOVA for repeated measurements followed by Bonferroni’s multiple
comparison test.

2.4. Analysis of Activation Markers
2.4.1. Activation of Leukocytes

The contact of blood with artificial surfaces can trigger inflammatory processes,
which can lead to the activation of leukocytes, such as polymorphonuclear (PMN)
leukocytes. This can result in the release of the proteolytic enzyme PMN elastase. In this
study, incubation of blood with scaffolds alone or with scaffolds colonized with cells did
not significantly alter the PMN elastase concentration compared to the control group
(Figure 4). Thus, the tested scaffolds and cells did not activate an inflammatory reaction
in the analyzed blood samples.
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Figure 4. Analysis of hemocompatibility after the incubation of 3-TCP scaffolds with and without
cells. Analysis of PMN elastase, TAT, SC5b-9, and B-TG concentrations in plasma after the
incubation of PLGA-coated or uncoated f3-TCP scaffolds with or without JPCs and with or without
osteogenic induction for 90 min at 37 °C with fresh human blood. Blood samples without scaffolds
served as controls. Results are shown as the mean + SD (n = 3). Statistical differences were
determined using Kruskal-Wallis tests followed by Dunn’s multiple comparison tests (PMN
elastase) or one-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison tests.
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2.4.2. Activation of the Coagulation System

The interaction of plasma proteins with artificial surfaces can lead to the activation
of the intrinsic coagulation pathway. This results in the conversion of prothrombin into
thrombin, which in turn leads to the formation of a dense fibrin network. Excessive fibrin
formation is counteracted by the coagulation inhibitor antithrombin III, which neutralizes
thrombin by forming TAT. Thus, TAT concentration in plasma serves as a marker for the
detection of coagulation activation. Scaffolds seeded with JPCs resulted in an increased
TAT plasma concentration compared to the scaffolds without cells (Figure 4). In
particular, the 3-TCP scaffolds seeded with JPCs and cultivated in an osteogenic induction
medium led to significantly higher TAT levels. The scaffolds without cells showed similar
TAT values as the control.

2.4.3. Activation of the Complement System

The complement system, which consists of more than 30 proteins, is part of the innate
immune system. The contact of foreign surfaces with blood can activate the complement
cascade and leads to the generation of the terminal complement complex SC5b9 complex.
As a final complex, SC5b-9 is well suited as an indicator of complement activation. The
incubation of scaffolds with and without cells in human blood did not induce complement
activation (Figure 4).

2.4.4. Activation of Platelets

The activation of platelets leads to the release of B-TG, which is stored in alpha
granules of platelets. The incubation of uncoated or PLGA coated p-TCP scaffolds with
and without cells for 90 min in whole blood did not lead to an increased B-TG
concentration (Figure 4). Furthermore, the cultivation of JPCs in osteogenic or
maintenance medium did not influence measured (3-TG levels in plasma.

2.5. SEM Analyses of the B-TCP Scaffolds after Blood Contact

SEM was performed to visualize potential fibrin deposits and the attachment of
platelets to the scaffolds. The overview images of uncoated B-TCP scaffolds without cells
showed an intense red coloration (Figure 5). In contrast, PLGA-coated scaffolds without
cells showed reduced red accumulations in the cavities of the scaffold and cell-seeded
scaffolds were shown to be largely white with only a few red accumulations. SEM images
of the scaffolds without cells also showed accumulations of erythrocytes in the cavities of
the scaffold. Thus, the visible red color could be caused by the entrapped erythrocytes in
the cavities of the scaffolds. JPC seeded scaffolds showed small accumulations of fibrin
networks. Below those fibrin fibers, dense JPC layers were visible, which partly covered
the cavities and might be responsible for the reduced entrapment of erythrocytes and red
coloration of the scaffolds. A confluent cell layer was detected on the surface of PLGA-
coated and uncoated scaffolds cultivated in osteogenic induction medium and reduced
fibrin networks.
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w/o cells

JPCs

B-TCP B-TCP + PLGA

JPC maintenance Osteogenic JPC maintenance
medium induction medium medium

Osteogenic
induction medium

Figure 5. Overview and representative SEM images of 3-TCP scaffolds seeded with osteogenically induced and untreated
JPCs after the incubation with human blood. SEM images of uncoated and PLGA-coated scaffolds after 90 min of
incubation with human whole blood in the rotation model. White frames are showing regions with increased
magnification.

