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ZUSAMMENFASSUNG

l. ZUSAMMENFASSUNG

Kardiovaskulare Erkrankungen wie Herzinfarkte oder Kardiomyopathien stellen in der westli-
chen Welt die haufigste Todesursache dar. Allein in Deutschland sind 14% der Todesfalle auf
Koronare Herzerkrankungen (KHK) zuriickzufihren. Die Lebenszeitpravalenz betragt 9,3% fir
40-79 Jahrige und damit ist die KHK eine der wichtigsten Volkskrankheiten in Deutschland.
Das menschliche Herz besitzt ca. 4 Milliarden Herzmuskelzellen, jedoch nur eine geringfligige
Regenerationskapazitat. Dadurch gewinnen Strategien zur Rekonvaleszenz nach kardiovas-
kularen Erkrankungen enorm an Bedeutung. Dies beinhaltet Zellersatztherapien, um verlorene
Kardiomyozyten (KM) auszutauschen, genauso wie die Entwicklung von neuen Medikamenten
zur effektiven und sicheren pharmakologischen Intervention.

Die in vitro Kardiomyogenese in der Kultur differenzierender Stammzellen wurde als unbe-
grenzte Quelle von Herzmuskelzellen zur Transplantation in der Ersatztherapie des irreversi-
bel geschadigten Herzgewebes vorgeschlagen. Induzierte pluripotente Stammzellen (iPSCs)
schienen eine vielversprechende Méglichkeit zu sein. Nicht nur fir die therapeutische Anwen-
dung zum Ersatz von Gewebe beziehungsweise die Generation von Gewebesticken in vitro
(Bioengineering), sondern auch fur pharmakologische Tests auf toxische Substanzen, zur
Wirkstofftestung, embryotoxikologische Effekte und Austestung von Faktoren zur Zellprolife-
ration und Differenzierung. Die Wirkstofftestung wurde zum Beispiel durch die CiPA-Initiative,
die zur Bewertung des proarrhythmischen Risikos neuartiger Kardiotherapeutika ins Leben
gerufen wurde, erfolgreich demonstriert. Obwohl reichlich Protokolle zur Differenzierung ge-
rade von iPSCs zu KM existieren, sind phanotypische und funktionelle Aspekte vorhanden,
welche die in vivo und in vitro Applikation noch nicht ermdglichen. Neben elektrophysiologi-
schen, metabolischen und molekularen Veranderungen schliet der Reifungsprozess die
strukturelle Organisation der Sarkomere mit ein, welche die fundamentale Einheit der Kraft-
entwicklung sowie der Kontraktion darstellen. Wahrend reife KM einen gut organisierten Kon-
traktionsapparat aufweisen, findet man bei iPSC KM meist ungeordnete Sarkomerfilamente
vor. Dies fuhrt zu einer reduzierten Kontraktionsfahigkeit sowie einer veranderten Kontrakti-
onsdynamik. Seit 2016 ist bekannt, dass im Vergleich zu reifen KM, welche eine uniaxiale
Kontraktionsstruktur aufweisen, differenzierte KM aufgrund ihrer ungeordneten Struktur radial
kontrahieren beziehungsweise fokale Kontraktionszentren ausbilden. Um die kardiale Reifung
voranzutreiben, wurden verschiedene Methoden angewandt. Darunter 3D Zellkulturen, elekt-
rische und mechanische Stimulation sowie die Verwendung von extrazellularen Matritzen, wel-
che in vivo Bedingungen nachahmen.

Auch diese Arbeit widmet sich der Frage nach einem optimalen Differenzierungsprotokoll fur

Stammzellen unterschiedlicher Herkunft, welche sich zu KM mit adultem Phanotyp entwickeln
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sollen. Wir untersuchten murine embryonale Stammzellen (MESCs) und humane vordifferen-
Zierte embryonale Stammzellderivate und legten ein besonderes Augenmerk auf die Bewer-
tung humaner induzierter pluripotenter Stammzellen (hiPSCs). Daher wurde bei diesen die
Kultivierungsdauer variiert und ein spezieller Objekttrager mit mikrostrukturierter Oberflache
verwendet. Zellen aus adultem und neonatalem murinem Herzgewebe dienten als Kontrolle.
Da sich diese Arbeit auf den Reifegrad des Sarkomernetzwerkes der Zellen konzentriert, wur-
den Kontrollparameter gewahlt, die es erlauben, die Filamentstruktur der KM genau zu beur-
teilen: Zellmorphologie, Z-Streifenbreite, Sarkomerlange und -hauptausrichtung sowie Dichte
des Sarkomernetzwerkes. In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass dies an-
gemessene Parameter darstellen, um die Herzreife zu beurteilen.

Um die verschiedenen Zelltypen und die unterschiedlichen Kulturbedingungen miteinander
vergleichen zu kénnen, sind Techniken von Noten, welche den Strukturierungsgrad der Sar-
komere zeigen und beurteilbar machen. Im Gegensatz zu herkdbmmlicher Mikroskopie ist die
Auflésung bei der hier verwendeten Super-Resolution-Mikroskopie etwa zehn Mal héher.
Diese Technik ermdglicht genauere Analysen, da auch kleinste Veranderungen der zellularen
Struktur sichtbar gemacht werden kénnen.

Generell zeigen sich die murinen und humanen vordifferenzierten ESC KM eher mit unreifer
Sarkomerisierung. Unsere Bildanalyse zeigt eine Verbesserung der Sarkomerdichte und der
Filamentausrichtung, wenn iPSC KM auf strukturierten, linienférmigen Oberflachen kultiviert
werden. Ebenso wirkt sich eine Iangere Kultivierungsdauer positiv auf die strukturelle Reifung
aus und fuhrt zu einem eher adulten Phanotyp.

Das in dieser Arbeit entwickelte Protokoll kann die Entwicklung neuartiger Differenzierungs-

protokolle unterstitzen, da es eine quantitative Kontrolle des Phanotyps von KM ermdglicht.
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21 BEDEUTUNG DER HERSTELLUNG VON KARDIOMYOZYTEN IN VITRO

Das Robert-Koch-Institut schreibt unter der Rubrik ,Sterblichkeit und Todesursachen® Folgen-
des: ,Seit den 1970er Jahren ist die Lebenserwartung in Deutschland gestiegen: Bei Frauen
um neun auf 82,6 Jahre, bei Mannern um zehn auf 77,5 Jahre. Mit dem Wandel des Krank-
heitsspektrums der - immer alter werdenden - Bevoélkerung verandert sich auch das Spektrum

der Todesursachen. Zu den haufigsten Todesursachen zahlen sowohl bei Frauen als auch bei
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Mannern Herz-Kreislauf- und Krebserkrankungen.“ [1]. Dies zeigt auch das statistische Bun-
desamt mit den 2023 veroffentlichten Daten bezuglich der Todesursachen im Jahr 2021 (siehe
Tabelle 1). Ein Drittel der gesamten deutschen Bevolkerung ist demnach an einer Erkrankung

des Kreislaufsystems verstorben.

TABELLE 1. TODESURSACHEN NACH KRANKHEITSARTEN IN PROZENT [%] (2021).

Krankheiten des Kreislaufsystems 33,3
Bdsartigen Neubildungen (Krebs) 22,4
Covid-19 7
Psychische und Verhaltensstérungen 59
Krankheiten des Atmungssystems 5,6
Krankheiten des Verdauungssystems 4,3
Verletzungen und Vergiftungen 4,2
Sonstige 17,4

QUELLE: TODESURSACHEN NACH KRANKHEITSARTEN 2021 IN % (STATISTISCHES BUNDESAMT (DESTATIS), 2023) [2].

Diese Daten wurden nochmals untergliedert und somit wird klar, dass sich zwei Drittel (61,9%)

der genannten Kreislauferkrankungen auf das Herz beziehen (siehe Tabelle 2).

TABELLE 2. STERBEFALLE INSGESAMT NACH DEN 10 HAUFIGSTEN TODESURSACHEN DER ICD-10 (2021).
ICD-10 Todesursache Gestorbene '  Anteil in %

Positionsnummer

125 Chronische ischamische Herzkrankheit 74 485 21,9
121 Akuter Myokardinfarkt (Herzinfarkt) 45 181 13,3
150 Herzinsuffizienz 35131 10,3
111 Hypertensive Herzkrankheit 23 363 6,9
148 Vorhofflattern und Vorhofflimmern 21719 6.4
163 Hirninfarkt 15177 4.5
169 Folgen einer zerebrovaskularen Krankheit 12 584 3,7
164 Schlaganfall, nicht als Blutung oder Infarkt 10 629 3.1
bezeichnet
135 Nichtrheumatische Aortenklappenkrank- 10 616 3,1
heiten
110 Essentielle (priméare) Hypertonie 10 432 3,1

1: Ohne Totgeborene und ohne gerichtliche Todeserklarungen.
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Die Tabelle zum Thema ,Sterbefélle insgesamt nach den 10 haufigsten Todesursachen der ICD-10" mit weite-

ren Informationen findet sich auch im Informationssystem der Gesundheitsberichterstattung.

QUELLE: STERBEFALLE INSGESAMT NACH DEN 10 HAUFIGSTEN TODESURSACHEN DER ICD-10 ( STATISTISCHES BUNDESAMT
(DEsTATIS), 2022) [3].

Allein durch diese Zahlen wird deutlich, wie wichtig die Forschung im kardiologischen Bereich
ist. Aufgrund des enormen Wissenszuwachses der letzten Jahrzehnte entstand eine Vielzahl
an Strategien zur Rekonvaleszenz nach kardiovaskularen Erkrankungen. Egal ob Zellersatz-
therapie, Bioengineering oder pharmakologische Tests, KM mit adultem Phanotyp bilden fir
all dies die Forschungsgrundlage. Um dieser wissenschaftlichen Pflicht ohne ethische Beden-
ken nachgehen zu kdnnen, werden Kultivierungsprotokolle fur iPSCs bendétigt, die die Entste-

hung von reifen KM garantieren, die in ihrem Phanotyp nativen KM gleichen.

2.2 STRUKTURELLER AUFBAU VON KARDIOMYOZYTEN

Die Herzmuskulatur besteht aus hoch spezialisierten Zellen, den KM. Es werden zwei Arten
von Herzmuskelzellen unterschieden. Dabei handelt es sich einerseits um KM der Erregungs-
weiterleitung und andererseits um KM der Arbeitsmuskulatur. Letztere werden in dieser Arbeit
primar thematisiert. Sie enthalten einen oder mehrere mittelstandige Zellkerne und sind Uber
Glanzstreifen beziehungsweise Gap junctions mit benachbarten Zellen verbunden. Der soge-
nannte Sarkoplasmahof ist der myofibrillenfreie Raum, der den Zellkern umgibt und Glykogen,
Fett und Lipofuszin enthalt [4]. Der erwachsene KM ist stdbchenférmig mit einer Lange von
etwa 150 ym, einer Breite von 20 uym, einer Héhe von 15 um und einem Volumen von 40.000
um?3 [5]. Eine der wichtigsten Eigenschaften dieser Zellen ist ihre Kontraktilitat. Diese erhalten
sie durch die regelmaRige Anordnung der kontraktilen Myofilamente Aktin und Myosin sowie
Regulator-, Struktur- und Zytoskelettproteine. Durch unterschiedliche optische Eigenschaften
und der besonderen Anordnung entstehen histologisch alternierend helle und dunkle Banden,
was als Streifung bezeichnet wird. Dies wird in der Einteilung der Myofilamente nochmals deut-
lich. Die dicken Myosinfilamente bilden die A-Banden (anisotop), wohingegen die diinnen Ak-
tinflamente die hellen I-Banden (isotop) bilden. In der Mitte der |-Banden liegt die Z-Scheibe.
Der Bereich zwischen den zwei Z-Streifen wird Sarkomer genannt. Dies ist mit ca. 2 ym die
kleinste kontraktile Einheit des KM [6]. Die Aktinfilamente sind endstandig durch a-Aktinin an
den Z-Scheiben verankert [7].
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ABBILDUNG 1. STRUKTURELLER AUFBAU EINES SARKOMERS.

DIE REGELMARIGE ANORDNUNG DER MYOFILAMENTE AKTIN UND MYOSIN SOWIE DER REGULATOR-, STRUKTUR- UND ZYTOSKE-
LETTPROTEINE GEWAHRLEISTEN DIE HOHE KONTRAKTILITAT DES MYOKARDS. DIE DICKEN MYOSINFILAMENTE, HIER ROT DAR-
GESTELLT, BILDEN SOGENANNTE A-BANDEN (ANISOTOP) WOHINGEGEN DIE DUNNEN AKTINFILAMENTE, HIER GRUN DARGE-
STELLT, DIE HELLEN |-BANDEN (ISOTOP) BILDEN. IN DER MITTE DER |-BANDEN LIEGEN DIE Z-STREIFEN. DER BEREICH ZWISCHEN
DEN ZWEI Z-STREIFEN WIRD SARKOMER GENANNT. DIE AKTINFILAMENTE SIND ENDSTANDIG DURCH ALPHA-AKTININ AN DEN Z-
SCHEIBEN VERANKERT. QUELLE: IN ANLEHNUNG AN MOTORISCHES SYSTEM. QUERGESTREIFTE MUSKULATUR (HESCHELER,
2019) [7].

2.3 REIFEPROBLEMATIK DER KARDIOMYOZYTEN

In den letzten Jahren wurden grof3e Fortschritte bei der Etablierung, Kontrolle und Verbesse-
rung der Differenzierung von KM aus Stammzellen erzielt. Trotzdem gleichen die Herzmuskel-
zellen, welche aus iPSCs generiert werden, transkriptionell, strukturell und funktionell eher
embryonalen KM. Einen wesentlichen Grund dafur liefert die Tatsache, dass die fetale Reifung
der KM wahrend der Spatschwangerschaft bis heute kaum verstanden ist [8]. Das Wissen
bezieht sich Uberwiegend auf Erkenntnisse aus Tiermodellen oder die postpartale Kardiomy-
ozytenentwicklung, da es noch nicht gelungen ist, die hamodynamischen, elektrochemischen
und rdumlichen Umstande nach Abschluss der Herzformation in vitro nachzustellen. Jedoch
spielen diese Komponenten eine wichtige Rolle in dem Differenzierungsprozess [9]. Der un-
reife Phanotyp der iPSC KM stellt eine groRe Einschrankung fur ihre praklinische und klinische
Verwendung dar [10] [9]. Die kardiogene Reifung umfasst verschiedene Veranderungen der
Zellphysiologie, darunter morphologische und elektrophysiologische Veranderungen, die me-
tabolische Reifung und die Etablierung einer geeigneten Kontraktionsmaschinerie [9]. Die Ent-
wicklung einer ausreichenden Kontraktionskapazitat hangt stark vom Sarkomergehalt und der

richtigen Organisation der Myofilamente ab. In adulten KM betragt die Sarkomerlange ~2 ym
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und die entsprechenden Filamente sind senkrecht zur Langsachse ausgerichtet. Im Gegen-
satz dazu weisen iPSC KM haufig eine reduzierte Sarkomerlange und desorganisierte Fila-

mente auf, die Uber das gesamte Zytoplasma verstreut sind [11].

Adulte KMs iPSC KMs

ABBILDUNG 2. SARKOMERAUSRICHTUNG IN ADULTEN UND IPSC-DERIVIERTEN KM.

DIE SARKOMERLANGE IST IN IPSC KM DEUTLICH KURZER ALS IN ADULTEN HERZMUSKELZELLEN. EBENFALLS SIND IN DEN REIFEN
KM DIE SARKOMERFILAMENTE SENKRECHT ZUR LANGSACHSE DER ZELLE AUSGERICHTET, WOHINGEGEN DIE IPSC KM EINE
DESORGANISIERTE SARKOMERISIERUNG AUFWEISEN. QUELLE: EIGENE DARSTELLUNG ERSTELLT MIT BIORENDER.COM [12].

Darliber hinaus ist fiir die Entstehung eines korrekten Kontraktionsapparats eine Anderung in
der Genexpression nétig. Wahrend fetale KM vorzugsweise langsames kardiales Skelett-Tro-
ponin | (TNNI1) exprimieren, wird kardiales Troponin | (TNNI3) hauptsachlich in reifen KM
nachgewiesen [10] [13]. Ebenfalls wurden Spleilmodifikationen flr Titin und die regulatorische
Leichtkette von Myosin gefunden [10] [14].

Dies bildete die Grundlage fur viele Arbeitsgruppen, Protokolle zu entwickeln, welche einen
reiferen Phanotyp bei iPSC KM zum Ziel hatten. Es zeigte sich, dass die Kultivierung in einer
3D-Mikrogewebeumgebung, die mechanische Stimulation, das Editieren von kontraktionsbe-
zogenen Genen oder ein optimiertes Medium, das oxidative Substrate enthalt, die Reifung des
Sarkomernetzwerks und die Zellkontraktion fordern [15] [16] [17] [18]. Um den Erfolg einer neu
etablierten Technik zu prifen, ist eine Methode nétig, welche Parameter bewertet, die den
Grad der Sarkomerreifung beschreiben. So kénnen die Differenzierungsbedingungen, die fur
den Aufbau eines funktionellen Sarkomernetzwerks erforderlich sind, kontrolliert und verbes-
sert werden. In mehreren friheren Studien wurden einige Aspekte der Sarkomerorganisation,
wie z. B. die Orientierung und die Lange der Sarkomere, mit Hilfe konventioneller konfokaler

Bilder und verschiedener Softwaretools analysiert [19] [20] [21].
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2.4 PLURIPOTENTE STAMMZELLEN

Es gibt diverse Arten von pluripotenten Stammzellen, jedoch sind fir diese Arbeit nur Folgende
relevant: embryonale Stammzellen (ESC) und induzierte pluripotente Stammzellen (iPSC).
Der Begriff ,Potenz® definiert dabei in der Entwicklungsbiologie die Fahigkeit von Zellen, sich
differenzieren zu kdnnen. Das Differezierungspotential wird umso kleiner, desto weiter die
Spezialisierung der Zelle vorangeschritten ist (totipotent > pluripotent >multipotent > oligopo-
tent > unipotent) [22]. Pluripotente Stammzellen verlieren ihre Teilungsfahigkeit nicht, wobei
die Tochterzellen die gleichen Eigenschaften wie die Vorlauferzelle aufweisen. Dies entspricht
hier der Fahigkeit, sich in alle Zellarten des Koérpers zu differenzieren: Endoderm (Magen-
Darm-Trakt, Lunge), Mesoderm (Muskel, Knochen, Blut, Urogenitaltrakt) oder Ektoderm (Epi-

dermisgewebe und Nervensystem) [23].

Totipotent ‘ Pluripotent ‘

* kénnen sich in « kénnen sich in « kénnen sich in * kénnen sich in * kénnen nur
alle Zelltypen alle Zelltypen verschiedene wenige Zellen
eines der drei Zelltypen verschiedene desselben Typs
Organismus Keimbléatter innerhalb eines Zelltypen bilden
differenzieren differenzieren Gewebetypes innerhalb eines *z.B.

« 7.B. befruchtete «7zB. ESC differenzieren Gewebetypes Fibroblasten
Eizelle + 2.B. Zellen der differenzieren

Hamatopoese * z.B. lymphoide
Stammzellen
~— —/ ~—

ABBILDUNG 3. STAMMZELLARTEN UND IHRE AUFGABEN.

QUELLE: EIGENE DARSTELLUNG.