3. Discussion

The insertion of implants results in tissue injury and direct contact with blood, which
can lead to the activation of platelets, leukocytes, and coagulation [27]. A provisional
matrix is formed that influences the subsequent host responses to implants. In addition to
the scaffold material, the cells seeded on the scaffolds may also have an impact on
hemocompatibility. In this study, we used human fresh blood to analyze the impact of
PLGA-coated or uncoated (-TCP scaffolds seeded with untreated or osteogenically
induced JPCs on hemocompatibility according to ISO 10993-4 for the biological evaluation
of medical devices.

JPCs represent an excellent stem cell type for the repair of small and large bone
defects in oral and maxillofacial surgery. The combination of stability-providing scaffolds
with cells showing osteogenic potential can be suitable for bone regenerative therapies.
Furthermore, the use of PLGA-coated B-TCP scaffolds in combination with JPCs can
increase the structural stability of used scaffolds. In addition, the degradation of 3-TCP
leads to the release of inorganic material such as calcium (Ca?") and phosphate ions (POs%"),
which have been shown to support mineralization in osteoblast-like cells [21]. In previous
studies, PLGA coating resulted in increased JPC proliferation rates [26]. Furthermore,
PLGA can be used for biofunctionalization with growth and/or differentiation factors to
improve the biofunctionality of the scaffold [28,29].

In this study, coating of B-TCP scaffolds with PLGA resulted in scaffolds with a
smoother and less porous structure than uncoated 3-TCP scaffolds. However, both
scaffold types proved to be suitable substrates for cell adhesion and supported periosteal
cell growth. SEM images showed that uncoated and PLGA-coated (3-TCP scaffolds were
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uniformly covered with cells. Successful osteogenic differentiation of JPCs on (-TCP
scaffolds was confirmed by significantly increased ALP gene expression levels and
activity as well as an increased hydroxyapatite deposition (mineralization) compared
with constructs seeded with JPCs cultivated in standard hPL10 medium. The herein
performed ALP gene expression and ALP activity analyses indicate that the cultivation of
JPCs on PLGA coating led to increased osteogenic cell differentiation.

The incubation of PLGA-coated or uncoated B-TCP scaffolds seeded with JPCs or
osteogenically induced JPCs with whole fresh blood showed no reduction in blood cell
counts compared to the control samples without scaffolds. Furthermore, no inflammatory
reactions (PMN elastase), activation of the complement system (SC5b-9), or activation of
thrombocytes (B-TG) were detected. Although statistically significant only with
osteogenically induced JPCs on uncoated (B-TCP scaffolds, increased TAT levels,
indicative of coagulation activation, were detected when scaffolds were seeded with
periosteal cells. The activation of the coagulation cascade can lead to the generation of
thrombin and subsequently to the formation of a fibrin network. SEM analyses also
confirmed the formation of a fibrin network with entrapped erythrocytes on the surface
of the cell-seeded B-TCP scaffolds. In contrast, erythrocytes without the formation of a
fibrin network were detected mainly in the cavities of scaffolds without seeded cells.

The coagulation system can be activated via the contact activation (intrinsic) or the
tissue factor (extrinsic) pathway [30]. Previous studies reported that human bone marrow-
and periodontal ligament-derived MSCs can lead to thromboembolism after intravenous
infusion in mice [31] and intracoronary application in pigs [32]. Intensive investigations
revealed that the thromboembolic complications were triggered by the strong expression
of the tissue factor on the surface of MSCs and the activation of blood coagulation via the
extrinsic pathway [33].

During implantation, injury of the vascularized tissue leads to an immediate
development of a provisional matrix at the implant site. The generated fibrin network
provides a provisional scaffold for wound healing [34]. This matrix also contains plasma
fibronectin, which enhances cell adhesion via integrin receptors. Thereby, the migration
and adhesion of various cell types, such as fibroblasts and endothelial cells, are
stimulated. The formed matrix can also increase the adhesion and activation of platelets.
Activated platelets entrapped in the provisional matrix can release various growth factors,
such as PDGF, VEGF, bFGF, and TGF-3, which can further enhance the recruitment of
fibroblasts, endothelial cells, and immune cells [35]. Attracted endothelial cells improve
angiogenesis and fibroblasts produce extracellular matrix proteins, especially collagen.
The formation of new blood vessels plays an important role in supplying oxygen and
nutrients to the cells of tissue-engineered constructs, and their timely generation is a
critical component for the engraftment of constructs and bone healing [36]. Thus,
activation of blood coagulation by JPC-populated B-TCP scaffolds compared to JPCs-free
scaffolds could further facilitate neovascularization and healing responses resulting in an
improved bone healing process.