Ende des 20. Jahrhunderts gelang es den ersten Wissenschaftlern, Stammzellen in einer Kul-
tur zu halten [24]. Das Kultivierungsverfahren wurde 1981 an Zellen aus Mauseembryonen
entwickelt, die aus der inneren Zellmasse von Blastozysten isoliert wurden [25]. Papatsenko
et al. beschreiben in ihrer Zusammenfassung die Moglichkeit der Aufrechterhaltung des emb-
ryologischen Entwicklungspotenzials der Zellen Uber viele Passagen hinweg durch ein Netz-
werk von Signal-, Transkriptions- und epigenetischen regulatorischen Interaktionen, das als

pluripotentes Genregulationsnetzwerk (PGRN) bezeichnet wird [26].
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| Zygote l [Totipotent]
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Zum Beispiel: Zum Beispiel: Zum Beispiel:
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ABBILDUNG 4. HERKUNFT PLURIPOTENTER STAMMZELLEN.

DAs DIFFEREZIERUNGSPOTENTIAL WIRD UMSO KLEINER, DESTO WEITER DIE SPEZIALISIERUNG DER ZELLE VORANGESCHRITTEN
IST. IN VIVO KOMMEN PLURIPOTENTE STAMMZELLEN IN EINER FRUHEN EMBRYONALPHASE VOR, DER BLASTOZYSTE. HIER BIL-
DEN SIE DIE INNERE ZELLMASSE (SCHWARZ GEKENNZEICHNET). IN VITRO KONNEN DIE ZELLEN DER INNEREN ZELLMASSE SICH
TEILEN UND DAUERHAFT UNDIFFERENZIERT PROLIFERIEREN. QUELLE: EIGENE DARSTELLUNG ERSTELLT MIT BIORENDER.COM
[12].

Die ersten humanen embryonalen Stammzelllinien wurden 1998 von Thomson et al. gewon-
nen. Sie beschreiben funf pluripotente Zelllinien aus menschlichen Blastozysten, die einen
normalen Karyotyp (H1, H13, H 14 XY-Karyotyp und H7, H9 XX-Karyotyp) und eine hohe
Telomeraseaktivitat aufweisen und Zelloberflachenmarker exprimieren, die nur fir embryonale
Stammzellen von Primaten charakteristisch sind. Diese wurden aus menschlichen Embryo-
nen, welche durch die In-vitro-Fertilisation (IVF) fur klinische Zwecke erzeugt worden waren,
isoliert. Auch nach vier bis funf Monaten in vitro Proliferation behielten diese Zellen das Ent-
wicklungspotenzial, um Trophoblasten und Derivate aller drei embryonalen Keimschichten zu
bilden [27]. Seit dem wurden in vivo und in vitro Differenzierungen zu verschiedenen Vorlau-
ferzellen als auch zu ausdifferenzierten Zellen generiert. Die Zuordnung zu einer Gewebe-
gruppe erfolgt dabei durch die von der Zelle gebildeten Oberflachenmolekiile. Ebenfalls wur-

den die gewonnenen Vorlauferzellen in Modellorganismen, zum Beispiel Affen oder Ratten,
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transplantiert, wodurch nachgewiesen werden konnte, dass sich diese an den Gewebeverban-
den funktionell beteiligen [28]. Die Gewinnung von und Forschung an humanen embryonalen
Stammzellen (hESCs) I6ste durch die Notwendigkeit des Verbrauchs menschlicher Embryo-
nen gravierende ethische Bedenken aus. Daher ist die Forschung an hESCs in Deutschland
nach derzeitiger Rechtslage verboten und nur in Ausnahmefallen nach dem Deutschen
Stammzellgesetz moglich [22].

Im Gegensatz dazu wurde 2006 von Takahashi und Yamanaka die Moglichkeit der Zellrepro-
grammierung vorgestellt und somit die induzierten pluripotenten Stammzellen (iPSCs) einge-
fahrt [29]. Seit 2007 kénnen auch aus menschlichen Hautzellen iPSCs hergestellt werden,
womit eine ethisch unbedenkliche Methode zur Stammzellgewinnung zur Verfigung steht [22].
2012 wurde Shin’ya Yamanaka zusammen mit dem Briten John B. Gurdon dafiir der Nobel-
preis flur Medizin verliehen. Zwischen den preisgekronten Veroéffentlichungen der beiden Wis-
senschaftler liegen mehr als vier Jahrzehnte [30] [31] [32]. Schon 1962 zeigte John Gurdon
mit seinem Experiment an Kaulquappen, dass die Fahigkeit der Zellen zur Pluripotenz auch
wahrend ihrer Entwicklung in eine spezialisierte Zelle nicht verloren geht [32]. Es sollten jedoch
noch 44 Jahre vergehen, bis die Schalter der Reprogrammierung von Yamanaka gefunden
wurden. Durch die retrovirale Einbringung von stammzellspezifschen Transkriptionsfaktoren,
Oct3/4, Sox2, KIf4 und c-Myc (OSKM), konnten adulte Mausfibroblasten in den pluripotenten
Stammzellzustand zurlickversetzt werden [33].

In spateren Versuchen wurde das als Onkogen bekannte c-Myc durch Nanog ersetzt. Neuer-
dings findet die Kombination Oct4/Sox2/Nanog/LIN28 Verwendung, da Nanog und LIN28 sy-
nergistisch wirken und dadurch die OSKM-vermittelte Reprogrammierung um das ~76-fache
verbessern und die Reprogrammierungslatenz um mindestens eine Woche verkirzen [34].
Ursprunglich wurden fir die Zellreprogrammierung genomintegrierende retrovirale oder lenti-
virale Vektoren verwendet. In Anbetracht der mdglichen Insertionsmutagenese und des immu-
nogenen Potenzials kdnnte die Verwendung viraler Transfektion in der Zelltransplantation zu
riskant sein [35] [36] [37] [38]. Daher werden integrationsfreie Methoden fur die Induktion ver-
wendet, wozu zum Beispiel Plasmide, Sendai-Viren, Adenoviren, synthetische mRNA und Pro-
teine gehdren [39] [40] [41] [42] [43]. Am haufigsten finden episomale Plasmide Anwendung,
da es sich hierbei um eine technisch einfache und gunstige Methode handelt [39] [44]. Die
Reprogrammierung ist also keine genetische Transformation, sondern ein epigenetischer Pro-
zess, was bedeutet, dass das Genom der iPSCs beziehungsweise der daraus differenzierten
Zellen unverandert bleibt und somit mit den Ursprungszellen des Spenders identisch ist [22].
iPSCs kdnnen heutzutage von Zellbanken bezogen werden, die viele verschiedene iPSC-Zel-
linien von Gesunden, aber auch von Patienten mit ausgewahlten Krankheitsbildern angelegt

haben.
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ABBILDUNG 5. REPROGRAMMIERUNG VON KORPERZELLEN.
DIE ERSTMALIGE ERZEUGUNG VON IPSCs 2006 WAR EIN MEILENSTEIN IN DER STAMMZELLFORSCHUNG. MITHILFE DER KUNST-
LICHEN REPROGRAMMIERUNG VON NICHT PLURIPOTENTEN SOMATISCHEN ZELLEN IST DIE ERZEUGUNG FAST ALLER ZELLTYPEN
MOGLICH. DURCH DIE TRANSFEKTION VON STAMMZELL-SPEZIFSCHEN TRANSKRIPTIONSFAKTOREN ZUM BEISPIEL OCT3/4,
Sox2, KLF4 UND c-Myc (OSKM), KONNEN BEISPIELSWEISE FIBROBLASTEN IN DEN PLURIPOTENTEN STAMMZELLZUSTAND ZU-
RUCKVERSETZT WERDEN. QUELLE: EIGENE DARSTELLUNG ERSTELLT MIT BIORENDER.COM [12].

2.5 INDUZIERTE PLURIPOTENTE STAMMZELLEN — KARDIALE DIFFERENZIERUNG

Die Differenzierung hiPSCs zu reifen Herzmuskelzellen kann durch eine Nachahmung der
embryonalen Herzentwicklung herbeigeflihrt werden. Da Herzzellen der mesodermalen
Keimschicht der inneren Zellmasse der Blastozyste entstammen, sind die Protokolle grund-
satzlich in zwei aufeinanderfolgende Schritte unterteilt: Die mesodermale und die kardiale
Spezifizierung [45] [46]. Diese werden durch verschiedene extrazellulare Signalmolekiile ge-

steuert.

1. Mesodermale Differenzierung durch die Zugabe von CHIR99021 als Wnt-Signalweg-
Aktivator (engl. wingless-related integration site). Ebenfalls fordern BMP-4 (engl.
Bone morphogenetic protein-4) und/oder Aktivin-A die Differenzierung von hiPSCs in

mesodermale Vorlauferzellen [47] [48] [49].

2. Kardiale Differenzierung durch Inhibitoren des Wnt-Signalwegs [50] wie zum Beispiel
IWR1 oder IWP2 [48] [39] [51]. Zuséatzlich fordern Wachstumsfaktoren wie FGF2
(engl. Fibroblast growth factor), VEGF (engl. Vascular endothelial growth factor),
IGF1 (engl. Insulin like growth factor) und/oder die Zugabe von Zytokinen wie Insulin

10
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die Spezifizierung [52] [53]. VEGF férdert hierbei die Angiogenese, die fir die Ent-
wicklung der KM in vitro erforderlich ist. Ascorbinsaure steigert die Proliferation kardi-

aler Vorlauferzellen und verbessert die Sarkomerorganisation [54].

e Wnt AUS (z.B. IWR1
oder IWR2) Unreife KMs "

e Wachstumsfaktoren

(z.B. IGF1)
e Ascorbinsdure

Kardiale
Vorlauferzellen

Mesodermale
Zellen

e Wnt AN (z.B.
CHIR99021)
s BMP4
e Activin A f-Catenin
. [ iPSCs ’ Degradation

ABBILDUNG 6. KARDIALE DIFFERENZIERUNG UND KANONISCHER WNT-SIGNALWEG.

Die DIFFERENZIERUNG WIRD IN 2 SCHRITTE UNTERTEILT: DIE MESODERMALE UND DIE KARDIALE DIFFERENZIERUNG. ES KOM-
MEN VERSCHIEDENE, UBER DAS MEDIUM APPLIZIERTE, WACHSTUMSFAKTOREN UND SMALL MOLECULES ZUM EINSATZ. DER
WNT-SIGNALWEG SPIELT HIER EINE SCHLUSSELROLLE UND MUSS ZUERST AKTIVIERT UND SPATER INHIBIERT WERDEN. QUELLE:
EIGENE DARSTELLUNG ERSTELLT MIT BIORENDER.COM. ANGELEHNT AN WNT SIGNALING DURING CARDIOMYOCYTE DIFFEREN-
TIATION (PARANHOS, 2014) [12].

Der Wnt-Signalweg stellt einen der wichtigsten Faktoren der Kardiogenese dar. Historisch
werden die Wnt-Liganden in zwei Gruppen unterteilt. Der kanonische Wnt-Signalweg 16st
eine Kaskade aus, welche zur Stabilisierung und Akkumulation des Proteins 3 -Catenin fihrt.
Dieses gelangt in den Zellkern und reguliert zusammen mit TCF/Lef-Transkriptionsfaktoren
die Expression von Zielgenen [55] [56]. Im Gegensatz dazu sind die nicht-kanonischen Wnt-
Signalwege unabhangig von p-Catenin und hemmen sogar die kanonische Wnt/B-Catenin-
Signalgebung [57]. Hinsichtlich der Spezifizierung der embryonalen Zellen hat der Wnt/(3-
Catenin-Signalweg eine biphasische Wirkung. In der frihen Embryonalphase stimuliert der
Whnt/B-Catenin-Signalweg die Induktion des Mesoderms. Gleichzeitig wird eine negative
Ruckkopplungsschleife aktiviert, die den Wnt-Signalweg hemmt, was zu einer verstarkten

11
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kardialen Differenzierung fihrt [58]. Demnach hat der Wnt-Signalweg spezifische Aufgaben,
je nach Stadium der vorliegenden Embryonalentwicklung. Er wirkt sich biphasisch und anta-
gonistisch auf die Kardiogenese aus, da er die Bildung von KM in friihen Entwicklungssta-
dien férdert und sie spater hemmt, wenn der Wnt-Signalweg nicht inaktiviert wird [59].

BMP und Aktivin gehoren zur TGF-B3-Superfamilie (engl. Transforming growth factors-f3), wel-
che an zahlreichen zelluldren Prozessen wie Proliferation, Apoptose und Herzdifferenzierung
beteiligt sind [60]. BMP fungiert in der Spatphase der Herzentwicklung als Wnt/B-Catenin-In-
hibitor, was zu einer Verstarkung der kardiomyogenen Differenzierung fuhrt [61]. In hiPSC-
Differenzierungsprotokollen wurde BMP4 zusammen mit Aktivin A eingesetzt, um die meso-
dermale Induktion fir die Ableitung von KM zu unterstiitzen [35]. Dartber hinaus kénnen Ak-
tivin und BMP mit den kanonischen Wnt-Signalen interagieren, um die Gastrula wahrend der
frihen Entwicklung in synergetischer Weise zu strukturieren, indem sie unabhangig von Wnt-
Liganden eine p-Catenin-Reaktion auslésen [62].

Bis heute gibt es kein einheitliches Standardprotokoll fir die Differenzierung von humanen
iPSCs zu KM. Die Differenzierungsbedingungen kdonnen stets von verschiedenen Faktoren
wie Zelllinie, Kulturbedingungen und Kulturdauer beeinflusst werden, weshalb die Protokolle
optimiert und validiert werden sollten, um eine effiziente und spezifische Differenzierung zu

gewabhrleisten.

2.6 SUPER-RESOLUTION-MIKROSKOPIE

Im taglichen Sprachgebrauch wird als Licht der Anteil der elektromagnetischen Strahlung be-
zeichnet, den wir mit bloRem Auge sehen kénnen (ca. 400-750 nm). Die flir uns erkennbaren
Farben entstehen durch die unterschiedlichen Wellenlangen. In der Lichtmikroskopie werden
zusatzlich die angrenzenden Spektren aus dem infraroten (bis 1200 nm) und ultravioletten Be-
reich (200—-380 nm) verwendet, die dann Uber geeignete Detektoren wie z. B. CCD Kameras
(engl. Charge-coupled device) aufgenommen und somit fir uns sichtbar gemacht werden [63].
Die beste Auflésung, die mit beugungsbegrenzten konventionellen optischen Techniken er-
reicht werden kann, ist jedoch um zwei GroRenordnungen gréber als die molekulare Ebene
[64]. Wenn die Wissenschaft Strukturen unterhalb der 1873 von Ernst Abbe errechneten Auf-
I6sungsgrenze von 200 nm darstellen wollte, war sie lange Zeit allein auf das Elektronenmik-
roskop angewiesen. Dieses ist jedoch sehr teuer, nur von erfahrenem Personal bedienbar,
liefert ausschlieRlich schwarz-weil} Bilder und es kann nur fixiertes und speziell prapariertes
Probenmaterial verwendet werden [65]. Lange blieb daher das Ziel, eine Fluoreszenztechnik

zu entwickeln, die eine Aufldsung des Molekularbereichs moglich machen sollte. GrofRe Fort-
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schritte wurden mit der Super-Resolution-Mikroskopie erzielt, die Uber die Abbe Auflésungs-
grenze hinausgehen, wie zum Beispiel die Rasternahfeldmikroskopie (Dieter Pohl, 1981) [66]
oder die RESOLFT-Mikroskopie (engl. Reversible saturable optical fluorescence transition),
zu der auch die STED-Mikroskopie (engl. Stimutated emission depletion) (Stefan Hell, 1994)
zahlt[67] [68] [65] [69]. Stefan Hell, Eric Betzig und William E. Moerner erhielten fur ihre Pio-
nierarbeit auf dem Gebiet der ultrahochauflésenden Fluoreszenzmikroskopie 2014 den Nobel-
preis fur Chemie [70].

Generell werden bei der Fluoreszenzmikroskopie kurzwellige Strahlen fur die Anregung von
Fluorophoren verwendet [63]. Das vom Molekil ausgesendete Licht hat dabei eine groRere
Wellenlange als das anregende Licht. Diese Wellenlangenverschiebung wird nach ihrem Ent-
decker Sir George Stokes auch als Stokes* Shift bezeichnet [63]. Diese kann sehr unterschied-
lich sein. Zum Beispiel hat Fluorescein eine Stokes-Verschiebung von nur 25 nm, wohingegen
die Differenz bei Acridin mehr als 100 nm betragt [71].

Die physikalischen Grundlagen wurden 1935 von Alexander Jablonski beschrieben und bauen
auf dem Bohrschen Atommodell [72] auf. Die Elektronen der Fluorophore springen durch das
Anregungslicht aus ihrem Grundzustand in eine energiereichere und weiter vom Zellkern ent-
fernte Kreisbahn. Wahrend der Verweildauer im angeregten Zustand kommt es zum Energie-
verlust durch Warme und Schwingung [71]. Beim Zurtckfallen in ihren Ursprungszustand emit-
tieren sie den Rest der zuvor aufgenommenen Energie als langerwelliges Licht. Dies bedeutet,
Fluorophore absorbieren Photonen einer bestimmten Energie und emittieren Photonen einer
geringeren Energie. Dieser Effekt kann genutzt werden, um einen hervorragenden Kontrast
herzustellen, denn jedes fluoreszierende MolekUl wird dabei als Lichtquelle erkannt [73]. Liegt
die Fluoreszenz dieses Molekils Uber der Nachweisgrenze, kdnnen somit auch Strukturen
nachgewiesen werden, die kleiner als die Aufldsungsgrenze des Mikroskops sind. Die Auflo-
sungsgrenze wird hier trotzdem nicht Uberwunden, da keine Aussage darUber gemacht wer-
den kann, ob das Signal von einer oder mehreren Strukturen kommt [69].

Das Fluoreszenzmikroskop enthalt also eine zusatzliche Lichtquelle fir die Anregung der
Elektronen und damit die Erzeugung der Fluoreszenz. Das Objektiv erfullt hier eine doppelte
Funktion. Einmal fungiert es als Kondensor fur die Fokussierung des Anregungslichtes und ist
bildgebend durch Aufnahme und Weiterleitung des Emissionslichtes. Der Filterblock vereint
Emissions- und Exzitationsfilter sowie einen dichromatischen Spiegel in sich. Durch den Exzi-
tationsfilter kann die Anregungswellenlange bestimmt werden und durch den Emissionsfilter
der Wellenlangenbereich, der detektiert werden soll. Der dichromatische Spiegel reflektiert das

Anregungslicht und Iasst somit nur das langwelligere Emissionslicht passieren [71].
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ABBILDUNG 7. PRINZIP UND AUFBAU DER FLUORESZENZMIKROSKOPIE.
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A) DER STROKES'™ SHIFT IST DIE WELLENLANGENVERSCHIEBUNG ZWISCHEN ANREGENDEM UND AUSGESENDETEM LICHT.

B) GENERELL WERDEN BEI DER FLUORESZENZMIKROSKOPIE KURZWELLIGE STRAHLEN (HIER BLAU DARGESTELLT) FUR DIE AN-
REGUNG VON FLUOROPHOREN VERWENDET. DADURCH GELANGT DAS ELEKTRON AUF EINE ENERGIEREICHERE BAHN UND VER-
LIERT UBER zUM BEISPIEL WARME ENERGIE. DADURCH IST DIE WELLENLANGE BEIM ZURUCKFALLEN AUF DIE AUSGANGSBAHN
LANGER, ALSO ENERGIEARMER (HIER ROT DARGESTELLT). C) AUFBAU EINES FLUORESZENZMIKROSKOPS. QUELLE: EIGENE
DARSTELLUNG ERSTELLT MIT BIORENDER.COM [12].