4. Materials and Methods
4.1. Coating of B-TCP Scaffolds with PLGA

The TCP scaffolds were coated with PURASORB PLGA (Corbion Purac, Gorinchem,
The Netherlands). Briefly, the polymer (ester terminated, inherent viscosity in CHCIs of
0.4 dL/g) was dissolved in ethyl acetate to obtain a 20% PLGA solution. To perform the
PLGA coating, the cylindrical 3-TCP scaffolds (Cerasorb M®, Curasan, Kleinostheim,
Germany) were immersed in the PLGA solution for 15 min and dried in a desiccator. The
polymer uptake was measured by weighing and calculating an average of 20 samples.
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4.2. Cultivation of JPCs

JPCs were isolated from the periosteal tissue of three healthy donors after receiving
written informed consent. Periosteal tissue was obtained during interventions at the De-
partment of Oral and Maxillofacial Surgery after approval by the local ethical committee
(6182017BO2).

The cultivation of JPCs was performed in hPL5 medium consisting of DMEM/F12
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) supplemented with 5% human plate-
let lysate (hPL, ZKT Tiibingen GmbH, Germany), 100 U/mL penicillin-streptomycin
(Lonza, Basel, Switzerland), and 2.5 pg/mL amphotericin B (Biological Industries, Kibbutz
Beit Haemek, Israel) in T75 cell culture flasks at 37 °C and 5% CO.. The medium was
changed every 2-3 days. After reaching 80% confluency, JPCs were detached using Try-
pleExpress (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) and the reaction was
stopped using hPL5-medium. Afterwards, cells were centrifuged for 5 min at 350x g and
seeded 1:10 diluted in T75 cell culture flasks.

4.3. Seeding of B-TCP Scaffolds with JPCs and Osteogenic Induction

Uncoated or PLGA-coated -TCP tricalcium phosphate scaffolds were placed in each
well of a 96-well plate and preconditioned with 200 pL. hPL5-medium at 37 °C. After 1 h,
the medium was aspirated and each scaffold was seeded with 5 x 10* JPCs in 50 uL hPL5
medium. The cells were incubated for 2 h at 37 °C to allow cell adherence and then 150 uL.
medium was added. After 24 h, scaffolds seeded with cells were transferred into a new
96-well plate and 200 uL hPL10 medium (DMEM/F12 containing 10% hPL, 100 U/mL pen-
icillin-streptomycin (Lonza, Basel, Switzerland), 2.5 pg/mL amphotericin B) or osteogenic
induction medium (hPL10 containing 0.1 mM L-ascorbic acid 2-phosphate (Sigma-Al-
drich, Taufkirchen, Germany), B-glycerophosphate (AppliChem, Darmstadt, Germany),
and 4 M dexamethasone (Sigma-Aldrich)) were added to each scaffold. Cells seeded
onto (3-TCP scaffolds were cultivated at 37 °C for 15 days with medium changes every 2—
3 days.

4.4. Analysis of Cell Viability of JPCs on p-TCP Scaffolds

The EZ4U kit (Biomedica, Vienna, Austria) was used to compare the mitochondrial
activity of JPCs cultured on uncoated or PLGA-coated scaffolds. This analysis was per-
formed on day 6 and day 13 of osteogenic differentiation.

The medium was aspirated from the scaffolds and 200 uL of fresh control JPC stand-
ard maintenance (hPL5 medium) or osteogenic induction medium and 20 pL of tetrazo-
lium salt substrate was added to each well. After 3 h of incubation at 37 °C and 5% CO.,
150 uL were pipetted into a new 96-well plate and absorbance was measured at a wave-
length of 450/620 nm using an ELx800 microplate reader (Bio-Tek, Winooski, VT, USA).
KC4 software was used for analysis.

4.5. RNA Isolation from |PCs Cultured on B-TCP Scaffolds

Cell-seeded scaffolds were transferred to LysingMatrix D Tubes (MP Biomedicals,
Santa Ana, CA, USA) containing 600 pL RA1 buffer + TCEP (NucleoSpin RNA Mini Kit,
Macherey Nagel, Diiren, Germany). Thereafter, samples were homogenized using the
FastPrep-24 instrument (MP BiomedicalsSanta Ana, CA, USA). After centrifugation, 500
uL supernatant was transferred into a microcentrifuge tube and total RNA was isolated
using the NucleoSpin RNA Mini Kit (Macherey Nagel, Diiren, Germany) according to the
manufacturer’s instructions.

4.6. qRT-PCR Analysis

Total RNA was isolated from JPC seeded (3-TCP scaffolds 6 and 13 days after starting
the osteogenic induction). As a control, the RNA was isolated from JPC seeded 3-TCP
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scaffolds cultured without osteogenic activators. Complementary DNA (cDNA) was ob-
tained by reverse transcription of 25 ng RNA using the iScript kit (Bio-Rad, Munich, Ger-
many). For the specific amplification of osteogenic markers, the following primers were
ordered from Eurofins (Luxemburg, Luxemburg): Alkaline phosphatase (ALP) (forward
primer: 5'TGTTCCTGGGAGATGGGTCAG-3'" and reverse primer: 5CTTGGA-
GAGGGCCACGAAG-3'). Primers were designed by using the Primer-Blast tool from
NCBI [37]. Melting temperatures and self-complementarities were checked using the oli-
gonucleotide properties calculator from Northwestern University Medical School [38].
Real-time qRT-PCR was performed using 300 nM primers, IQ™ SYBR®Green Supermix
(Bio-Rad), and CFX Connect Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad). The amplifica-
tion of cDNA was performed under the following conditions: 3 min at 95 °C for one cycle,
followed by 40 cycles of 95 °C for 15 s, 60 °C for 30 s, and 72 °C for 10 s. Melting curve
analysis was performed to ensure the specificity of the PCR products. The samples were
run in triplicate with a total volume of 15 uL per well. Levels of mRNA for each gene were
normalized to the constitutively expressed internal standard gene glyceraldehyde-3-phos-
phate dehydrogenase (GAPDH). The results were shown relative to the mRNA levels of
JPCs cultivated in a standard maintenance medium (hPL10).

4.7. Analysis of Alkaline Phosphatase (ALP) Activity of JPCs in -TCP Scaffolds.

The ALP activity of JPCs on uncoated and coated -TCP scaffolds was analyzed on
day 6 and day 13 of osteogenic differentiation. Four scaffolds were used for each sample.
Four scaffolds incubated with the standard JPC maintenance medium during the same
time served as controls.

Analysis was performed using the Sensolyte pNPP alkaline phosphatase colorimetric
assay kit (AnaSpec, Fremont, CA, USA). For extraction of cell lysates, scaffolds were
crushed using MagNA Lyser Green Beads tubes (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Switzer-
land) and a FastPrep®-24 device (MP Biomedicals, Santa Ana, CA, USA). For this purpose,
MagNA Lyser Green Beads tubes (Roche Diagnostics, Germany) were first filled with 600
uL lysis buffer and placed on ice. The scaffolds were washed twice with 200 pL assay
buffer and four scaffolds of the same condition were transferred into one tube. Subse-
quently, the scaffolds were disrupted using the FastPrep®-24 device (MP Biomedicals,
Santa Ana, CA, USA) and the cells were lysed during this process. After cooling on ice,
the tubes were centrifuged (10,000 g at 4 °C, 10 min) and 400 uL of the supernatant was
pipetted into a fresh 2 mL tube. Then, the sample was centrifuged again (2500x g, 4 °C, 10
min) and 350 uL of the clear cell lysate was transferred to a fresh 2 mL tube. Samples were
diluted 1:5 and 1:10 with assay buffer and standards with a known ALP concentration
were prepared. 50 pL of the diluted cell suspensions and standards were pipetted into a
96-well plate and 50 uL of pNPP substrate solution was added. After 30 min of incubation
at room temperature, 50 uL of stop solution was added to terminate the reaction. Subse-
quently, absorbance was measured at a wavelength of 405 nm using an ELx800 plate
reader (Bio-Tek, Winooski, VT, USA).