Obwohl sich nun die Mdglichkeit bietet einzelne Molekule darzustellen, unterliegt die Fluores-
zenzmikroskopie mehreren Beschrankungen: 1. Begrenzte Eindringtiefe aufgrund der Licht-
streuung, 2. Autofluoreszenz von endogenen Chromophoren und 3. die schon erwahnte vor-
handene Auflésungsgrenze [69]. Im Folgenden werden Lésungsansatze fur diese Probleme

besprochen, welche auch in dieser Doktorarbeit Anwendung fanden.

2.6.1 3D SIM — 3D STRUCTURED ILLUMINATION MICROSCOPY

Die engl. Structured Illlumination Microscopy arbeitet mit strukturierter Beleuchtung, wodurch
Interferenzmuster entstehen. Der sogenannte Moiré-Effekt liegt vor. Durch eine Gitterprojek-
tion in die Fokusebene, welche auf das Objekt und die Anregungswellenlange prazise abge-
stimmt ist, entsteht ein Interferenzmuster [74]. Da das verwendete Gittermuster bekannt ist,

kann das entstandene Moire-Muster durch spezielle Kamerasysteme (EMCCD, engl. Electron-
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multiplying charge-coupled device) Informationen Uber die unbekannte Probe liefern. Die Be-
rechnung der unbekannten Probe aus dem detektierten Moiré-Muster liefert eine héhere raum-

liche Auflésung als die herkdmmliche beugungsbegrenzte Lichtmikroskopie [65].

cl

b2 c2

U

ABBILDUNG 8. MOIRE-EFFEKT DURCH INTERFERENZ.

Die UBERLAGERUNGEN ZWEIER HOCHFREQUENTER RASTER A) UND B) ERGEBEN TIEFERFREQUENTE MOIRE-MUSTER (C,
PreiLE). DI UBERLAGERUNG ZWEIER GERADLINIGER RASTER (A UND B1) ERGIBT AUCH GERADLINIGE MOIRE-MUSTER (c1).
WENN EINE UBERLAGERUNGSKOMPONENTE ZUM BEISPIEL UNREGELMARIG GEWELLT IST (B2), VERANDERN SICH DIE MOIRE-
MUSTER ENTSPRECHEND (C2). IST, WIE BEI DER SIM-MIKROSKOPIE, DIE KOMPONENTE A) BEKANNT, KANN MAN AUS DEN TIE-
FEREN FREQUENZEN DES AUFGENOMMENEN BILDES (C) DIE HOHEN FREQUENZEN (FEINERE DETAILS) DER PROBE MATHEMA-
TISCH BERECHNEN. QUELLE: HOCHAUFLOSENDE MIKROSKOPIE (ROMEIS. MIKROSKOPISCHE TECHNIK, 2015) [65].

Fur die Aufnahme eines SIM-Bildes wird das Gitter in mehreren Ebenen Uber das Sichtfeld

verschoben und zusatzlich in jeder Ebene in verschiedene Orientierungen positioniert [65].
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ABBILDUNG 9. ENTSTEHUNG EINES SIM-BILDES.

A) BEUGUNGSBEGRENZTES BILD. B) FINALES, AUS ALLEN BILDERN IN C) ZUSAMMENGESETZTES SIM-BILD. C) unD D) ER-
WEITERUNG DES FREQUENZSPEKTRUMS DURCH INTERFERENZBILDER. QUELLE: SURPASSING THE LATERAL RESOLUTION LIMIT

BY A FACTOR OF TWO USING STRUCTURED ILLUMINATION MICROSCOPY (GUSTAFSSON, 2000) [74].

2.6.2 PALM - PHOTOACTIVATED LOCALIZATION MICROSCOPY

Bei der engl. Photoactivated localization microscopy (PALM) kénnen die mit Fluoreszenz mar-
kierten Molekule lichtgesteuert an- und ausgeschaltet werden, wodurch einzelne Molekule in
hoher Dichte (bis zu 10° /um?) isoliert betrachtet werden kénnen. Durch eine anschlieRende
Computerberechnung kénnen intrazellulare Proteine mit raumlicher Auflésung im Nanometer-
bereich ermittelt werden [64].

Die engl. Photoactive fluorescent proteins (PA-FPs) transformierten viele Wissenschaftsberei-
che. Diese fluoreszierenden Proteine sind in ihrem Grundzustand dunkel oder emittieren in
einem nicht sichtbaren Spektralbereich. Die Fluoreszenzeigenschaften von photoaktivierbaren
Proteinen sind durch die Bestrahlung mit Licht einer bestimmten Wellenlange, Intensitat und
Dauer kontrollierbar [75] [76]. Werden die PA-FPs flr einen relativ kurzen Zeitraum angeregt,
aktiviert dies nur einen kleinen Anteil der in der Probe enthaltenen Molekule und so kénnen
sie voneinander isoliert betrachtet werden. lhre Zentren werden bestimmt und aufgezeichnet.
Bei weiterer Beleuchtung bleichen diese aus und eine neue Gruppe von Molekulen wird akti-
viert, indem ein neuer Lichtimpuls gesendet wird [77]. Dieser Prozess der Photoaktivierung,
Messung und Bleichung wird dann flr viele Zyklen tber 104 bis >10° Bilder (je nach Expressi-
onsniveau und raumlicher Verteilung der PA-FPs) wiederholt, bis die Koordinaten jedes Mole-
kils in der Probe bestimmt sind. Die gesamte Positionsinformation aller Untergruppen wird

dann zu einem Super-Resolution-Bild zusammengesetzt [64].
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Teilmengen von photoaktivierbaren flu-
oreszierenden Proteinmolekllen wer-
den mit einem Laserimpuls bei As:=405
mm aktiviert (A und B) und dann bei
Aexc=561 mm abgebildet, bis die meis-
ten ausgeblichen sind (C). Dieser Vor-
gang wird so oft wiederholt (C und D),
bis die Population der inaktivierten, un-
gebleichten Molekile erschopft ist. Die
Summierung aller Molekulbilder ergibt
ein beugungsbegrenztes Bild (E und
F). Bestimmt man jedoch zunachst die
Position jedes Moleklls, indem man
das erwartete Molekulbild, das durch
die engl. Point spread function (PSF)
des Mikroskops gegeben ist [(G),
Mitte], an das tatsachliche Molekulbild
anpasst [(G), links], so kann das Mole-
kil [(G), rechts] als GaulRkurve darge-
stellt werden. Wenn man die Molekile
in allen Einzelbildern (A" bis D") abbil-
det und die Ergebnisse addiert, erhalt

man ein Super-Resolution-Bild (E und

1200 nm

F*). Dabei ist die Helligkeit proportional

ABBILDUNG 10. PRINZIP VON PALM. zur Wahrscheinlichkeit, dass ein PA-
QUELLE: ABBILDUNG UND ABBILDUNGSBESCHRIFTUNG ANGELEHNT AN FP-MO'GkUl an einer bestimmten Stelle
IMAGING INTRACELLULAR FLUORESCENT PROTEINS AT NANOMETER RE-

efunden werden kann [64].
SOLUTION (HARMERS ET AL., 2006) [84]. 9 [64]
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lil. MATERIAL UND METHODEN

Alle Materialien, welche fir die Experimente mit den Zellkulturen verwendet wurden, sind in

Tabelle 3 zusammengefasst.

TABELLE 3. LISTE DER ZELLLINIEN, CHEMIKALIEN, MATERIALIEN UND GERATE, WELCHE FUR DIE EXPERIMENTE MIT DEN ZELL-

KULTUREN VERWENDET WURDEN.

Produkt Hersteller Katalog-/ Bestellnummer

ZELLLINIEN

Cellartis humane iPSC Line Takara Bio Inc., Kusatasu, Y00325
22 (ChiPSC22) Kit Japan
H9 humane ESC-Derivate Arbeitsgruppe Alexandre

Cola, Kalifornien, USA

W4 aMHC ESC
CHEMIKALIEN
FCS Sigma-Aldrich, St. Louis, S0615-500ML
MO, USA
Zellshield Minerva Biolabs GmbH, Ber- 13-0150

lin, Deutschland
DMEM mit Glukose (4,5 g/l) Biochrom GmbH, Berlin, FG0435

und stabilem L-Glutamin Deutschland

Nicht essentielle Ami- Biochrom GmbH, Berlin, K0293

nosauren (100x) Deutschland

LIF (107 U/ml) Sigma-Aldrich, St. Louis, ESG1107
MO, USA

B-Mercaptoethanol (50mM)  Thermo Fisher Scientific, 31350-010

Schwerte, Germany

Isocove Basal Medium Biochrom GmbH, Berlin, F0465
Germany

1-Thioglycerol Sigma-Aldrich, St. Louis, M6145-25ML
MO, USA

Ascorbinsaure (221 mM) Sigma-Aldrich, St. Louis, A8960
MO, USA
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Triton X-100

BSA

Paraformaldehyde

1.AK (Anti-Sarkomer a-Ak-
tinin)

2.AK  (Ziege
AlexaFlour647)

10% Glucose

Anti-Maus

Natriumchlorid

Tris-HCL

Katalase

Pyranoseoxidase

Cysteamin

Cyclooctatetraen

Puromycin

Mounting Medium Fluoro-
shield mit DAPI
Matrigel

Destilliertes Wasser (Nukle-

asefrei)

Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA

Abcam, ab9465, USA
Thermo Fisher Scientific,
Schwerte, Deutschland

ICN Biomedicals, Eschwege,
Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,

Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA

Gentaur Molecular Products
BVBA

InvivoGen, Kampenhout,
Belgien
Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA

Discovery Labware, Inc Bed-
ford, USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe,

Deutschland

035K0166

A7906-100G

035K1609

GR3246106-5

A-21237

194024

3957.1

T6066-100G

C40-1G

P4234-250UN

30070-10g

138924-1G

ant-pr

F6057

356231

T143.3
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Rho-associated kinase

(ROCK) inhibitor

Akkutase

Gelatine

Hygromycin

PBS ohne Ca2+/Mg2+

Trypanblau Farbstoff, 0,4%

RPMI 1640,Glutamax

Cardiac supplement

B27 Supplement ohne Insu-

lin

STEMdiff

Dissociation Kit

Cardiomyocyte

Serologische Pipette, 2 mi

Serologische Pipette, 5 ml

Serologische Pipette, 10 ml

Miltenyi Biotec B.V. & Co.
KG, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Gentaur Molecular Products
BVBA
InvivoGen, Kampenhout,
Belgien

PAN - Biotech GmbH, Aiden-
bach, Deutschland

Life Technologies, Waltham,
MA, USA
Thermo Fisher Scientific,
Schwerte, Deutschland

Zur Verfugung gestellt durch
die Arbeitsgruppe Alexandre
Cola, Kalifornien, USA
Thermo Fisher Scientific,
Schwerte, Deutschland
STEMCELL

Inc., Vancouver, Canada

Technologies

MATERIALIEN

TPP Techno Plastic Pro-

ducts AG, Trasadingen,
Schweiz
TPP Techno Plastic Pro-
ducts AG, Trasadingen,
Schweiz
TPP Techno Plastic Pro-
ducts AG, Trasadingen,
Schweiz

130-103-922

SCRO005

G9391-100G

ant-hg

P04-36500

15250-061

61870-010

A1895601

05025

94002

94005

94010
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Serologische Pipette, 25 ml

Zellkulturflasche, 25 cm?

Zellkulturflasche, 75 cm?

Zentrifugiertube, 15 ml

Zentrifugiertube, 50 ml

6-Loch-Zellkulturplatte

12-Loch-Zellkulturplatte

24-Loch-Zellkulturplatte

48-Loch-Zellkulturplatte

Glasobjekttrager mit 8 Kam-
merunterteilung

Parafilm M Verschlussfolie

Sphericalplate 5D

Mikrostrukturierte Objekttra-

Co-

verslips for immunofluores-

ger (Micropatterned

cence observation), 24 mm,

Linien

TPP Techno Plastic Pro-

ducts AG, Trasadingen,
Schweiz

Greiner Bio-One GmbH, Fri-
ckenhausen, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH, Fri-

ckenhausen, Deutschland

TPP Techno Plastic Pro-
ducts AG, Trasadingen,
Schweiz
TPP Techno Plastic Pro-
ducts AG, Trasadingen,
Schweiz
TPP Techno Plastic Pro-
ducts AG, Trasadingen,
Schweiz
TPP Techno Plastic Pro-
ducts AG, Trasadingen,
Schweiz
TPP Techno Plastic Pro-
ducts AG, Trasadingen,
Schweiz
TPP Techno Plastic Pro-
ducts AG, Trasadingen,
Schweiz

Ibidi, Martinsried, Deutsch-
land
Hecht-Assistent, Sondheim
vor der Rhon, Deutschland
Kugelmeiers Ltd., Erlenbach,
Schweiz

4Dcell, Montreuil, Frankreich

94025

690170

658175

91015

91050

92006

92012

92024

92048

80827

120221

Custom-made
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GERATE

Mikroskop Zeiss LSM 780 - Carl Zeiss AG, Oberkochen, 1006010

ELYRAPS.1 + Ol Germany

Bildanalyseprogramm https://imagej.nih.gov/ij/

ImageJ

Automated cell counter TC20 Bio-Rad Laboratories, Inc., 508BR03130
Munich, Germany

Dual chamber fur automati- Bio-Rad Laboratories, Inc., 145-0011

schen Zellzahler Munich, Germany

Multifuge 1S-R, Heraeus Thermo Electron Corpora- 75004331
tion, Osterode, Germany

Waver W-150 VWR International, Radnor, 444-7011
USA

QUELLE: EIGENE DARSTELLUNG.

31 ZELLKULTUREN

Alle Schritte dieses Protokolls erfolgten nach den Richtlinien der Ethikkommission des

Rostocker Universitatsklinikums.

Ebenfalls erfolgte die Durchfihrung der Zellexperimente unter streng sterilen Bedingungen.

3.1.1 W4 ALPHA MHC — MURINE EMBRYONALE STAMMZELLEN

3.1.1.1 ZELLLINIE

Die W4 aMHC Zelllinie wurde aus murinen embryonalen Stammzellen generiert und genetisch
so verandert, dass wahrend der Differenzierung nach Zugabe des Antibiotikums Puromycin
eine Selektion der gewlnschten KM stattfindet. Daflir weisen diese Zellen eine Puromycin-
Resistenz unter der Kontrolle des herzspezifischen aMHC Promotors auf. Unter einem Pro-
motor versteht man eine DNA-Sequenz, die vor dem Gen, sprich stromaufwarts des Startco-
dons, liegt und die Transkription reguliert. Er ist die Bindestelle fir die RNA-Polymerase beim
Transkriptionsstart [78]. Kommt es also zur herzspezifischen Zellausreifung durch den aMHC-

Promotor, wird zuséatzlich die Puromycin-Resistenz transkribiert. Somit kbnnen innerhalb von
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12-24 Stunden bis zu 99% der undifferenzierten Zellen sowie Zellen anderer Gewebetypen
abgetdtet werden.
Die Zellen wurden kryokonserviert und bei einer konstanten Temperatur von —196 °C in flUs-

sigem Stickstoff gelagert.
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ABBILDUNG 11. ZEITSTRAHL DER MESC KM (W4 ALPHA MHC).

FUR DEN DIFFERENZIERUNGSSTART, DIE SELEKTION UND DIE DISSOZIATION GAB ES KEINEN FESTGELEGTEN ZEITPUNKT. NACH
EINER LICHTMIKROSKOPISCHEN KONTROLLE WURDE SICH CHARGENINDIVIDUELL FUR ODER GEGEN DEN NACHSTEN SCHRITT
ENTSCHIEDEN (JE NACH KONFLUENZ, KONTRAKTIONSAKTIVTAT, ABLOSEN DES ZELLRASENS VON DER PETRISCHALE ETC.).

QUELLE: EIGENE DARSTELLUNG.
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3.1.1.2 KULTIVIERUNG

TABELLE 4. CHEMIEKALIENLISTE FUR DAS W4 ALPHA MHC KULTURMEDIUM (500 ML).

Chemikalien Konzentration Verwendetes Volumen
DMEM mit Glukose (4,5g/l) 415 ml

und stabilem L-Glutamin

FCS (fotales Rinderserum) 15 % 75 ml

Zellshield 1% 5ml

Nicht essentielle Aminosau- 100 yM 5ml

ren (100x)

LIF  (Leukemia inhibitory 1000 U/ml 50 pl

facor) (107 U/ml)

B-Mercaptoethanol (50mM) 100 uyM 1Tml

QUELLE: EIGENE DARSTELLUNG.

Zum Auftauen der Zellsuspension wurde das Kryoréhrchen im Wasserbad bei 37°C ge-
schwenkt. Der Kern sollte dabei noch gefroren bleiben. Die Suspension wurde in 5§ ml Kultur-
medium geldst und 5 Minuten bei 300 g zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde durch
vorsichtiges Auf- und Abpipettieren in 1 ml Kulturmedium resuspendiert. Um die Anzahl der
vitalen Zellen in der Suspension zu bestimmen, wurde die Trypanblau-Farbungsmethode an-
gewandt [79]. Trypanblau durchdringt die perforierte Membran von abgestorbenen Zellen und
farbt diese somit blau an. Von lebenden Zellen hingegen wird der Farbstoff nicht aufgenom-
men. Dadurch ist eine Unterscheidung zwischen vitalen und toten Zellen moglich. Hierzu wird
die Stammzellsuspension in einem 0,5 ml Mikroreaktionsréohrchen im Verhaltnis 1:1 und einem
Zielvolumen von 20 pl mit Trypanblau verdinnt. Die Losung wurde nun durch den Automated
Cell Counter (Bio-Rad) auf vitale Zellen Gberprift.

Fir die Primarkultur wurden die Stammzellen mit einer Dichte von 15.000 Zellen/cm? bezie-
hungsweise 20.000 Zellen/cm?, angepasst an den gewilinschten Zeitpunkt der Ernte, direkt auf
25 ml Zellkulturflaschen Uberimpft. Hinzugeflgt wurden 2,5 yl Hygromycin/ml Kulturmedium.
Das Beimengen von Hygromycin zum Kulturmedium wurde ab diesem Zeitpunkt beibehalten.
Sobald die Zellen Subkonfluenz (ca. 80% Konfluenz) erreichten, wurden sie in die nachstho-
here Passage Uberfihrt. Bei diesem Schritt wurde meist eine weitere Differenzierung gestartet.
Die Ablesung der Platten erfolgte folglich nach 3 bis 8 Tagen Bebriitung bei 37°C und 5% CO.
(siehe Abbildung 11). Je nach Zelliberstand wurde taglich oder jeden zweiten Tag ein Medi-
umwechsel beziehungsweise ein halber Mediumwechsel durchgefihrt. Generell erfolgte am
ersten Tag nach dem Ausséen stets ein Mediumwechsel, bei dem immer mit PBS gespilt

wurde.
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3.1.1.3 DIFFERENZIERUNG

DIFFERENZIERUNG — START

TABELLE 5. CHEMIEKALIENLISTE FUR DAS W4 ALPHA MHC DIFFERENZIERUNGSMEDIUM (500 ML).
Chemikalien Konzentration

Isocove Basal Medium

FCS 10 %
Zellshield 1%
Nicht essentielle Aminosau- = 100 uM
ren (100x)

Thioglycerol 450 uM
(80 pl'in 1920 ul Medium,

sterile Filtration)

Ascorbinsaure 734 uM

QUELLE: EIGENE DARSTELLUNG.