To account for possible differences in cell numbers on the scaffolds, the determined
ALP concentration was normalized to the total protein concentration. This was deter-
mined using the Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA) according to the manufacturer’s instructions. Using an ELx800 plate reader
(Bio-Tek, Winooski, VT, USA), the absorbance at a wavelength of 550 nm was measured.
KC4 software was used for analysis. Based on the ALP concentration and the total protein
concentration, the ALP fraction in the total protein concentration (ng AP/mg protein) was
calculated.

4.8. Embedding and Generation of thin Polished Sections of -TCP Scaffolds Seeded with JPCs

After 15 days of cultivation, the scaffolds seeded with JPCs were washed twice in
phosphate-buffered saline (PBS) without Mg?* und Ca?, fixed in 4% paraformaldehyde
(PFA), and washed again twice in PBS. Ascending alcohol series (70%, 80%, 96%, 2 x 100%
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EtOH, 15 min each) and xylene (2 x 100%, 30 min each) were used for dehydration and
degreasing. To facilitate polymethyl methacrylate (PMMA) infiltration, the samples were
incubated twice for 1 h in absolute acetone. Subsequently, the scaffolds were transferred
into 2 mL microcentrifuge tubes and treated overnight at 4 °C with 300 pL of solution A
(500 mL destabilized base solution, 25 g PMMA powder, 3 g hardener 1, Technovit 9100
(Kulzer, Wehrheim, Germany)). The next day, samples were embedded in 2 mL embed-
ding solution (9 parts solution A with 1 part solution B (44 mL base solution, 4 mL hard-
ener, and 2.2 mL regulator), Technovit 9100). The embedding solution was cured over-
night at —18 °C in the absence of oxygen, and then for 24 h at 4 °C. Subsequently, the
samples were transferred for 1 h into a 37 °C water bath for complete polymerization of
the embedding solution.

Embedded scaffolds were cut to sections of 5 um using an electronic rotary micro-
tome (pfm Rotary 3006 EM; pfm medical AG, Cologne, Germany) with a hard-cutting
blade (SH35W Feather microtome blade HP TC; Feather Safety Razor Co., LTD., Osaka,
Japan). To stabilize the samples, sections were collected on transparent adhesive tape
(tesafilm, Beiersdorf AG, Norderstedt, Germany) and transferred to microscope slides.

4.9. Toluidine Blue Staining

First, the sections were acidified with 10% acetic acid for 5 min, washed with distilled
water, and dried. In the next step, a drop of the toluidine staining solution (0.1% (w/v)
toluidine blue O (Sigma-Aldrich) in distilled water) was added and incubated for 15 min.
The sections were then rinsed with distilled water and dried overnight and mounted us-
ing DePeX (Serva, Heidelberg, Germany) and coverslips.

4.10. Analysis of Mineralization

After 15 days of JPC cultivation and osteogenic stimulation on 3-TCP scaffolds, con-
structs were analyzed via Osteolmage™ mineralization assay kit (Lonza, Basel, Switzer-
land). Briefly, microtome sections of PMMA (Technovit 9100) embedded scaffolds were
first deacrylated and then stained with the Osteolmage Mineralization Assay Kit (Lonza,
Walkersville, MD, USA) for the detection of hydroxyapatite. Hoechst 33,342 (PromoKine,
Heidelberg, Germany) was used as a nuclear counterstain.

For deacrylation, microtome sections were placed in a cuvette with 100% xylene for
one min and then dried in a drying cabinet at 37 °C for at least 30 min. Next, the staining
solution (Staining Reagent diluted 1:100 in Staining Reagent Dilution Buffer, Osteolmage
Mineralization Assay)) was added to the samples and incubated for 30 min in the dark.
After the washing with Osteolmage Wash Buffer, Hoechst 33,342 nuclear staining solution
(1:1000 dilution of stock solution in PBS) was added to the samples for 10 min. After wash-
ing and drying, the sections were mounted with glycerol.

4.11. Analysis of Hemocompatibility
4.11.1. Collection of Human Blood

Human whole blood was collected from the antecubital vein of non-medicated
healthy volunteers (n = 3) via venipuncture in monovettes preloaded with 1 IU/mL so-
dium heparin (LEO Pharma Inc., Neu-Isenburg, Germany). The blood sampling proce-
dure was approved by the Ethics Committee of the medical faculty at the University of
Tuebingen (287/2020BO2) and all subjects gave written informed consent.

4.11.2. Incubation of Scaffolds with Whole Human Blood

[B-TCP scaffolds seeded with JPCs were cultivated in vitro for 15 days. The scaffolds
were then transferred into 12 mL polypropylene round-bottom tubes (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA) containing 11 mL blood. Control tubes contained the same
amount of fresh blood without scaffolds. The incubation with blood was performed at 37
°C for 90 min using a tube rotator (neoLab, Heidelberg, Germany) with 10 rpm. After 90
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min, blood was transferred into monovettes containing ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) (Sarstedt Inc., Niimbrecht, Germany) for the analysis of complement activation
and detection of cell numbers. Blood cell numbers were determined using a Micros 60 cell
counter (ABX Diagnostics, Montpellier, France). A citrate solution containing monovettes
(Sarstedt Inc.) was used to analyze PMN-elastase and TAT. To analyze (3-TG concentra-
tions, blood was transferred to citrate-theophylline-adenosine-dipyridamole (CTAD) con-
taining monovettes (BD Biosciences Inc.) and stored for 15 min on ice. EDTA and CTAD
monovettes were centrifuged at 2500x g for 20 min at 4 °C. Citrate blood monovettes were
centrifuged at 1800x g for 18 min at RT. The plasma of each sample was shock frozen in
liquid nitrogen and stored at 20 °C (EDTA and citrate plasma) or =80 °C (CTAD plasma)
until further investigations.

4.11.3. Detection of Activation Markers

Commercially available enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) were used to
investigate the hemocompatibility. The PMN-elastase ELISA (Demeditec, Kiel, Germany)
was used to detect the activation of leukocytes. The activation of coagulation was detected
using TAT ELISA (Enzygnost Micro Assay, Siemens Healthcare, Erlangen, Germany).
Furthermore, SC5b-9 ELISA (Osteomedical GmbH, Biinde, Germany) was used to detect
the complement activation and platelet activation was determined using 3-TG ELISA
(ASSERA-CHROM?®, Diagnostica Stago, Asnieres, France). The ELISAs were performed
according to the manufacturer’s instructions.

4.11.4. Scanning Electron Microscopy (SEM)

After the incubation with blood, the 3-TCP scaffolds were fixed overnight at 4 °C in
2% glutaraldehyde (Serva, Heidelberg, Germany). Overview images were taken with a
Canon reflex camera EOS 450D (Canon, Tokyo, Japan) and a NOVEX RZB-SF stereo mi-
croscope (Euromex, Arnhem, The Netherlands). Afterwards, the samples were washed
with PBS for 10 min and dehydrated with an ascending ethanol series (40% to 100% etha-
nol; Merk, Darmstadt, Germany) in 10 min steps. The scaffolds were dried in a critical
point drier (Polaron E3100, GaLa Instruments, Bad Schwalbach, Germany). Subsequently,
the scaffolds were sputtered with gold-palladium particles (Emitech K550X, GaLa Instru-
ments, Bad Schwalbach, Germany) and analyzed by SEM (Zeiss LEO1430, Zeiss, Ober-
kochen, Germany).

4.12. Statistical Analysis

Data are shown as the mean + standard deviation (SD) or standard error of the mean
(SEM). Means were compared using one or two-way analysis of variance (ANOVA) for
repeated measurements followed by Bonferroni’s multiple comparison test or using the
Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s multiple comparisons test, depending on the dis-
tribution of the data. Statistical analyses were performed double-tailed using GraphPad
Prism 6.01 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Differences of p < 0.05 were consid-
ered significant.

5. Conclusions

In this study, we demonstrated that uncoated and PLGA-coated p-TCP scaffolds are
highly suitable for the colonization with JPCs and their further osteogenic differentiation.
The osteogenic induction resulted in mineralization and increased expression of and ALP.
Cell-free B-TCP scaffolds with and without PLGA coating showed no effect on blood cells,
complement, and coagulation activation. In contrast, scaffolds seeded with JPCs led to
increased levels of TAT and accumulation of fibrin fibers on the surface of the constructs,
presumably through activation of the extrinsic coagulation pathway. These results
demonstrated that hemocompatibility can not only be influenced by the scaffold material
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alone but also by seeded cells inside the scaffolds, which can have an impact on tissue
compatibility and the healing process within the bone defect.

Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/arti-
cle/10.3390/ijms22189942/s1.
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