Ein wichtiger initialer Schritt bei der direkten Differenzierung von Stammzellen ist die Herstel-
lung von Embryoid Bodies (EB). Dies sind Zellaggregate, welche gebildet werden, wenn
Stammzellen ohne Oberflachenkontakt kultiviert werden. Diese zeigen einen gewissen Grad
an Selbstorganisation, was Aspekte der frihen embryonalen Entwicklung nachahmt [80]. Die
Generierung der EB erfolgte lange Zeit bevorzugt mit der Methodik des "hangenden Tropfens"
[81]. Hier werden sogenannte Sphericalplates 5D von der Firma Kugelmeier (siehe Abbildung
12) verwendet. Diese reproduzieren durch die exakt ermittelte Grof3e und Form der Microwells

eine physiologische Umgebung und verhindern durch eine spezielle Nanobeschichtung das

Anheften von Zellen an der Oberflache.

Verwendetes Volumen
438 ml

50 ml

5ml

5ml

500 ul

1,66 ml
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ABBILDUNG 12. KUGELMEIER SPHERICALPLATES 5D.

DIE SPHERICALPLATES REPRODUZIEREN DURCH DIE GRORE UND FORM IHRER MICROWELLS EINE PHYSIOLOGISCHE UMGEBUNG
UND VERHINDERN DURCH EINE NANOBESCHICHTUNG DAS ANHEFTEN VON ZELLEN. QUELLE: KUGELMEIER SPHERICALPLATES
5D (KUGELMEIERS) [82].

Die bendtigte Anzahl der Wells in der Kugelmeier-Platte wurden mit PBS benetzt und fiir eine
Stunde bei 37°C inkubiert. Dies begulinstigt, dass beim Beimpfen der Platte keine Luftblasen
das Verteilen der Stammzellen in den Vertiefungen verhindert.

Das Kulturmedium in den Zellkulturflaschen wurde abgenommen. Nun wurde der Zellrasen
zum enzymatischen Abldsen mit Akkutase bedeckt und fur 3 Minuten bei 37°C inkubiert. Die
Akkutase-Reaktion wurde durch das Hinzufiigen der doppelten Menge an Kulturmedium ge-
stoppt. Die Zellsuspension einer Kulturflasche wurde in ein 15 ml Flacon Uberflihrt und fir 5
Minuten bei 300 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 5 ml Diffe-
renzierungsmedium aufgenommen. AnschlieBend wurde die vitale Zellzahl mittels dem Auto-
mated Cell Counter (Bio-Rad) bestimmt und die bendtigte Zellsuspension hergestellt.

Ein Well der Sphericalplates 5D besitzt 750 Vertiefungen, in der sich jeweils ein EB bilden
sollte. Pro Vertiefung, sprich pro EB, wurden 400 Zellen ausgesat. Hierzu wurde eine Lésung
mit Differenzierungsmedium angefertigt, welche 300.000 Zellen pro Well (750x400) garan-
tierte, wenn man dieses mit 2 ml Lésung befullte (150.000 Zellen/ml).

DIFFERENZIERUNG — KONTRAKTION

Die Sphericalplate 5D wurde zwei Tage bei 37°C bebrutet. Wahrend des ersten Differenzie-
rungstages wurde eine 10 cm? Petrischale mit 7 ml einer 0,2 % Gelatine beschichtet und Gber

Nacht bei 37°C inkubiert. An Tag zwei wurden die EB auf die gelatierte Platte Ubertragen.
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Hierzu wurde die Kugelmeier-Platte angeschragt und das vorhandene Medium mit einer 10ml-
Pipette vorsichtig Uber die Vertiefungen gespult, um die EB aus diesen zu lI6sen. Die Suspen-
sion wurde in einen 15 ml Flacon Uberfuhrt. Das geleerte Well wurde mehrmals mit PBS nach-
gespllt (ebenfalls in den Flacon) und lichtmikroskopisch auf ein eventuelles Verbleiben von
EB gepruft, um diese noch in den Flacon zu Ubertragen. Nach zehn Minuten Standzeit haben
sich die EB am Flaconboden abgesetzt. Die Zellen wurden nach Abzug des Uberstandes mit
PBS gewaschen und nochmals zum Absetzen der EB stehen gelassen. Der PBS-Uberstand
wurde abgenommen und die Zellen in 10 ml Differenzierungsmedium resuspendiert.

Die Gelatine-Lésung der Petrischale wurde dekantiert. Zu Beginn, bei den Passagen P1 und
P2, wurden die 10 ml Zellsuspension noch auf zwei gelatierte Petrischalen aufgeteilt. Ab Pas-
sage P3 wurden die EB eines Kugelmeier-Wells jedoch auf nur noch eine gelatierte Petrischale
Ubertragen. Dies gewahrleistete einen dichteren Zellrasen sowie eine starker ausgepragte
Kontraktionsaktivitat.

Wahrend der weiteren Kultivierung bei 37°C und 5% CO: erfolgte ein Differenzierungsmedi-
umwechsel, nach Bedarf inklusive Waschung mit PBS, alle zwei bis drei Tage. Nach ca. sieben
Tagen begannen die Zellen vereinzelt zu schlagen. Die Aktivitat wurde taglich unter dem Licht-
mikroskop geprift und es konnte beobachtet werden, wie sich ein Zellrasen ausbildete. Nach
zehn- (bei zwei Passagen), elf- (bei vier Passagen), 13-, 15- beziehungsweise 23-tagiger (je-
weils bei einer Passage) Kultur kontrahierten die EB fast vollstandig (siehe Abbildung 11).
Lichtmikroskopisch waren mehrere Kontraktionszentren pro Petrischale zu erkennen. Die Are-

ale schlugen ungerichtet.

SELEKTION

Nachdem der Zellrasen einer Petrischale fast komplett schlug, wurde dem Differenzierungs-
medium 2 yl Puromycin/ml Medium hinzugefligt. Dies diente der Antibiotika basierten Selek-
tion. Ab diesem Zeitpunkt war nur noch ein halber Mediumwechsel (immer mit Puromycinzu-
satz) moglich, da sich die Zellen durch die Kontraktion und den induzierten Zelltod von der
Petrischale ablésten. Der Zellauswuchs, der die schlagenden Cluster umgab, wurde zuneh-
mend kleiner und die Schlagintensitat selbst hatte sich intensiviert. Zu beachten war, dass die

Zellen erst drei bis vier Stunden nach Mediumwechsel wieder zu schlagen begannen.

DISSOZIATION

Die Vereinzelung der Zellen erfolgte zwei bis vier Tage nach der initialen Puromycin-Gabe
nach dem Protokoll des STEMdiff Cardiomyocyte Dissociation Kit. Einzelne Anderungen wur-

den vorgenommen. Diese werden im Folgenden beschrieben:
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1. Im zweiten Schritt Zusatz von 1,5 ml Cardiomyocyte Dissociation Medium (Original
Tml/Well)

2. Anschliel®ende Inkubation bei 37°C und 5% CO; fur 14 Minuten (Original 10-12 Minu-
ten)
Hinzufligen von 3 ml Cardiomyocyte Support Medium (Original 2 ml)

4. Anwendung eines 40um-Filters, der vorher mit PBS benetzt wurde (Original mit 10ml-
Pipette auf- und abpipettieren)
5 Minuten bei 200 g fur 5 Minuten zentrifugieren (Original 300 g)
Bei Schritt 7 das Pellet in 1-2 ml Differenzierungsmedium aufnehmen (Original in Car-

diomyocyte Support Medium)

Dem Medium wurden zuséatzlich 0,5 ul ROCK Inhibitor/ml hinzugefiigt, welcher das Uberleben
der dissoziierten Zellen verbesserte [83].

Die vereinzelten Zellen wurden bis zu ihrer Fixierung weitere 14 bis 20 Tage kultiviert, um 30
bis 32 Tage nach Differenzierungs-Start fixiert zu werden. Die unterschiedliche Kultivierungs-
dauer ergab sich aus den verschiedenen Zeitpunkten der einsetzenden Kontraktion der Zellen

sowie deren Aktivitat. Ein Mediumwechsel, stets mit 2 ug Puromycib/ml, erfolgte nach Bedarf.

3.1.1.4 FIXIERUNG

30 bis 32 Tage nach Differenzierungs-Start wurden die Zellen, wie im spateren Protokollverlauf
dokumentiert, fixiert. Wegweisend fur die Terminierung war die vorhandene Kontraktion der

Einzelzellen.

3.1.2 H9 - HUMANE VORDIFFERENZIERTE EMBRYONALE STAMMZELLDERIVATE

3.1.2.1 ZELLLINIE

Die humane Zelllinie H9 wurde unserer Forschungsgruppe von der Arbeitsgruppe unter Ale-
xandre Cola aus Kalifornien geschenkt. Diese wurden stammzellgesetzeskonform im Ausland

erzeugt.
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> Tag 0 > Tag 5 > Tag 7 > Tag 9 >

ABBILDUNG 13. ZEITSTRAHL DER H9 KM.

QUELLE: EIGENE DARSTELLUNG.

3.1.2.2 KULTIVIERUNG

KULTUR — START

TABELLE 6. CHEMIEKALIENLISTE FUR DAS H9 KULTURMEDIUM (50,5 ML).

Chemikalien Konzentration Verwendetes Volumen
RPMI 1640 + Glutamine 49 ml
Zellshield 1% 0,5 ml
Cardiac Supplement 0,5 ml
B27 minus Insulin 0,5ml

QUELLE: EIGENE DARSTELLUNG.

Die Zellen wurden im Wasserbad aufgetaut, in 3 ml vorgewarmtem Kulturmedium geldst und
anschlielend bei 200 g fiir 3 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgezogen und das
Zellpellet mit Kulturmedium auf ein Endvolumen von 2 ml und einmaligem Zusatz von 0,5 ul/ml
ROCK Inhibitor resuspendiert. Die Zahlung der vitalen Zellen erfolgte mittels Trypanblaufar-
bung im Verhaltnis 1:1 mit dem automatischen Zellzahler. Die Kammern einer 12-Well-Platte
wurden vorher mit Matrigel (Verhaltnis 1:50) beschichtet und ein bis zwei Stunden bei 37°C
inkubiert. Danach wurden die Objekttrager mit 300.000 beziehungsweise 500.000 Zellen/Well
beimpft. Nach Bedarf wurde ein Mediumwechsel mit eventueller Waschung mit PBS durchge-
fahrt.

DISSOZIATION

An Tag sieben, zwei Tage nachdem der Zellrasen begann komplett zu kontrahieren, wurden
die Zellen mit dem STEMdiff Cardiomyocyte Dissociation Kit vereinzelt. Auch hier wurden die
schon genannten Anderungen des Protokolls (siehe Seite 28) angewandt. Im siebten Schritt
wurde das Pellet in 1-2 ml Kulturmedium mit Zusatz von 0,5 yl ROCK Inhibitor/ml aufgenom-
men (Original in Cardiomyocyte Support Medium). Die dissoziierten Zellen wurden auf ibidi-
Glasobjekttrager und 48-Well-Deckglaschen, welche zuvor mit Matrigel beschichtet wurden,
in unterschiedlicher Dichte (50.000, 75.000, 100.000/Well) ausgesat.
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3.1.2.3 FIXIERUNG

Zwei Tage nach der Vereinzelung wurden die Zellen, wie im spateren Protokollverlauf doku-
mentiert, fixiert. Langer sollte damit nicht gewartet werden, da sich sonst die Zellen vom Ob-
jekttrager I6sen und es wahrend der Fixierung zur Bildung von Zelllagen und somit zu Artefak-

ten kommt.

3.1.3 HIPSCs — HUMANE INDUZIERTE PLURIPOTENTE STAMMZELLEN

3.1.3.1 ZELLLINIE

Die ausdifferenzierten, fixierten Zellen wurden mir von Dr. rer. nat. Heiko Lemcke zur Verfu-

gung gestellt.

3.1.3.2 KULTIVIERUNG UND DIFFERENZIERUNG

Die hiPSC-Linie ChiPSC22 stammt von Takara Bio Europe AB (Goéteborg, Schweden). Flr die
Reprogrammierung dieser Zellinie zu PSCs wird ein retroviraler Vektor verwendet. Die PSCs
wurden in iPS Brew (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) kultiviert, welches mit
Zellshield erganzt wurde. Das allgemeine Verfahren der kardialen Differenzierung wurde aus
dem zuvor veroffentlichten Protokoll Gbernommen. Alle weitere Informationen zur Durchfih-
rung der Differenzierung speziell in diesem Versuch sind im Manuskript nachzuschlagen [84].
Die hiPSCs wurden nach 25 bzw. 40 Tagen Differenzierung mit dem Dissociation Kit verein-

zelt.

3.1.3.3 FIXIERUNG

AnschlielRend wurden sie nochmals drei bis funf Tage in einem 8-Well-ibidi beziehungsweise
einem 4Dcell-Objekttrager mit spezialisierter Oberflachentopografie mit linearen Vertiefungen
von 20 um Breite kultiviert, bevor sie, wie im spateren Protokollverlauf dokumentiert, fixiert

wurden.

3.1.4 KARDIOMYOZYTEN NEONATALER UND ADULTER MAUSE

Die Daten der adulten und neonatalen murinen KM, welche hier als Kontrollzellen dienen, wur-

den mir von Dr. rer. nat. Heiko Lemcke zur Verfigung gestellt.
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Alle Forschungsschritte, welche neonatale und adulte Mause beinhalten, wurden gemaf den

ethischen Richtlinien fur die Tierhaltung der Universitatsmedizin Rostock durchgefihrt.

Die Isolierung und Kultivierung adulter Mause KM wurde, wie an anderer Stelle beschrieben
durchgefuhrt [85]. Nach Injektion von Kollagenase 2/4-Ldsung (Sigma Aldrich) in die linke
Herzkammer wurde das Herzgewebe in kleine Stlicke geschnitten und einzelne Zellen wurden
mit einer 1-ml-Pipette gewonnen. Isolierte KM wurden auf kollagenbeschichteten Oberflachen
ausgesat und einer Fluoreszenzmarkierung unterzogen.

Die Isolierung der neonatalen KM wurde wie zuvor beschrieben durchgeflhrt [86].

Die isolierten Zellen wurden auf einen mit Gelatine beschichtete 8-Well-Ibidi oder Glasdeck-

glaser ausgesat und in DMEM Kkultiviert, das mit 10 % FBS und 1 % Zellshield erganzt wurde.

3.2 FIXIERUNG UND FARBUNG

Die Fixierung und Farbung aller untersuchten Zelllinien wurden auf die gleiche Art und Weise
durchgeflhrt.

FIXIERUNG

TABELLE 7. CHEMIKALIEN FUR DIE FIXIERUNG UND FARBUNG DER ZELLEN.

Chemikalien Konzentration

PBS (Phosphate buffered saline) ohne

Ca2+/Mg2+

Triton X-100 0,2% (bendtigte Konzentration immer neu

mit PBS ansetzen)

BSA (Bovine Serum Albumin) 0,2 % (bendtigte Konzentration immer neu
mit PBS ansetzen)
10% (bendtigte Konzentration immer neu mit

PBS ansetzen)

Paraformaldehyde 4%
1.AK (Anti-Sarkomer a-Aktinin) 1:200 ibidi-Chamberslides und Deckglaser
2.AK (Ziege Anti-Maus AlexaFlour647) 1:100 ibidi-Chamberslides

1:300 Deckglaser
Mounting Medium Fluoroshield mit DAPI

QUELLE: EIGENE DARSTELLUNG.
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Um ein optimales Ergebnis mit dieser Methode zu erzielen empfiehlt es sich, einen Tag vor
Fixierung einen Mediumwechsel durchzufuhren. Zur Fixation wurde auf 37°C erwarmtes Pa-
raformaldehyd (4%) im Verhaltnis 1:1 zum schon vorhandenen Medium vorsichtig am Rand in
das Well pipettiert. Die finale PFA Konzentration entsprach somit 2%. Die Zellen wurden nun
bei 37°C und 5% CO- fur 20 Minuten inkubiert. AnschlieRend wurde die Losung abgenommen
und durch zwei Waschschritte mit PBS (jeweils 5 Minuten auf dem Tischruttler) sollten die nicht

fixierten Zellen mdglichst vollstandig eliminiert werden.

FARBUNG

Nach der Fixierung folgte eine Inkubation mit 0,2% Triton-X 100 fur 5 Minuten bei Raumtem-
peratur (RT) zur Permeabilisation der Zellmembran. Danach wurden die Zellen zwei Mal mit
PBS gewaschen (jeweils 5 Minuten auf dem Tischrittler). Darauf folgend mit 1% BSA fir eine
Stunde auf dem Tischruttler bei RT inkubiert.

Der erste Antikorper (Anti-Sarkomer a-Aktinin) wurde im Verhaltnis 1:200 mit 1% BSA ge-
mischt. Fir ein Deckglaschen der 48-Loch-Zellkulturplatte wurden 25 ul und fir eine der acht
Kammern des Glasobjekttragers jeweils 150-200 pl primare Antikorperldsung verwendet. Die
Lésung wurde direkt in die ibidi-Chamberslides pipettiert. Fir die Deckglaschen wurde eine
Pipettenspitzenhalterungsbox mit Parafilm so prapariert, dass 25 ul der Antikérper-Lésung da-
rauf pipettiert wurden und das Deckglas mit der beschichteten Seite auf den Tropfen gelegt
wurde. Der Deckel wurde zur Abdunkelung mit Alufolie verkleidet. Nun folgte eine Inkubation
bei RT fur eine Stunde, nach der die Zellen zwei Mal mit 0,2% BSA gewaschen wurden (jeweils
5 Minuten auf dem Tischruttler). Fur die Waschung wurden die Deckglaschen wieder in die
48-Loch-Zellkulturplatte tberflihrt.

Nun wurde die gleiche Menge Antikdrperldsung mit dem sekundaren Ziege-Anti-Maus Alexa
647 Antikorper im Verhaltnis 1:300 fur die Deckglaschen und 1:100 fur die ibidi-Slides mit 1%
BSA hergestellt. Die Farbung mit dem sekundaren Antikorper erfolgte nach dem gleichen
Schema wie die Farbung mit dem primaren Antikérper. Nach der Inkubationszeit und den
Waschschritten wurden die Zellen zusatzlich noch zwei Mal mit PBS gewaschen (jeweils 5
Minuten auf dem Tischruttler). Die fixierten Zellen in den ibidi-Glaskammerobjekttragern wur-
den mit PBS bedeckt und die Deckglaser mit Fluorshield mit DAPI auf Glasobjekttragern be-
festigt. Die Aufbewahrung bis zur Mikroskopie erfolgte bei Dunkelheit und 4°C.
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3.3 MIKROSKOPIE

3.3.1

PALM — PHOTOACTIVATED LOCALIZATION MICROSCOPY

PALM IMAGING BUFFER

TABELLE 8. CHEMIEKALIENLISTE BASIC BUFFER (CA. 50 ML).

Chemikalie

RNAse freies destilliertes
Wasser

Tris-HCI

Glukose

Natriumchlorid

HCI

QUELLE: EIGENE DARSTELLUNG.

Konzentration

50 mM
10 %
10 mM
10M

TABELLE 9. CHEMIEKALIENLISTE PALM IMAGING BUFFER (500 ML).

Chemikalie
Basic Buffer (siehe Tabelle
8)

Pyranoseoxidase

Katalase

Cysteamin (MEA)
Cyclooctratetraen
B-Mercaptoethanol
Glukose

QUELLE: EIGENE DARSTELLUNG.

Konzentration

0,6 mg Pyranoseoxidase in
316,5 ul Basic Buffer ent-
spricht ca. 7,5 U bei 250 U/
20 mg Stockkonzentration

7 mg Katalase in 500 pyl Ba-
sic Buffer entspricht ca 140
U/ ul 10.000 U/mg Stockkon-
zentration

100 mM

2 mM

100 mM

50 %

Verwendete Menge
50 mi

0,303 g
o9
500 pl

~ pH 8 einstellen

Verwendete Menge
500 pl

0,6 mg

7 mg

50 ul
5 pl
3,5 pl
100 pl

Far verwertbare Ergebnisse muss der PALM Imaging Buffer vor jedem Experiment frisch her-

gestellt werden [87].
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Fir den Basic Buffer wurden 40 ml destilliertes Wasser in einen Glasbehalter geflillt. Die in
Tabelle 8 angegeben Mengen von Tris-HCI, 10%iger Glucose und NaCl wurden hinzugeflgt
und durch den Einsatz eines Magnetfisches gelost. Mit Hilfe von HCI wurde der pH-Wert der
Lésung auf ca. 8 gesenkt. Die Salzsdure wurde langsam in die Lésung getropft. Der ge-
wulnschte pH-Wert wurde bei etwa 200 ul hinzugegebenem HCI erreicht. Die Lésung wurde

nun in ein Zentrifugierréhrchen dberfuhrt und mit destilliertem Wasser auf 50 ml aufgefuillt.

Zur Herstellung der benétigten Pyranoseoxidase-Lésung wurden 0,6 mg Pyranoseoxidase in
316,5 pl Basic Buffer geldst. Ebenso wurden 7 mg Katalase in 500 pl Basic Buffer gegeben
und gevortext. Die Katalase-Losung kann bei 4°C fur mehrere Tage gelagert werden. 25 pl
dieser Katalase-L6sung wurden dann der Pyranoseoxidase-LAsung beigemengt. Eben diesem
Mikroreaktionsréhrchen wurden anschliefiend 50 ul Cysteamin, 5 uyl Cyclooctratetraen, 3,5 ul
B-Mercaptoethanol und zuletzt unverziglich vor der Bildgebung 100 ul Glukose, da diese die
Enzymaktivitat startet, beigefligt. Die finale katalytische Aktivitat der Pyranoseoxidase und der

Katalase mussen 7,5 U beziehungsweise 35 U sein.

Der PALM Imaging Buffer garantiert optimale Bedingungen fiir 3-5 Stunden. Sobald die Blink-

kapazitat der fluoreszierenden Farbung nachlasst, sollte neuer Buffer verwendet werden.

PALM — EINSTELLUNGEN

Das Mikroskop wurde mindestens 3 Stunden vor Benutzung eingeschaltet. Der Inkubator
wurde auf 30°C temperiert und es wurde gewahrleistet, dass die zu mikroskopierende Probe
bereits Raumtemperatur besal}.
Das Objektiv (100x) und die Unterseite des ibidi-8-Kammer-Glasobjekttragers wurden mit Al-
kohol gereinigt. Das PBS wurde aus der gewlnschten Kammer abgezogen und diese mit 300
ul PALM Imaging Buffer aufgefullt. Der Slide wurde nach Auftragung des Immersionsdéls in die
Piezo-Vorrichtung des Mikroskops eingesetzt.
AnschlieRend wurden die PALM Image Parameter eingestellt:
e 1,57 N.A. 100x OI-Objektiv
e PALM Modus
e Aktivierung der TIRF Einstellungen
e gewilnschte Anzahl der Bilder zwischen 5.000 und 10.000
I Achtung: Die Anzahl der bendtigten Bilder hangt von der Farbungseffizienz sowie der
Blinkkapazitat der Fluoreszenz ab. Dies macht benutzerabhangiges Justieren uner-

lasslich.
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e Filter: 655
e Format: 512x512

PALM — DURCHFUHRUNG

Die UV-Laser Power wurde auf 0,1 % und die des 647er Lasers auf 0,2 % reduziert. Das Gain
Level wurde farbungsspezifisch zwischen 20 und maximal 100 angesetzt. Dieses kann erhéht
werden, falls die Signal Intensitat nicht ausreicht.

Um einen geeigneten Bildausschnitt zu finden, wurde die Laserbeleuchtung verwendet (Con-
tinious-Button). In diesem Schritt wurde ebenfalls der Focus (Manually-Button, Stop-Button)
sowie die Stage (Stop-Button) eingestellt.

Nach Beenden der Zellsuche wurde das Gain Level auf O reduziert und die Power des Lasers
(647) auf 100% erhoht. Durch die Betatigung des Continious-Button wurde der Bildausschnitt
fur ca. 3 Sekunden gebleicht (Stop-Button).

Zum Aufnehmen des Bildausschnittes wurde das Gain-Level auf 30 erhdéht und der Start Ex-
periment-Button betatigt. Das Gain-Level wurde wahrend der Aufnahme fortlaufend ange-
passt, um eine ausreichende Signalintensivitat zu erhalten. Reduzierte sich diese, musste das
Gain Level erhdht werden. Ubersattigte Pixel wurden jedoch ebenfalls vermieden.

Optional wurde nach Erreichen des maximalen Gain-Levels von 250 kontinuierlich die UV La-
ser Power erhoht, um die Signalintensitat zu verbessern. Dabei wurden 10% nicht Gberschrit-

ten.

3.3.2 3D SIM - 3D STRUCTURED ILLUMINATION MICROSCOPY

3D SIM — EINSTELLUNGEN

Das Mikroskop wurde mindestens 30 Minuten vor Benutzung eingeschaltet.
Das Objektiv (40x) und die Oberseite des Objekttragers wurden mit Alkohol gereinigt. Der Slide
wurde nach Auftragung des Immersionsdls in die Piezo-Vorrichtung des Mikroskops einge-
setzt.
Nun wurde die Mikroskopieebene lokalisiert (Locate). Dafur wurde die Einstellung Transmitted
light (Ph1) verwendet. Die Suche wurde erleichtert, indem der Joystick des Mikroskops leicht
bewegt wurde. Nachdem Zellen gefunden wurden, wurde die Durchleuchtung beendet (Lights
off).
Im Acquisition-Programm wurden die 3D SIM Image Parameter eingestellt:

e Laser: 633
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e Grading: 51 ym GS

o Filter: LP 655 dunkelrot
e SIM

e Frame: 1004x1002

e Averaging: 4 oder 1

e Bit Depth: 16 Bit

e 5 Rotations

3D SIM — DURCHFUHRUNG

Average wurde auf eins gestellt und der Continous Button betéatigt. Nun wurde eine geeignete
Zelle lokalisiert. Hierfur sollte die Laserpower zwischen zwei und zehn liegen sowie das Gain
Level 30 nicht Uberschreiten. Fur die korrekte Einstellung der Belichtung wurde der Rage In-
dicator verwendet. Um das gewlinschte Areal einzustellen wurde in das z-Stack Menu ge-
wechselt. So wurde sichergestellt, dass die zu mikroskopierende Zelle vollstandig auf der Auf-
nahme abgebildet wird (Z-Stack > Set first 2> Set last). Werte zwischen ca. 9 und 15 uym
wurden verwendet. Die Beleuchtung wurde gestoppt (Stop) und Average auf vier erhéht, bevor

dir Aufnahme gestartet wurde (Start Experiment).

34 REKONSTRUKTION

3.4.1 REKONSTRUKTION DER PALM-DATEIEN

Die Rekonstruktion und Nachbearbeitung erfolgte mit der Software /mageJ und dem Thunder-

storm Plugin [88].

ImageJ wurde geéffnet und die PALM Datei importiert. Nach dem Offnen des Thunderstorm
Plugins wurde der Button Run analysis betatigt (Plugin = Thunderstorm = Run analysis). Zur
Uberpriifung der Kameraeinstellungen wurde das Camera setup Fenster gedffnet (Plugin =
Thunderstorm = Camera setup). Die PixelgréRe verlief sich auf 100 nm, da ein 100x Objektiv
und eine Magnificatin-Standardlinse (1,6x VergrofRerung) zur Aufnahme verwendet wurden.
Generell hangt die PixelgréRe jedoch von den Hardware Einstellungen des Mikroskops und
der Kamera ab. Da ein Gain-Level von 250 bei jeder Bildaufnahme angestrebt wurde, konnte

dieser Wert hier tibernommen werden. Eine Kontrolle erfolgte mit den Metadaten.
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Camera setup

Pixel size [nm]: |180
Photoelectrons per A/D count: (2.0
Base level [A/D counts]: [100.0
EM gain: |250.0

Defaults B Cancel

ABBILDUNG 14. CAMERA SETUPS BEI DER BEARBEITUNG VON PALM-DATEIEN.

DIE PIXELGROSSE HANGT VON DEN HARDWARE EINSTELLUNGEN DES MIKROSKOPS UND DER KAMERA AB. DIE GAIN-EINSTEL-
LUNG VON 250 KANN HIER UBERNOMMEN WERDEN. QUELLE: BILDANALYSEPROGRAMM IMAGEJ [89].

Im Run analysis-Men( wurden folgende Parameter eingestellt:
e B-spine order: 3
e B-spine scale: 2
e Peak intensity threshold: std(Wave.F1)
e Fitting radius [px]:3
o Initial sigma [px]: 1,6
e Magnification: 5
o Update frequency [frames]: 50
e Lateral shifts: 2
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Run analysis

Camera
Camera setup

Image filtering
Filter: |Wavelet filter {B-Spline) v B

B-Spline order: |3
B-Spline scale: 2.0

Approximate localization of molecules
Method: | Local maximum ~ H
Peak intensity threshold: | std{Wave.F1)
Connectivity: () 8-neighbourhood
() 4-neighbourhood

Sub-pixel localization of molecules
Method: |PSF: Integrated Gaussian ~ H

Fitting radius [px]: |3
Fitting method: | Weighted Least squares v
Initial sigma [px]: |1.6
Multi-emitter fitting analysis: [ ] enable
Maximum of molecules per fitting region: |5
Model selection threshold (p-value): |1.0E-6

Same intensity for all molecules

Limit intensity range [photons]: | 500:2500

Visualisation of the results
Method: | Awveraged shifted histograms w B

Magnification: | 5.0
Update frequency [frames]: |50
o [
Colorize z-stadk:
Z range (from:step:to) [nm]: |-500:100:500
Lateral shifts: |2

Axial shifts:

Defaults Preview Ck Cancel

ABBILDUNG 15. RUN ANALYSIS SETUPS BEI DER BEARBEITUNG VON PALM-DATEIEN.

QUELLE: BILDANALYSEPROGRAMM IMAGEJ [89].

Die Eintragungen wurden mit OK bestatigt und die rekonstruierte Datei als csv File gespei-
chert.
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M ThunderSTORM: results — O Pokumenty
Y (Fiji |s Just) Image
id fra... % [nm] y [nm] sig... intensity ... offset[p... bkgstd [p... chi2 uncertain... :
1 1/55473.213| 73936.63(96.521|  4a35.208 0| 155041 104159.905 15.11) File Edit Image Process Analyze Plugins
2| 1|s5458.232] 70597.23[144...| 432612 0| 48.768] 29485198 EREL §lEOv|g|@|/v Al %\|A| o\|{fr7|[
3 1|56089.487|73846.815(31. 145 22612147 0 821.971| 731816.327 15.165
4 1| 56464.55/70268.671[121....| 36601.195 0 757.55| 642087.537 15.445 - = (Fiji Is Just) ImageJ 2.0.0-rc-67/1.52¢; Java 1.8.0_66 [6
5 1| 58531.7| 77352.88/89.331] 21187.34 0 840.818) 728823.394 15.901 = ] =
6 1|57264.355/80837.04298. 798| 20878.239 [i 650.353| 524065.855 15.275 Formatvorlagen
7 1/57316.136(73516.354/80.827|  8952.149 0 204.759| 161022.61 7.534
8 1/57999.436(80707. 133 86.87| 10339.604 0 481.208| 335370.446 17.651
E 1|57997.587|76993.36285.694|  14522.025 0 316.616| 216222.719 8.093
10 1|58645.585/84219.297/104....| 25352.975 0 £80.295| 560804.433 14.623
11 1/58728.488(34032.021(147....| 18320.967 [i 190,452 134450.651 11.38
12| 1/58769.005(41449.903(152....| 49815.426 0 446,333 237947.727 10.538
13 1|58786.145(69348.574) 97.91] 25791.663 0 832.025| 738128.5 15.528
14 1|58988.946(37276.006(128....| 41322.657 0 534.836| 360182.4) 11.798
15 1/58932.407|62654. 142[170....|  10808.657 0.982) 63.534] 32415.691 8.837)
16 1/58933.143(84149.214[103....| 26133.725 0 815.87) £98529.483 16.923
17] 1/589065.792(16177.212(156....| 54268.582 0 411.055| 157727.016 9.326
18 1| 59119.99(87824.403115....|  7436.678 0.577) 193.307| 156747.518 17.486
13 1/59238.755/65808. 117126....| 38326.363 0 593.773| 430194.139 12.475
20 1/59245.622|30361.714]83.581| 15721653 0 377.867) 285714.974 8.473 Output File
21 1/59492.837(33375.624[183....|  4915.918 0 38.793| 20848.915 13.793 File format: | £5V (comma separated) -
22 1|59587.387|72767. 17830841  22819.074 0 806.81| 728418.559 14.653 File path: |onatal\analyzed\Palm_50.csv |...
23 1/59702.826(44811.096134....| 24030.512 1.409 162.327| 78745.285 6.266
24 1| 59921.04(19445.222(136....| 44883.472 0 605.832) 338426.703 12.709 Protocol
5 1/60055.701[40419.045/82.011]  19319.983 0 507.278| 371652.189 10,459 Save measurement protocol:
2% 1/60159.177|68950. 186106....|  2510.271 0 42793 32089.846 10.252 e a—
27 1| 60190.07|87532.106[120....| 35277.751 0 816.518) £92507.771 16.77
28 1| 60256.14(87520.717[120....| 35294.845 0 711.403| 568659.133 14.705 d O
29 1/60578. 708|64986. 40110 25658.605 0 413.543| 256655.402) 9.655 frame
30 1|50508.379(76262. 114/87.965)  21214.971 0 799.755| 699645.87 14.65 .
3 1/60651.759(11228.033[127....|  7591.845 0 £2.655 32199.632| 7.066
32 1/60622.543(48228.671[13 13983.904 1.686 124.207| 74962192 8.787) ¥
33 1/60787.827(22699.196(145....| 50111497 0 553.616| 342018.562| 11.692 sigma
34 1/60771.439(43934.386/88.008|  21733.23 0 588.237| 364789.087 10,545 o intensity
Filter = Density filter Remove duplicates Merging  Drift correction  Z-stage offset offset
Filter: B bhgstd
Apply Restrict to ROI chi2
. . uncertainty
Post-processing history: - Reset
[ Preview Defaults Plot histogram Visualization Import Defaults B- Cancel

ABBILDUNG 16. THUNDERSTORM RESULTS BEI DER BEARBEITUNG VON PALM-DATEIEN.

DIE REKONSTRUIERTE DATEIWIRD ALS CSV FILE GESPEICHERT. QUELLE: BILDANALYSEPROGRAMM IMAGEJ [89].

Zur Nachbearbeitung wurde im Plot histogram Menl der Parameter Sigma ausgewahlt (Plot
histogram - select parameter 2 sigma). Um eine engl. Region of interest (ROI) zu markieren,
wurde das Rectangle Tool verwendet. Dabei wurde darauf geachtet, Artefakte auszuschlielRen
(ROI 2 Apply ROI to filter).
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sigma Distribution (
300x240 pixels; RGB; 281K

0.01150370 4737 60351562
Caunt: 10472312 Min: 0.01150370
Mean: 416.81873392 Max: 4737.60351562
StDev: 370.5642407 1Mode: 242.50997123 (3364
Bins: 801 Bin Width: 5.81459677

List | Log | Apply ROl to filter

ABBILDUNG 17. ROI FILTER BEI DER BEARBEITUNG VON PALM-DATEIEN.

UM ARTEFAKTE ZU VERHINDERN, WIRD IN DIESER APPLIKATION EIN INTERESSENBEREICH AUSGEWAHLT. QUELLE: BILDANALY-

SEPROGRAMM IMAGEJ [89].

Die ROI Werte erscheinen in der Filter Command Box.

ThunderSTORM: results

16357, 342| 7254.729|350....| 2396242.02| 379011.067| 10226.547 1387.357| 16.412
16320.935| 3782.382|634....5849536.852| 231039.778 9756.998 1911.004] 21.025

id fra... x[nm] y [nm] sig... intensity ... offset[p... bkgstd [p... chi2 uncertain...
1 11191.827|32059,189|170....| 166437.179| 112731.552| 2947.354 411.895 16,154 A
2 12508.013| 6514.936| 175...(194180806... a 3822.847 336,981 1.894
3 13128.673| 2228.79| 204...(200563540... a 4724.012 549,699 3.078
4 13082.955| 2812.217|754....(6985613.246| 160017259 3968.478 435.318 10.15
5 13060.31| 8204.812| 161...|209372573... a 5700.098 573.774 2,236
[ 13488.709| 6167.61| 157...|176673854... 0 8260,11 1304.639 3.018
7| 13517.998| 5699.744| 161...(185178923... 0 72134343 1065.3598 3,203
3 14282,458| 7882.654| 159...(226544209... 0 7762.215 938.77| 2723
9 14419,075| 3250.301| 141...(132615231... 0 7092, 148 1116.631 3.377|

10 14803.79 ©936.3| 141...|182532227... 1] 9007174 1279.644 3.086
11 14969,088| 4196.609| 161...(184453636... 0 5724.474 666.605 2.553
12 15070.972| 3168.299|370....(2411025.045| 238050.213 5555.652 515,431 9,898
13 15320,308| 5824.713|493....|5593495.541| 278423.996 8529, 544 1134.308 11,624
14 15437.507| 8575.152| 163...(2758458113... a 8§975.208 1073.19 2,703
15 15761.611|16306.024| 126...(1473035645...| 222626.965 7100.138 493,118 2426
15 16160, 549|11817.334(991....| 28579966....| 409356.364] 4575.419 222,879 4,932
17| 16037.663| 4746,282|225....| 1422860.016| 303534.072] 1085546 1974.495 12,134
18 16234.797|13158.617|875....| 36199673.85| 388802596 3058.620 636,174 5.347
19
20
21
22
23
24

o e e e I T T S s s e e e e s S S T T T T e e T T T e e ey T

16728.463| 1413.631|582....| 7724457.855| 182062.518 8048.289 1388.511 11.065
16751.809(14432.703|474....| 2209891.293| 551458.384| T406.823 524.08 23.665
17007.8594|17509.941|518....| 3029830.858| 542991.306 6442, 409 402.619 17.927
16701.212| 940.877|383....| 2293065.728| 204352.979 10572.83 2453.608 21.297
25 16714.8265(10638.401|161.06| 438364.769| 498204.465| 10418.785 1163.843 19.32
26 16873.999| 6439.49|270....| 2108807.619| 369706.674| 12153.672 1944.212] 13.201
27 17319,754|17005,859| 309...|139570938... 0 3666.993 306,047 1,222
28 17261,207| 9158.38|761.44| 23563585....| 343957.459| 10994.607 1380.678 8,475
29 17609, 308| 8346.282| 118...62505967....| 292510.991 7328.277) 667,447 5.179
30 17597.765(19240.072|510....| 3164408, 107| 543257.377| 4380.058 227,375 12.603
31 17671.012|11522,336| 194...|528699426... 0.008| 12879.987 1644.259 2,898
32 17717.991| 2310.184|278....| 1431320.55| 250773.24| 11617.455 2714.61 19.705
33 17984.271| 3475.172|218....| 737460.551| 298134154 14514.04 3534.105 30.124
34 17943.475| 6758.336|7569....| 28099927....| 242567.718| 11368.187 1723.901 7.515] w

Filter = Density filter Remove duplicates Merging Drift correction  Z-stage offset

Filter:
{sigma > 88,7305 & sigma < 24?8.23% uncertainty <25 Apply Restrict to ROL

)
Spst-processing history: - Reset
Preview Defaults Plot histogram Visualization Import Export

ABBILDUNG 18. FILTER COMMAND BOX BEI DER BEARBEITUNG VON PALM-DATEIEN.

QUELLE: BILDANALYSEPROGRAMM IMAGEJ [89].

40



MATERIAL UND METHODEN

In das Filterfeld wurde der Zusatz & uncertainty <25 hinzugefligt und mit Apply bestatigt.
Folgende Parameter wurden nun zusatzlich eingetragen:
e Remove duplicates: 10 (=2 Apply)
e Merging: Maximum distance: 20
Maximum frames per molecule: 0
Maximum of frames: 1
(= Apply)
e Drift correction: Cross correlation > Number of bins: 5

Magnification: 5

, , \

30 1|17597.765(19240.072(510. ... | 3164408, 107| 543257.377 4530.058 227.375 12,603

31 1(17671.012|1153 Numb Fhins: |5 03 12879.987| 1644.259 2.898

32 1[17717.991[ 231 TS O NS: 24 11617.465 271461 13.705

33 1[17984.271| 34§ Magnification: |5.0 54| 14814.04 3534.105 30.124
34 1[17943.476| 679 [ Show cross correlations Fia| 113s8.187] 1723.901 7.515) w

Filter Density filter Removehvaﬁrmgw;m Z-stage offset

[OJ (> (O Fidudial markers |>> () Load from file B

[ save to file: Apply

Post-processing history: - Reset

Preview Defaults Flot histogram Visualization Import Export

ABBILDUNG 19. DRIFT CORRECTION BEI DER BEARBEITUNG VON PALM-DATEIEN.

QUELLE: BILDANALYSEPROGRAMM IMAGEJ [89].

Die fertige PALM Datei wurde nun als Tiff Datei gespeichert. Hierfur wurde der Visualization

Button gedrtickt und Magnification auf 5 gestellt.

Visualization

ROI

Auto size by analyzed image
Left top x [px]: |0.0
Left top y [px]: |0.0
Width [px]: |512.0
Height [px]: |512.0
Visuglization options
Method: | Averaged shifted histograms v| B

Magnification: | 5.0
o O
Colorize z-stadk:
Z range (from:step:to) [nm]: (-500:100:500
Lateral shifts: |2

Axial shifts: |2

Defaults Use for preview OK Cancel

ABBILDUNG 20. VISUALIZATION SETUPS BEI DER BEARBEITUNG VON PALM-DATEIEN.
DIE MAGNIFICATION MUSS HIER AUF 5 GEANDERT WERDEN. QUELLE: BILDANALYSEPROGRAMM IMAGEJ [89].
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3.4.2 REKONSTRUKTION DER 3D SIM-DATEIEN

Die Rekonstruktion der SIM-Dateien erfolgte mit der Mikroskop-Software von Zeiss.

Der Processing Button wurde ausgewahlt und mit Structured lllumination fortgefahren (Pro-
cessing = Structured lllumination 2 Structured Illlumination 2 Select). Processing wurde hier
auf Manual umgestellt, um den Auto Noise Filter-Haken zu entfernen. AnschlieRend wurde so
der Noise Filter auf -3 justiert und bestatigt (Manual > Auto-Neise-Filter 2 Noise Filter: -3 2

Apply).

3.5 DATENAUSWERTUNG

3.5.1 PALM

3.5.1.1 SARKOMERLANGE

Um die Sarkomerlange zu ermitteln wurde die rekonstruierte PALM Datei in ImagedJ geoffnet.
Mit der Einstellung Segmented line wurden zwischen 20 und 30 Sarkomerabstande in ver-
schiedenen Arealen des Bildausschnittes manuell markiert. Hierbei wurde darauf geachtet, die
Linie senkrecht zu den Z-Streifen auszurichten, um die kiirzeste Distanz zwischen den Aktinin-

Filamenten zu erhalten.
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ABBILDUNG 21. MANUELLE MARKIERUNG DER SARKOMERABSTANDE BEI DER AUSWERTUNG VON PALM-DATEIEN.

HIERBEI MUSS DARAUF GEACHTET WERDEN, DIE LINIE ZWISCHEN DEN AKTININ-FILAMENTEN SENKRECHT ZU DEN Z-STREIFEN
AUSZURICHTEN, UM DIE KURZESTE DISTANZ zU ERHALTEN. QUELLE: BILDANALYSEPROGRAMM IMAGEJ [89] ERSTELLT MIT BIo-

RENDER.cOM [12].

Anschlieend wurden diese Daten durch den Analyze-Button und die Plot profile-Einstellung
in ein Periodensystem Uberfuhrt (Analyze = Plot profile). Der Abstand zwischen zwei Spitzen
wurde nun erneut manuell mit der Einstellung Straight line gemessen. Dabei wurde die Shift-
Taste der Tastatur gedriickt gehalten und abschlieend die Daten in den ROI Manager Uber-
fuhrt ( Tools 2 ROl Manager beziehungsweise M-Taste auf Tastatur). Eine Tabelle mit den

Messdaten wurde generiert.
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27.50x454.85 (10784657); B-hit, 692K

350 - RO.. — [m] X -

0346-0392 =] addm
0292-0459 e
300 - 02350527 ]
0223-0598 Delete

0198-0666 Rename
02500730 Measure .
02440815

I Deselact 1
0 02320907
0309-0977 Properties..

Flatten [F]

200 - More = i
[ Show All

|~ | Labels

Gray Value

150 - -

100 -

i Distance (um)
List | Save More » M

ABBILDUNG 22. MANUELLE MESSUNG DER SARKOMERLANGE BEI DER AUSWERTUNG VON PALM-DATEIEN.

MIT DER EINSTELLUNG STRAIGHT LINE UND GEDRUCKTER SHIFT-TASTE WIRD DIE MESSUNG VORGENOMMEN. ANSCHLIEREND

WERDEN DIE DATEIEN IN DEN RO/ MANAGER UBERFUHRT. QUELLE: BILDANALYSEPROGRAMM IMAGEJ [89].

3.5.1.2 Z-STREIFENBREITE

Um die Z-Streifenbreite zu ermitteln wurde die rekonstruierte PALM Datei in ImageJ gedffnet
und in eine 8-bit Datei konvertiert (Image = Type > 8bit). Der Ridge Detection Plugin wurde

geodffnet um folgende Einstellungen vorzunehmen (Plugin = Ridge detection):

TABELLE 10. EINSTELLUNGEN IM RIDGE DETECTION PLUGIN ZUR ERMITTLUNG DER Z-STREIFENBREITE

Optional_parameters Mandatory_parameters
Line Width: 20 Sigma: 0,79

High Contrast: 230 Lower Threshold: 1,02
Low Contrast: 10 Upper Threshold: 25,84

Minimum Line Length: 20
Maximum Line Length: O

QUELLE: EIGENE DARSTELLUNG
e Estimate width

e Extended line

e DisplayResults
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[ Ridge Detection X

Optional_parameters
Line width  {20.0
High Contrast |230

Low Contrast |10

Mandatory_parameters:
Sigma F
Lower Threshold
Upper Threshc
Minimum LingLe

Maximum L

™ Darkline

™ Correct position

¥ Estimate width

v Extend line!

[ Show junction points
[ ShowIDs

[~ Verbose mode

¥ DisplayResults

[~ Add to Manager

[ Make Binary
Method for overlap resolution ﬂiOHE |

[~ Preview

Reset settings to default
OK Cancel | Help

ABBILDUNG 23. RIDGE DETECTION PLUGIN ZUR BESTIMMUNG DER Z-STREIFENBREITE BEI DER AUSWERTUNG VON PALM-
DATEIEN.

QUELLE: BILDANALYSEPROGRAMM IMAGEJ [89] ERSTELLT MIT BIORENDER.COM [12].

Bestatigt wurde mit OK und somit eine zusammenfassende Tabelle konfiguriert, von welcher
die ersten 70 Werte von length (Lange) und average width (durchschnittliche Breite) tibernom-

men wurden.

3.5.2 3DSIM

3.5.2.1 SARKOMERAUSRICHTUNG

Um die Sarkomerausrichtung zu ermitteln, wurde die rekonstruierte SIM Datei in ImagedJ ge-
offnet und in die Maximum projection Uberflhrt (Image - Stacks = Z Project). Dies erlaubt
eine 3D Datei als 2D Bild zu prasentieren. Z-Projection ist eine Analysemethode flrr Stacks,
bei der verschiedene Projektionsverfahren fur Pixel innerhalb des Bilderstapels angewandt
werden. Dieser Prozess kann verwendet werden, um spezifische Werte des Stacks hervorzu-

heben [90]. Nun wurde die Zielzelle longitudinal ausgerichtet, indem das Bild rotiert wurde
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(Image > Transform > Rotate). Bei Angle (degrees) wurde die Gradzahl der gewilinschten
Rotationsbewegung eingetragen. Ein positives Vorzeichen bewirkt eine Rotation nach rechts

und ein negatives Vorzeichen eine Rotation nach links.

|1 Rotate X
Angle (degrees): )Gd
Grid Lines: |1
Interpolation:  |Bilinear -

[+ Enlarge Image to Fit Result
-

ABBILDUNG 24. ROTATION SETUPS BEI DER AUSWERTUNG DER SARKOMERAUSRICHTUNG VON SIM-DATEIEN.

DIE ZIELZELLE WIRD HIER LONGITUDINAL AUSGERICHTET. QUELLE: BILDANALYSEPROGRAMM IMAGEJ [89].

AnschlielRend wurde die Zelle mit der Auswahl Segmented line manuell umfahren und ausge-
schnitten (Segmented line 2 Edit 2 Clear outside).
Die Orientierung der Sarkomerstruktur wurde nun analysiert (Analyze =2 directionality) und

anhand einer Tabelle abgebildet [91].

[ Directionality analysis v2.2.0

MAX_14_Structured lllumination-1.tif

Method: |Fouriercomp0nents j

Nbins: |90
Histogram start |0 =

I Build orientation map
™ Display color wheel
Iv¥ Displaytable

™ Debug

Cancel

ABBILDUNG 25. DIRECTIONALITY ANALYSIS PLUGIN ZUR ERMITTLUNG DER SARKOMERAUSRICHTUNG BEI DER AUSWERTUNG

VON SIM-DATEIEN.

DIESES ERSTELLT AUTOMATISCH EIN HISTOGRAMM UND EINE STATISTIK UBER DEN HOCHSTEN PEAK, DER DIE HAUPTAUSRICH-

TUNG ANGIBT. QUELLE: BILDANALYSEPROGRAMM IMAGEJ [89].

Das Directionality analysis-Plugin wird zur Ermittlung der primar vorherrschenden Ausrichtung
der Strukturen des Eingabebildes verwendet. Es erstellt ein Histogramm, das diese abbildet.

Bei Bildern mit vollstandig isotropem Inhalt erhalt man ein flaches Histogramm, wahrend bei
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Bildern mit einer bevorzugten Ausrichtung ein Histogramm mit einer Spitze in eben dieser zu
erwarten ist.

Die Winkel werden in ihrem Ublichen mathematischen Sinn angegeben. Das heil3t 0° ist die
Ostrichtung und die Ausrichtung ist gegen den Uhrzeigersinn.

Uber das Histogramm hinaus erstellt das Plugin Statistiken iiber den héchsten Peak. Dieser
wird als Gaufl-Verteilung dargestellt. Die Spalte "Direction (°)" gibt das Zentrum der Gaul3-
schen Normalverteilung an. Die Spalte "Dispersion (°)" beschreibt die Standardabweichung
[92].

3.5.2.2 ZELLFLACHE UND SARKOMERDICHTE

Um die Zellflache und die Sarkomerdichte zu ermitteln wurde die rekonstruierte SIM Datei in
Imaged geoffnet und in die Maximum projection Uberfuhrt (Image - Stacks = Z Project).
Nachfolgend wurde die Zielzelle mit der Auswahl Segmented line manuell umfahren und aus-
geschnitten (Segmented line 2 Edit 2 Clear outside). So konnte die Zellflache ermittelt wer-
den (Analyze - Measure) und die Daten wurden aus der Summary-Tabelle Gbernommen.

Darauf folgte die Konvention in eine 8-bit Datei (Image = Type -2 8bit) um nun den Ridge

detection Plugin zu verwenden. Folgende Parameter wurden verwendet:

TABELLE 11. EINSTELLUNGEN IM RIDGE DETECTION PLUGIN ZUR ERMITTLUNG DER ZELLFLACHE UND SARKOMERDICHTE

Optional_parameters Mandatory_parameters
Line Width: 20 Sigma: 6,27

High Contrast: 230 Lower Threshold: 0

Low Contrast: 10 Upper Threshold: 0,34

Minimum Line Length: 10
Maximum Line Length: O

QUELLE: EIGENE DARSTELLUNG
o Estimate width

e Extend line

e Make Binary
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[i' Ridge Detection X

Optional_parameters:
Line width |20.0
Iligh Contrast

Low Contrast

Mandatory_parameters:
Sigma
Lower Threshold
Upper Threshold

Minimum Line Length

2liz21 =2l =B
o| 2 wl of M el s
| o| & 2] =

=

Maximum Line Length

™ Darkline

™ Correct position

¥ Estimate width

v Extend line

™ Show junction points
[ Show IDs

[~ Verbose mode

I DisplayResults

I~ Addto Manager

v Make Binary

Method for overlap resolution |MNOME ~

Reset settings to default |

OK | Cancel| Help|

ABBILDUNG 26. RIDGE DETECTION PLUGIN ZUR BEURTEILUNG DER SARKOMERISIERUNG BEI DER AUSWERTUNG VON SIM-

DATEIEN.

ZUVOR MUSS DIE ZIELZELLE JEDOCH AUS DER SIM-DATEI SEPARIERT WERDEN, UM DIESE AUSWERTEN ZU KONNEN. QUELLE:
BILDANALYSEPROGRAMM IMAGEJ [89].

Die Eingabe wurde mir OK bestétigt und die erhaltene Datei auf ihre Partikeldichte untersucht

(Analyze 2 Analyze Particles).

3.6 STATISTISCHE ANALAYSE

Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler (SEM) angegeben. Die Diagramme zeigen Da-
ten aus 7 unabhangigen Experimenten, entsprechend den Zelltypen. n ist die Anzahl der in
die Analyse einbezogenen Zellen (siehe Tabelle 12) . Die statistische Signifikanz wurde an-
hand einer ein- oder zweiseitigen ANOVA berechnet, gefolgt von Bonferroni- oder Dunnett-
Post-Hoc-Tests fur Mehrfachvergleiche. Als statistisch signifikant galten die Wahrscheinlich-
keitsstufen * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 und **** p < 0,0001. Fir die Berechnungen und

die grafischen Analysen wurde die Software GraphPadPrism5 verwendet.
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TABELLE 12. ANZAHL DER IN DIE ANALYSE EINBEZOGENEN ZELLEN.

PALM

n n
Zelltyp Z-Scheibenbreite Sarkomerlange
Chip d25 KM 32 29
Chip d40 KM 22 18
Chip 4D KM 31 30
H9 KM 31 30
W4 alpha MHC KM 33 32
Adulte KM 30 31
Neonatale KM 23 28

SIM
n n n Sarkomeraus-

Zelltyp Zellmorphologie Sarkomerdichte richtung
Chip d25 KM 68 68 68
Chip d40 KM 52 50 50
Chip 4D KM 56 56 56
H9 KM 54 54 53
W4 alpha MHC KM 52 52 52
Adulte KM 26 60 48
Neonatale KM 20 53 55

QUELLE: EIGENE DARSTELLUNG.

V. ERGEBNISSE

Ziel dieser Arbeit war es, den strukturellen Reifungsprozess des Sarkomergerusts von aus
Stammzellen differenzierte KM zu optimieren. Hierzu wurden murine und humane vordifferen-
zierte embryonale Stammzellen sowie hiPSC zu Herzzellen differenziert und verschiedene
Parameter, welche Aussagen Uber den Reifegrad zulassen, bestimmt. Um strukturelle Veran-
derungen bis in den Nanometerbereich feststellen zu kdnnen, verwendeten wir fir die Bildge-
bung ausschlieRlich die Super-Resolution-Mikroskopie. Zur angemessenen Bewertung der

strukturellen Reife wurden die gewonnenen KM mit Herzzellen verglichen, die aus neonatalem
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und adultem Herzgewebe der Maus isoliert wurden. Bei den KM aus adultem Herzgewebe
wurde davon ausgegangen, dass sie das optimale Niveau der Morphologie und der Sarkomer-
reifung reprasentieren, wahrend neonatale Zellen als vorreifes Stadium betrachtet wurden.

Da hiPSCs in diesem Bereich eine vielversprechende Moglichkeit sind, auch aufgrund der
wegfallenden ethischen Bedenken, legten wir besonderes Augenmerk auf ebendiese. Bei dem
Versuch die strukturelle Reifung von hiPSC KM zu optimieren, wurde die Kultivierungsdauer
variiert sowie eine mikrostrukturierte Oberflache verwendet. Dies bedeutet, dass die Zellen
differenziert und anschlie®end fur 25 Tage kultiviert wurden (Chip d25), wahrend eine zweite
Zellreihe fUr 40 Tage differenziert wurde (Chip d40). Zusatzlich wurden KM, welche fir 25 Tage
differenziert wurden, auf mikrostrukturierten Oberflachen mit 20 pm breiten Linien kultiviert
(Chip 4D). Beide Anderungen des Differenzierungsprotokolls, Verlangerung der Kultivierungs-
dauer und Verwendung strukturierter Objekttrager fordern eine der adulten Herzzellen ahnli-
che Morphologie von hiPSC KM. Die murinen ESC KM (W4) und die humanen vordifferenzier-
ten ESC KM (H9) schneiden generell am schlechtesten ab. Beide zeigen bei allen bestimmten
Parametern, aulRer der Zirkularitat, keinen signifikanten Unterschied zu den neonatalen Kon-

troll KM, was fir ihren unreifen Phanotyp spricht.

41 ZELLMORPHOLOGIE

Zunachst bestimmten wir die Zellmorphologie, da diese eng mit dem Grad der Sarkomerorga-
nisation verbunden ist. Bei allen Zelltypen betrachteten wir das Seitenverhaltnis (Aspect Ratio
AR), die Rundheit und die Zirkularitat (siehe Abbildung 27). Die Zirkularitat beschreibt dabei
ein Mal} fur das Verhaltnis des tatsachlichen Umfangs zu einem Kreis mit gleicher Flache. Ein
Kreis hat eine Zirkularitat von ,1%, wohingegen eine stark unregelmafige Zelle eine Zirkularitat
von ,0“ aufweist [93]. Primare KM aus adultem Gewebe sind stabchenférmig mit einem Sei-
tenverhaltnis von ~5 und niedrigen Werten fir Rundheit und Zirkularitat, was auf die langliche
Morphologie zurickzufuhren ist. Im Gegensatz dazu weisen neonatale Zellen sowie hiPSC
abgeleitete KM, die 25 und 40 Tage lang differenziert wurden, W4 und H9 KM eine runde und
vergleichsweise regelmafigere Morphologie auf, was zu einem niedrigen Seitenverhaltnis und
deutlich erhdhten Werten flr Rundheit und Zirkularitat fihrte. Die erhaltenen Daten zeigen,
dass die Kultivierung von hiPSC KM auf mikrostrukturierten Oberflachen eine Zellform férdert,

die der Morphologie erwachsener KM ahnelt.
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ABBILDUNG 27. ZELLMORPHOLOGIE.

ALLE DATEN SIND ALS MITTELWERT+SEM ANGEGEBEN. ALS STATISTISCH SIGNIFIKANT GALTEN DIE WAHRSCHEINLICHKEITS-
STUFEN * P < 0,05, * P <0,01, *** P < 0,001 UND **** P < 0,0001. N SIEHE TABELLE 12. NEONATALE ZELLEN SOWIE HIPSC
ABGELEITETE KM (CHIP D25, CHIP D40), W4- UND H9-KM WEISEN EINE RUNDE UND VERGLEICHSWEISE REGELMARIGERE MOR-
PHOLOGIE AUF, WAS ZU EINEM NIEDRIGEN SEITENVERHALTNIS UND DEUTLICH ERHOHTEN WERTEN FUR RUNDHEIT UND ZIRKU-
LARITAT FUHRTE. DIE KULTIVIERUNG VON HIPSC KM AUF MIKROSTRUKTURIERTEN OBERFLACHEN FORDERT EINE ZELLFORM,
DIE DER MORPHOLOGIE ERWACHSENER KM AHNELT. QUELLE: EIGENE DARSTELLUNG.

4.1.1 RUNDHEIT

Die hiPSC Chip 4D KM (0,25+0,03) zeigen keinen signifikanten Unterschied zu den adulten
KM (0,21+0,01), was die einander dhnelnde eher langliche Form bestétigt. Die restlichen un-
tersuchten Zellen (Chip d25 0,65+0,02; Chip d40 0,69+0,02; H9 0,63+0,02; W4 0,6+0,02) zei-
gen sogar Werte Uber den ermittelten neonatalen Daten (0,53+0,02), was fir eine runde Form

der Herzzellen spricht.
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ABBILDUNG 28. RUNDHEIT.

ALLE DATEN SIND ALS MITTELWERT+SEM ANGEGEBEN. ALS STATISTISCH SIGNIFIKANT GALTEN DIE WAHRSCHEINLICHKEITS-
STUFEN *P <0,05,**P<0,01, ***P<0,001 uND **** P < 0,0001. N SIEHE TABELLE 12. NS BEDEUTET, DASS KEIN SIGNIFIKAN-
TER UNTERSCHIED VORLIEGT, SOMIT AHNELN SICH HIPSC 4D KM UND ADULTE KM IN IHRER LANGLICHEN FORM. QUELLE:

EIGENE DARSTELLUNG.

4.1.2 ZIRKULARITAT

Die neonatalen (0,4+0,02), adulten (0,41+0,01) und Chip 4D KM (0,39+0,02) zeigen keinen
signifikanten Unterschied. Mit Werten der Zirkularitat um die 0,4 ist von einer eher unregelma-
Rigen Berandung auszugehen. Die ubrigen Versuchszellen (Chip d25 0,79+0,01; Chip 40d
0,7310,02; H9 0,66+0,02; W4 0,53%0,03) liegen deutlich Uber diesen Werten, was flr eine

vergleichsweise regelmafRige Morphologie steht.
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ABBILDUNG 29. ZIRKULARITAT.
ALLE DATEN SIND ALS MITTELWERT+SEM ANGEGEBEN. ALS STATISTISCH SIGNIFIKANT GALTEN DIE WAHRSCHEINLICHKEITS-
STUFEN * P £ 0,05, ™ P<0,01, *™* P < 0,001 UND **** p < 0,0001. NS BEDEUTET, DASS KEIN SIGNIFIKANTER UNTERSCHIED
VORLIEGT. N SIEHE TABELLE 12. HIER GLEICHEN SICH DIE ADULTEN, NEONATALEN UND 4D KM MIT EINEM UNREGELMARIGEN

UMFANG. QUELLE: EIGENE DARSTELLUNG.

4.1.3 SEITENVERHALTNIS

Die neonatalen KM liegen im Bereich von 2,09+0,11 und weisen damit auf eine eher runde
Form hin. Alle Versuchszellen, abgesehen von den hiPSC Chip 4D KM, liegen unter diesem
Wert (Chip d25 1,63+0,06; Chip d40 1,54+0,06, H9 1,72+0,08, W4 1,86+0,1), zeigen aber kei-
nen signifikanten Unterschied zu den neonatalen Kontroll KM und haben damit eine &hnliche
Form. Eine deutliche Signifikanz zwischen den adulten (5,09+0,17) und den hiPSC Chip 4D
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KM (6,53+0,4) wird deutlich, jedoch bestatigen die Mittelwerte die dhnliche langliche Form er-

neut.
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ABBILDUNG 30. SEITENVERHALTNIS.

ALLE DATEN SIND ALS MITTELWERT+SEM ANGEGEBEN. ALS STATISTISCH SIGNIFIKANT GALTEN DIE WAHRSCHEINLICHKEITS-
STUFEN * P £ 0,05, * P < 0,01, ** P < 0,001 UND **** P < 0,0001. NS BEDEUTET, DASS KEIN SIGNIFIKANTER UNTERSCHIED
VORLIEGT. N SIEHE TABELLE 12. EINE DEUTLICHE SIGNIFIKANZ ZWISCHEN DEN ADULTEN (5,09+0,17) UND DEN HIPSC CHIP 4D
KM (6,53+0,4) WIRD DEUTLICH. DIE RESTLICHEN ZELLEN UNTERSCHEIDEN SICH NICHT SIGNIFIKANT. QUELLE: EIGENE DAR-

STELLUNG.

4.2 SARKOMERDICHTE

Untersucht wurde die Sarkomerdichte, sprich der Prozentsatz der Sarkomerfilamente pro
Zelle. Alle Herzzellen der Versuchsreihe zeigen einen signifikanten Unterschied zu den adul-
ten Vergleichskardiomyozyten (43,6+0,77%), welche erwartungsgemal den hdchsten a-Ak-
tinin-Anteil haben. Die quantitative Analyse ergab, dass adulte KM im Vergleich zu hiPSC, h-
und mESC-abgeleiteten KM einen um ca. 40-50 % erhdhten Gehalt an Sarkomeren pro Zelle
aufweisen. Die verlangerte Kultur von hiPSC KM (Chip 40d 26,46+0,8%) und die Anwendung
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strukturierter Oberflachen (Chip 4D 26,91+0,8%) fuhrten zu einer etwas hoheren Sarkomer-
dichte, die mit den neonatalen Zellen (26,71+1,33%) vergleichbar ist. Die restlichen Zellen
liegen nochmals unter diesem Niveau (Chip d25 23,13+0,71%; H9 22,48+0,77%; W4
23,99+0,92%).
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ABBILDUNG 31. SARKOMERISIERUNG/ZELLFLACHE [%].

ALLE DATEN SIND ALS MITTELWERT+SEM ANGEGEBEN. ALS STATISTISCH SIGNIFIKANT GALTEN DIE WAHRSCHEINLICHKEITS-
STUFEN * P £ 0,05, ** P <0,01, *™* P <0,001 UND **** p < 0,0001. NS BEDEUTET, DASS KEIN SIGNIFIKANTER UNTERSCHIED
VORLIEGT. N SIEHE TABELLE 12. DIE SARKOMERDICHTE GIBT DAS VERHALTNIS DER SARKOMERFILAMENTE ZU DER GESAMTEN
ZELLE IN % AN. ALLE HERZZELLEN DER VERSUCHSREIHE ZEIGEN EINEN SIGNIFIKANTEN UNTERSCHIED ZU DEN ADULTEN VER-
GLEICHSKARDIOMYOZYTEN (43,6£0,77%). QUANTITATIV KONNTE GEZEIGT WERDEN, DASS ADULTE KM IM VERGLEICH zU
HIPSC, H- UND MESC ABGELEITETEN KM EINE UM CA. 40-50% ERHOHTE SARKOMERDICHTE HABEN. QUELLE: EIGENE DAR-

STELLUNG.

Daruber hinaus wurden die Zellen entsprechend ihrer Sarkomerdichte in drei Kategorien ein-
geteilt (niedrig: 0-20 %, mittel: 20-30 % und hoch: >30 %). Das Diagramm in Abbildung 32
zeigt eine deutliche Verschiebung von Zellen mittlerer und niedriger Qualitat zu einer hdheren

Netzwerkdichte in hiPSCs, welche optimierten Kulturbedingungen unterzogen wurden.
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ABBILDUNG 32. QUALITAT DER SARKOMERDICHTE.

DIE ZELLEN WURDEN ENTSPRECHEND IHRER SARKOMERDICHTE IN DREI KATEGORIEN EINGETEILT: NIEDRIG: 0-20 %, MITTEL:
20-30 % UND HOCH: >30 %. MAN SIEHT EINE DEUTLICHE ZUNAHME DER SARKOMERDICHTE HOHER QUALITAT BEI DEN 4D KM.
QUELLE: EIGENE DARSTELLUNG.

Die in Abbildung 33 gezeigten Bilder von a-Aktinin-markierten Zellen bestatigen den Unter-

schied der Sarkomerdichte in den behandelten Gruppen.
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ABBILDUNG 33. DARSTELLUNG DER SARKOMERDICHTE ANHAND DER ALPHA-AKTININ MARKIERTEN ZELLEN.

ES IST DEUTLICH ZU ERKENNEN, DASS DIE ADULTEN KM DIE HOCHSTE DICHTE AUFWEISEN, GEFOLGT VON DEN CHIP 4D, CHIP

D40 UND NEONATALEN KM. QUELLE: EIGENE DARSTELLUNG ERSTELLT MIT BIORENDER.COM [12]
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4.3 SARKOMERAUSRICHTUNG

Eine hohe Sarkomerdichte und eine korrekte Ausrichtung der Filamente sind notwendig, um
eine maximale Krafterzeugung und eine optimale Zellkontraktion zu gewahrleisten. Daher
wurde hier die Sarkomerausrichtung in Bezug auf die Langsachse der Zelle analysiert. Bei
adulten KM betragt die Hauptausrichtung 85,8+0,89°. Die meisten Strukturen sind also fast
senkrecht zur Zellachse ausgerichtet. Dies entspricht einem optimalen Kontraktionsnetzwerk.
Alle Versuchszellen zeigen einen signifikanten Unterschied zu den adulten Kontroll KM und

weisen eine deutlich reduzierte Hauptausrichtung auf (siehe Abbildung 34).
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ABBILDUNG 34. AUSRICHTUNG [°] DER FILAMENTE.

ALLE DATEN SIND ALS MITTELWERT+SEM ANGEGEBEN. ALS STATISTISCH SIGNIFIKANT GALTEN DIE WAHRSCHEINLICHKEITS-
STUFEN *P < 0,05, *P<0,01, ** P <0,001 UND **** P <0,0001. N SIEHE TABELLE 12. ALLE ZELLEN ZEIGEN EINEN SIGNIFI-
KANTEN UNTERSCHIED ZU DEN ADULTEN KM. QUELLE: EIGENE DARSTELLUNG.

Diese Unterschiede werden in SIM-Bildern (siehe Tabelle 13) veranschaulicht, die die Fila-
mentausrichtung in einer farbkodierten Weise darstellen. Je mehr Farben im SIM-Bild vorhan-
den sind, desto hoher ist der Grad der desorganisierten a-Aktinin-Strukturen. Wahrend adulte
KM hauptséachlich aus einer einzigen Farbe bestehen (siehe Tabelle 13, Abbildung f), stellen
sich neonatale Zellen, hiPSC, H9 und murin abgeleiteten KM mehrfarbig dar (siehe Tabelle

13, Abbildung a,d,e,g). Langer kultivierte hiPSC KM und die Verwendung einer strukturierten
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Oberflache zeigten jedoch eine Reduktion der Farbenvielfalt (siehe Tabelle 13, Abbildung b
und c).

Diese Ergebnisse werden bestatigt, wenn man sich die Verteilung der einzelnen Filamentpo-
pulationen genauer ansieht. Tabelle 13 zeigt Histogramme aller getesteten Zelltypen, die die
Menge der Filamente in Bezug auf den jeweiligen Orientierungsbereich angeben. KM aus
adultem Gewebe sind durch einen ausgepragten Peak zwischen einer Richtung von -80/+80°
gekennzeichnet (siehe Tabelle 13, Abbildung f). Im Gegensatz dazu zeigten hiPSC abgeleitete
KM, die 25 Tage lang differenziert wurden, keinen Peak, was auf den Phanotyp des desorga-
nisierten Sarkomers hinweist (siehe Tabelle 13, Abbildung a). Die Veranderungen der Zellkul-
turparameter zeigen auch im Histogramm eine Verbesserung in der erhéhten Anzahl von Fila-

menten im Richtungsbereich von -90/+90°.

TABELLE 13. FARBKODIERTE DARSTELLUNG DER FILAMENTAUSRICHTUNG MIT HISTOGRAMM.

FILAMENTAUSRICHTUNG

Kreisformige Farbkodierung in Grad []. Je mehr Far-
ben im SIM-Bild vorhanden sind, desto hoher ist der

Grad der desorganisierten a-Aktinin-Strukturen.

Zell- Farbcodierte Darstellung Histogramm
typ
a)
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QUELLE: EIGENE DARSTELLUNG ABBILDUNGEN ERSTELLT MIT IMAGEJ [89].

Nach der Kultivierung von hiPSC KM auf mikrostrukturierten Oberflachen nahm die Hauptrich-
tung des Sarkomernetzwerks um ~50 % zu (Chip d25 42,38+3,87° vs. Chip 4D 64,61+4,19°).
Ein signifikanter positiver Effekt auf die Filamentorientierung wurde auf’erdem bei Zellen beo-
bachtet, die einer langeren Kultivierungsdauer unterzogen wurden (Chip d40 57+3,77°). Die
quantitative Analyse von drei verschiedenen Richtungsintervallen (0-30° vs. 30-60° vs. 60-90°)
bestatigte den positiven Einfluss von Kulturdauer und Oberflachenstrukturierung auf die Sar-
komerreifung. Die Anzahl der Strukturen im unteren Richtungsbereich (0-30°) nahm ab, wah-

rend mehr Filamente in der optimalen Ausrichtung (60-90°) orientiert waren (siehe Abbildung
35).
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ABBILDUNG 35. QUALITAT DER SARKOMERAUSRICHTUNG.

DIE QUANTITATIVE ANALYSE VON UNTERSCHIEDLICHEN RICHTUNGSINTERVALLEN (0-30° vs. 30-60° vs. 60-90°) BESTATIGTE
DEN POSITIVEN EINFLUSS VON KULTURDAUER UND OBERFLACHENSTRUKTURIERUNG AUF DIE SARKOMERREIFUNG. QUELLE: EI-

GENE DARSTELLUNG.

Die besten Naherungswerte zur adulten Kontrollgruppe erzielen also die iPSC Chip 4D KM mit
64,614,19° gefolgt von den Chip d40 KM mit 57+3,77°. Alle anderen Zellen zeigten Werte, die
sogar unter denen der neonatalen (51,69+ 3,73°) Ausrichtung lagen (H9 41,71+4.04°; W4
46,0313,47°)(siehe Abbildung 34).

44 Z-SCHEIBENBREITE

Mit der PALM-Technik bewerteten wir die Dicke einzelner Aktininfilamente. Beim Vergleich der
Z-Scheibendicke aller Zellen untereinander sowie auch mit den Kontrollzellen ist kein signifi-
kanter Unterschied feststellbar. Die adulten Zellen zeigen eine Z-Scheibenbreite von
72,611,28 nm, die neonatalen von 68,94£1,9 nm. Nur die H9-Herzzellen liegen mit 68,53+0,94
nm naher an dem neonatalen Kontrollwert. Die iPSC KM sowie die murinen W4 KM zeigen

alle eine Sarkomerbreite von ca. 70 nm.
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ABBILDUNG 36. Z-SCHEIBENBREITE.

ALLE DATEN SIND ALS MITTELWERT+SEM ANGEGEBEN. ALS STATISTISCH SIGNIFIKANT GALTEN DIE WAHRSCHEINLICHKEITS-
STUFEN *P £ 0,05, * P < 0,01, ** P < 0,001 UND **** P < 0,0001. NS BEDEUTET, DASS KEIN SIGNIFIKANTER UNTERSCHIED
VORLIEGT. N SIEHE TABELLE 12. BEIM VERGLEICH DER Z-SCHEIBENDICKE WIRD KEIN SIGNIFIKANTER UNTERSCHIED FEST-

STELLT. QUELLE: EIGENE DARSTELLUNG.

4.5 SARKOMERLANGE

Die Messung der Sarkomerlange zeigt deutliche Unterschiede zwischen den untersuchten
Gruppen (siehe Abbildung 37). Mit einer Grdlie von 1,90+0,01 um wiesen adulte KM die langs-
ten Sarkomere auf. Nur die hiPSC Chip d25 KM zeigen keinen signifikanten Unterschied zu
den adulten Herzzellen und kommen mit 1,83+0,02 um in einen ahnlichen Bereich. Die neona-
talen Kontrollzellen haben eine Lange von 1,68+0,04 ym. Eine l&angere Kulturdauer bezie-
hungsweise die Kultivierung auf mikrostrukturierten Oberflachen der hiPSC KM hatte keinen

positiven Effekt auf die molekularen Dimensionen des Sarkomernetzwerks.
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ALLE DATEN SIND ALS MITTELWERT+SEM ANGEGEBEN. ALS STATISTISCH SIGNIFIKANT GALTEN DIE WAHRSCHEINLICHKEITS-
STUFEN * P £ 0,05, ™ P<0,01, *™* P < 0,001 UND **** p < 0,0001. NS BEDEUTET, DASS KEIN SIGNIFIKANTER UNTERSCHIED
VORLIEGT. N SIEHE TABELLE 12. DIE MESSUNG DER SARKOMERLANGE ZEIGT DEUTLICHE UNTERSCHIEDE ZWISCHEN DEN UN-
TERSUCHTEN GRUPPEN * P < 0,0001. NS BEDEUTET, DASS KEIN SIGNIFIKANTER UNTERSCHIED VORLIEGT. DIE MESSUNG DER
SARKOMERLANGE ZEIGT DEUTLICHE UNTERSCHIEDE ZWISCHEN DEN UNTERSUCHTEN GRUPPEN. QUELLE: EIGENE DARSTEL-

LUNG.
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V. DISKUSSION

Die Erzeugung von KM, die einen adulten Phanotyp aufweisen, ist eines der wichtigsten Ziele
in der kardiovaskularen Forschung. Obwohl gerade bei der Entwicklung von iPSC-abgeleiteten
KM grol3e Fortschritte erzielt wurden, ist die begrenzte Reifung immer noch ein grof3es Hin-
dernis, das ihren Einsatz in der Grundlagenforschung und bei klinischen Anwendungen behin-
dert. Die ordnungsgemalie Reifung von Herzzellen umfasst die Etablierung einer funktionellen
Kontraktionsmaschinerie. Die meisten Studien, die sich mit der strukturellen Reifung von aus
iPSC gewonnenen KM befassen, konzentrieren sich nur auf die Sarkomerlange und die Zell-
morphologie, sodass Informationen zur Ausrichtung und Integritat der Sarkomere fehlen [18]
[94] [95]. Wir haben daher weitere Parameter definiert, die mit der Super-Resolution-Mikrosko-
pie erfasst werden kénnen, um die Qualitadt des Sarkomernetzwerks zu bewerten. Darunter
fallen die Hauptausrichtung der Filamente und die Sarkomerdichte der Herzzellen. All diese
KenngréRen wurden bei zu KM differenzierten Stammzellen unterschiedlicher Herkunft be-
stimmt und mit neonatalen und adulten Herzzellen verglichen.

Murine ESC KM (W4) und vordifferenzierte humane ESC KM (H9) schneiden bei der Auswer-
tung am schlechtesten ab. Sie zeigen keinen signifikanten Unterschied zu den neonatalen
Kontroll KM. Dies bedeutet, dass die erhaltenen Herzzellen einen unreifen Phanotyp aufwei-
sen und somit kein funktionierendes Kontraktionsnetzwerk besitzen. Damit sind diese Zellen
far den klinischen Gebrauch sowie fur Forschungszwecke im Hinblick auf zum Beispiel Zeller-
satztherapie etc. weniger geeignet. Xu et al. untersuchten bereits 2002 die H9 Zellen sowie
weitere Zelllinien (H1, H7 und H9 unterscheiden sich in der parentalen und H9.1 und H9.2 in
der klonalen Herkunft) und alle differenzierten sich zu KM. Die schlagenden Zellen exprimier-
ten Marker, die fir KM charakteristisch sind, wie z. B. aMHC, kardiales Troponin | und T, den
atrialen natriuretischen Faktor und kardiale Transkriptionsfaktoren [96]. Jedoch wurden in die-
ser Studie keine weiteren Untersuchungen zur Sarkomerisierung unternommen. Bei schlagen-
den Zellen wurde ein funktionierender Kontraktionsapparat vorausgesetzt. Sepac et al. berich-
teten 2021 von einer schlechteren KM-Anreicherung bei der Differenzierung von hiPSCs und
H9 Zellen als bei H1 Zellen, obwohl alle Zelllinien eine effiziente Kardiomyogenese aufwiesen
[97].

Die hiPSC KM zeigen nach verbesserten Kultivierungsbedingungen eine Annaherung an den
adulten Phanotyp der reifen Vergleichszellen. Die Verlangerung der Kultivierungszeit von 25
auf 40 Tage und die Verwendung von mikrostrukturierten Oberflachen haben einen positiven
Einfluss auf die Zellmorphologie, die Dichte der Sarkomerisierung und die Ausrichtung der
Filamente.

Fir eine effiziente Kraftentfaltung missen die stabchenférmigen KM in Langsrichtung ange-

ordnet sein. Im Gegensatz zu adulten zeigen die m- und vordifferenzierten hESC- sowie die
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hiPSC abgeleitete KM eine kreisférmige Morphologie, was auch durch unsere Analysen be-
statigt wird (siehe Abbildung 27) [88] [98]. Dieser Phanotyp ist eher mit unreifen, neonatalen
Herzzellen vergleichbar, die ebenfalls eine unregelmaige Morphologie und einen desorgani-
sierten Kontraktionsapparat aufweisen [11] [88] [99]. Lundy et al. bewerteten mit Hilfe der
Transmissionselektronenmikroskopie hESC KM im Frihstadium (20-40 Tage nach der Induk-
tion). Diese zeigten auch hier eine stark unterentwickelte kontraktile Maschinerie, die aus
falsch ausgerichteten Myofibrillen mit geringer Dichte bestand. Eine starkere Vergrofierung
dieser Myofibrillenblindel zeigte punktférmige Aggregate, die zuvor als Z-Kdrper beschrieben
wurden, und nicht die ausgereiften, linearen Z-Scheiben, die in adulten KM vorliegen [100].
Dies ist ebenfalls ein bedeutender Punkt fur die geringere Sarkomerdichte in unreifen KM.
Auch dies wird durch unsere Ergebnisse bestatigt (siehe Abbildung 32 und Abbildung 35 ).
Mittlerweile gibt es mehrere Mdglichkeiten, die strukturelle Reifung von in vitro erzeugten Herz-
zellen zu verbessern. Die Anwendung mikrostrukturierter Oberflachen mit grabenartigen Ver-
tiefungen ermdéglicht die Erhaltung eines stabchenformigen Phanotyps der hiPSC KM, welcher
mit nativen KM vergleichbar ist. Der erwachsene KM hat eine Lange von etwa 150 um, eine
Breite von ca. 20 um, einer H6he von 15 ym und einem Volumen von 40.000 uym? [5]. Daher
misst eine Vertiefung des verwendeten strukturierten Objekttragers ebendiese Breite von 20
pum. Mit Hilfe unseres mikroskopischen Ansatzes konnten wir quantitativ einen klaren Vorteil
strukturierter Oberflachen flr die Sarkomerdichte und, noch tiefgreifender, fir die Sarkomer-
orientierung feststellen (siehe Abbildung 32, Abbildung 33, Tabelle 13, Abbildung 35). Weitere
Studien haben einen reifungsférdernden Effekt topografischer Merkmale auf die Sarkomerori-
entierung festgestellt, was auf die enge Beziehung zwischen Zellmorphologie und der Entwick-
lung einer optimalen Kontraktionsmaschinerie hinweist [101] [102] [103] [104]. Die mikrostruk-
turierten Oberflachen liefern topografische Signale, die die Streckung der Zelle sowie die Or-
ganisation des Zytoskelettnetzes unterstutzen. Ribeiro et al. haben gezeigt, dass die Verwen-
dung von Substraten mit physiologischer Form die Ausrichtung der Sarkomerfilamente ver-
bessert [105]. Ebenso wurde gezeigt, dass die Steife des Substrats die Sarkomerorganisation
und die Kontraktionseigenschaften beeinflusst. In friheren Studien wurde bereits eine starke
Korrelation zwischen dem Grad der Sarkomerorientierung und der Zellkontraktilitat festgestellt
[95] [98] [106] [107]. Daten bezlglich der Kontraktilitdt haben wir selbst nicht erhoben. Die
Traction Force Microscopy (TFM) oder die Verwendung von fluoreszierenden engl. Micropillars
kann hier dazu beitragen, Sarkomerqualitat und Kontraktionskraft in Korrelation zu bringen und
damit unseren mikroskopischen Ansatz erganzen [108] [109] [110] [111].

Die Kardiomyozytenanzahl nimmt bis zum 20. Lebensjahr um ca. 3,4% zu. Das bedeutet, dass
es nach der Geburt in einem geringen Umfang sowie in héherem Lebensalter abnehmend zu

einer Neubildung von Zellen kommt. Die Herkunft der Zellen ist noch immer unklar. Bewiesen
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ist jedoch, dass KM nach der Geburt deutlich gréf3er und in erheblicher Menge (ca. 40%) po-
lyploid werden [6]. Der gesamte Reifungsprozess von KM in vivo dauert also mehrere Jahre.
Eine lange in vitro-Kultur férdert in 8hnlicher Weise die Entwicklung eines reiferen Phanotyps,
die Bildung von Z-, A-, H- und M-Banden sowie eine hohere Myofibrillendichte und Sarkomer-
organisation [112] [113] [114]. Lundy et al. kategorisierten hESC KM und hiPSC KM zwischen
20 und 40 Tagen nach der Induktion als frihes Stadium. Die Myozyten kontrahierten spontan
und erschienen als kleine, runde Zellen, die bei der Betrachtung der immunzytochemischen
Farbung des a-Aktinin, eine schlecht organisierte kontraktile Maschinerie mit geringer Myo-
fibrillendichte und -ausrichtung zeigten. In den darauffolgenden Monaten wurden die Zellen
gréfRer und langlicher. Zwischen dem 80. und 100. Tag begannen die Zellen die Organisation
der kontraktilen Maschinerie entlang ihrer gesamten Lange zu zeigen [100]. Auch wir konnten
eine verbesserte Filamentdichte und —anordnung in KM feststellen, die einer verlangerten Kul-
tivierungszeit unterzogen wurden (siehe Abbildung 32, Abbildung 35).

Die Erkennung dieser subtilen strukturellen Veranderungen wird durch die angewandte SIM-
Technik ermdéglicht, die eine Bildaufnahme mit héherer Auflésung liefert. Herkémmliche Fluo-
reszenzaufnahmen zeigen keine ausreichenden strukturellen Details, sondern fihren zu un-
scharfen mikroskopischen Bildern [108] [115] [116]. Die Visualisierung einzelner Filamente ist
jedoch entscheidend, um verlassliche Daten Uber die Sarkomerorganisation zu erhalten. Das
in dieser Arbeit vorgestellte Protokoll kann effizient die Entwicklung neuartiger Differenzie-
rungsprotokolle unterstitzen, da es eine quantitative Kontrolle des Phanotyps von KM ermog-
licht. Neben der Protokolloptimierung kann unsere Methode auch ein wertvolles Instrument fur
die Modellierung von Krankheiten sein, da sich gezeigt hat, dass einige Herzfunktionsstérun-
gen und Myopathien mit einer gestdrten Sarkomerintegritdt zusammenhangen [117] [118]
[119] [120] [121]. Es konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass das Fehlen von Dystrophin in
erkrankten iPSC KM eine reduzierte Sarkomerlange und Z-Streifenbreite zur Folge hatte [122].
Eine Einschrankung unserer Studie ist der Vergleich von humanen iPSC abgeleiteten KM mit
murinen Zellen. Da es jedoch schwierig ist, isolierte adulte und neonatale KM aus menschli-
chem Gewebe zu erhalten, ist die Verwendung von primaren Mausezellen als Referenzmarker
ein gangiges Verfahren fir vergleichende Studien zur KM-Struktur und -Funktion [123] [124]
[125]. Lundy et al. beschreiben eine Abnahme des Zirkularitatindex bei hESC KM bei verlan-
gerter Kultivierungsdauer von uber 80 Tagen. Damit erreichen sie Werte von 0,28+ 0,02, was
nochmals deutlich unter unserem Wert der adulten Vergleichszellen liegt [100]. Jedoch sind
sowohl in humanen als auch in murinen KM die Sarkomerfilamente senkrecht zur LAngsachse
ausgerichtet, um eine optimale Krafterzeugung zu gewahrleisten. Daher werden die vorge-

stellten Richtungsdaten durch den Vergleich zwischen den Spezies kaum beeinflusst.
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Die Verwendung von engl. Non human primates NHP KM, kénnte die Forschungsergebnisse
jedoch verbessern. Primatenzellen bieten einzigartige Moglichkeiten zur Entwicklung und Va-
lidierung pluripotenter Stammzell-basierten Interventionen [126]. Schlie3lich ahneln NHP Zel-
len ihren menschlichen Gegenstiicken mehr als ihren murinen Analoga [127] [128]. Obwohl
nur wenige Studien menschliche und NHP Zellen verglichen haben, deuten die wenigen ver-
fligbaren Daten zur Genexpression auf groRe Ahnlichkeiten in der Zellidentitat, dem Verhalten
und der Ausflhrung der Pluripotenz hin [127] [128] [129]. Dennoch bringt die Forschung mit
NHP einige Herausforderungen mit sich, zum Beispiel hohe Kosten und komplexe Genehmi-
gungsverfahren. Fur die Sarkomerlange haben frihere Studien Abstande zwischen benach-
barten Z-Scheiben von 1,75 bis 2,3 um angegeben, je nach Probe und den fir die Bildauf-
nahme verwendeten Techniken [130] [131] [132] [133]. In &hnlicher Weise ermittelten wir eine
Sarkomerlange von ~2 uym in adulten murinen KM, was den reifen Phanotyp menschlicher KM
sehr gut widerspiegelt. Daher kommen wir zu dem Schluss, dass sich murine Zellen als Refe-
renzzelltyp eignen, um die strukturelle Reifung von iPSC KM zu bewerten, obwohl leichte Un-
terschiede in der Sarkomerarchitektur zwischen verschiedenen Spezies nicht ausgeschlossen
werden.

Zusammengenommen ermdoglicht die Verwendung der Super-Resolution-Mikroskopie die
quantitative Bewertung von Veranderungen des Sarkomernetzwerks in KM. Mit dieser Technik
konnten wir zeigen, dass die strukturelle Reifung durch spezifische Kulturbedingungen gefor-
dert werden kann. Insbesondere haben mikrostrukturierte Oberflachen und eine verlangerte
Kultivierungsdauer einen Einfluss auf den Phanotyp von iPSC abgeleiteten KM. Diese verbes-
sern vor allem die Sarkomerdichte- und hauptausrichtung. Doch genau diese Parameter sind
gleichzeitig immer noch jene, welche die Anndherung an einen adulten Phanotyp limitieren.
Fir die regelrechte Reifung des Sarkomernetzwerks ist ein Isoformwechsel von Myofibrillen-
proteinen einschlieBlich Titin und dem Myosin Heavy Chain Protein noétig, was ebenfalls zu
bertcksichtigen ist [9]. Daher muss in diesem Bereich noch intensivst Forschung betrieben

werden.

VL. SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK

Trotz der immensen Fortschritte, die bei der Erzeugung von iPSC KM erzielt wurden, wirken
sich einige einschrankende Faktoren wie Unreife, genetische und phanotypische Heterogeni-
tat noch immer auf ihre Nutzbarkeit in der Praxis aus. In dieser Arbeit haben wir uns primar

auf den Phanotyp der KM konzentriert und die wichtigsten Kenngrossen fur eine funktionie-
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rende Kontraktion bearbeitet. Hierzu zahlen: Zellmorphologie, Z-Streifenbreite, Sarkomer-
lange und -hauptausrichtung sowie Dichte des Sarkomernetzwerkes. Wir untersuchten
mESCs und humane vordifferenzierte embryonale Stammzellderivate, welche eher eine un-
reife Sarkomerisierung zeigten. Ein besonderes Augenmerk legten wir auf die Bewertung von
hiPSCs, bei welchen die Kultivierungsdauer expandiert und ein Objekttrager mit mikrostruktu-
rierter Oberflache verwendet wurde, was zu einer Verbesserung der Sarkomerdichte und der
Filamentausrichtung flhrte. Als Kontrollzellen dienten murine KM aus neonatalem und adultem
Gewebe. Um valide Vergleichsdaten zu erhalten, verwendeten wir die Super-Resolution-Mik-
roskopie, bei welcher die Aufldsung ca. zehn Mal héher ist als bei herkdbmmlichen Mikrosko-
pen. Diese Technik ermdglichte genaue Analysen und die quantitative Kontrolle des Phano-
typs der KM, da auch kleinste Veranderungen des Strukturierungsgrades sichtbar gemacht
werden konnten [134] [88]. Daher kann das in dieser Arbeit entwickelte Protokoll die Entwick-

lung neuartiger Differenzierungsprotokolle unterstiitzen.

Der folgende Abschnitt bietet einen Uberblick (iber die noch zu l6sende Problematik der
Stammzellforschung in Hinblick auf kardiale Differenzierung und den Einsatz von aus iPSC
generierten KM in der Praxis (Gewebeersatz, Bioengeneering, pharmakologische Tests und
personalisierte Medizin) [135] [136] [137].

Zur Generierung von Herzzellen aus iPSCs ist mittlerweile ein komplexes Netzwerk an Para-
metern bekannt, welche als Stellschrauben im Differenzierungsprozess dienen kénnen. Je-
doch ist das Outcome an homogenen adulten KM noch immer qualitativ und quantitativ min-
derwertig. Mit jedem neuen Loésungsansatz scheint auch eine neue Problematik aufzutreten.
In mehreren Studien wurde bereits beschrieben, dass eine verlangerte Kultur und andere Me-
thoden, wie zum Beispiel die Erhéhung der Substratsteife [105], mechanischer Stress [138]
oder elektrische Stimulation [139], die Reifung von iPSC KM bis zu einem gewissen Grad for-
dern kénnen [112] [100] [130]. Nunes et al. entwickelten Biowire, eine technische Plattform,
die kultivierten KM Signale sendet, die sie in vivo wahrend der Embryonalentwicklung erhalten
wurden. Dazu gehoren eine spezielle extrazellulare Matrixzusammensetzung, 16sliche Fakto-
ren, die elektrische Stimulation und eine 3D-Zellkultur [140]. Der Ubergang von 2D- zu 3D-
Modellen hat die zelluldre Reife der iPSC KM verbessert, aber auch die Komplexitat des Mo-
dells und dessen Analysen erhdht [141]. Licht fir die Mikroskopie, fluoreszierende Farbstoffe
und Medikamente mussen tiefer und gleichmafiger in die 3D-Kultur eindringen, um alle Zellen

Zu erreichen.

Das Verstandnis der Gene, die an der Reifung von KM beteiligt sind, fliihrte zu einem grol3en

Fortschritt. Das engl. Single-cell RNA Sequencing (scRNAseq) hat unser Wissen in diesem
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Bereich erweitert, indem Gene nachgewiesen wurden, die in der embryonalen Herzentwick-
lung friiher (TNNI1, MYHB6) und spater (NKX2-5, MYH7, MYL2, TTN, TNNI3, MYL2) exprimiert
werden. So kénnen reife und unreife KM unterschieden werden [142]. Durch die Reverse-
Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) kdnnen Genexpressionsprofile ermittelt
werden. Diese Methode wird zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend der Zellproduktion ver-
wendet, um die Qualitat der Differenzierung zu Uberprifen [53]. Das Vorliegen von kardialem
Troponin T hat sich als Goldstandard fir die Bestimmung der Reinheit von KM etabliert [143].
Jedoch garantiert diese Methode nur Homogenitat und nicht Funktionalitat. Um diese auf der
phanotypisch-quantitativen Ebene zu prufen, sind mikroskopische Herangehensweisen von
Noten, wie sie zum Beispiel in dieser Arbeit vorgestellt wurden. Jedoch wirde dieses Verfah-
ren die Produktionskosten und den Arbeitsaufwand fir eine breite klinische Anwendung enorm
in die Hohe treiben.

Der wahrscheinlichste Weg in die Zukunft scheint der Einsatz von Gen-Editing-Technologien.
Beim Erhalt und Uberleben von transplantierten iPSC KM spielt dies zum Beispiel schon eine
Rolle, da so Leukozytenantigene editiert werden kdnnen. Eine Immunreaktion gegen das
Transplantat bleibt dadurch aus [144]. Weniger als 10 % der injizierten Zellen wachsen erfolg-
reich in das Herzgewebe ein und Uberleben [145] [146]. Die Uberlebenden Zellen vermehren
sich jedoch. Inzwischen ist bekannt, dass dieses Phanomen auf eine Untergruppe transplan-
tierter KM mit intrinsischer Proliferationsfahigkeit zurlickzufihren ist [147]. Auch hier kénnte
die transkriptionelle Manipulation das Potenzial der iPSC KM zur praxisnahen Anwendung
verstarken. Durch Gen-Editing-Technologien wie zum Beispiel CRISPR-Cas9 kénnten kosten-
glnstig und in groRem Umfang homogene und funktionsfahige KM mit entsprechendem Sar-
komernetzweg hergestellt werden. Jedoch steckt die Forschung hierzu noch in den Kinder-

schuhen.

Mdéchte man die generierten KM zur Testung von Medikamenten verwendet, sollten Pharmo-
kodynamik und Pharmakokinetik nicht vernachlassigt werden. Dazu sind Technologien von
Noten, die eine realistische Gewebephysiologie simulieren. 3D-Bioprinting und mikrophysiolo-
gische Systeme, wie zum Beispiel Multi-Organ-Chips, versuchen die Komplexitat des mensch-
lichen Organismus abzubilden, die in vitro nur schwer reproduzierbar sind. Diese ahmen die
Zirkulation von Metaboliten und biochemische Signalgradienten durch ein miteinander verbun-
denes Netzwerk von Kanalen nach, die einen FlUssigkeitsstrom ermoglichen [148] [149] [150].
Jedoch sind diese Innovationen noch nicht ausgereift und unterscheiden sich daher noch er-

heblich von den in vivo Bedingungen.

Mittlerweile gibt es eine Vielzahl von Differenzierungsprotokollen fur aus iPSC generierten KM.

Die Unterschiede in den Forschungsergebnissen verschiedenster Arbeitsgruppen spiegeln die
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Vielfalt der Kulturbedingungen und Messmethoden wider. Daher ist flur die Kultivierung und

Differenzierung von iPSC KM ein standardisierter Ansatz erforderlich, um gruppen- und lan-

derubergreifend Resultate vergleichen zu kdnnen. Es bedarf eines weltweiten, interdisziplina-

ren Ansatzes, um das Ziel von geno- und phanotypisch adulten iPSC KM zu erreichen.
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