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Zusammenfassung

Derzeit ist die Regenerative Medizin eines der vielversprechendsten Forschungsge-
biete fur zukunftige, innovative Behandlungsansatze von Krankheiten, fur die es bisher
noch keine oder nur unzureichende Therapien gibt. Im Rahmen dieses Forschungs-
gebietes wird unter anderem an Strategien fur die Geweberegeneration geforscht. In
der Vergangenheit mangelte es vor allem an autologen Zellen, aber auch die Nachbil-
dung realitatsgetreuer Gewebestrukturen war ein limitierender Faktor. In diesem Zu-
sammenhang hat die Mdglichkeit, aus somatischen Zellen patientenspezifische indu-
zierte pluripotente Stammzellen (hiPSCs) zu generieren, hat eine nahezu unbegrenzte
Quelle an autologen Zellen eroffnet.

In dieser Arbeit wurde zunachst eine nicht-integrative, synthetische selbstreplizierende
Messenger Ribonukleinsaure (RNA; srRNA) verwendet, um renale Epithelzellen
(RECs) zu ruckstandsfreien hiPSCs zu reprogrammieren. Die erhaltenen hiPSCs zeig-
ten typische Charakteristika pluripotenter Stammzellen. Unter anderem war es moglich
sie in die drei Keimbahnen (mesoderm, endoderm und ektoderm) zu differenzieren,
was anhand des erstmals hierfur eingesetzten Chorion-Allantois-Membran (CAM)-As-
says bestatigt werden konnte.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde ein Differenzierungsverfahren etabliert, um die
aus RECs generierten hiPSCs in autologe hepatozytenahnliche Zellen (HCLs) zu dif-
ferenzieren. Diese Zellen exprimierten hepatozytenspezifische Marker und zeigten
wichtige zellspezifische Funktionen, wie die Albumin-Synthese, Cytochrom-(CYP)-
P450 Aktivitat, Glykogenspeicherung und Indocyaningrun (ICG)-Verstoffwechselung.
Im Anschluss daran wurden biokompatible, dreidimensionale (3D) schmelzelektro-
gesponnene Poly-ge-Caprolacton (PCL)-Scaffolds hergestellt und mit vordifferenzierten
Hepatoblasten besiedelt, die sich gleichmalig an die Fasern der Scaffolds anlagerten
und erfolgreich zu HLCs ausgereift werden konnten. Die Verwendung von patienten-
spezifischen HLCs stellt eine vielversprechende Zellquelle fur personalisierte Leberre-
generationsstrategien dar und bietet in Kombination mit biokompatiblen 3D-Modellen
ein breiteres Anwendungsspektrum, das von der Gewebeherstellung Uber die Arznei-
mittelprifung und -testung bis hin zur Krankheitsmodellierung reicht.

Um die Versorgung von Zellen bzw. Organen mit ausreichend Nahrstoffen sicherzu-
stellen, ist eine Vaskularisierung notwendig. Aus diesem Grund wurde nachfolgend
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eine Methode zur Generierung von Endothelzellen (ECs) aus hiPSCs etabliert. Dazu
wurde ein Differenzierungsprotokoll erarbeitet, welches innerhalb von 6 Tagen aus
hiPSCs funktionelle ECs hervorbrachte, die zellspezifische Marker exprimierten. Im
Anschluss daran wurde ein blutgefal3ahnliches in vitro-Modell, auf Basis von Polydi-
methylsiloxan (PDMS) und den generierten ECs etabliert, um einerseits die Interaktion
eines Endothels mit aus dem Blut stammenden Zellen in Echtzeit zu analysieren und
um andererseits die Endothelialisierung vaskularer Implantate zu testen. Zukunftig
kann dieses Modell als in vitro-Testplattform eingesetzt werden, um die Interaktion des
Endothels mit verschiedenen Blutzellkomponenten zu analysieren und um den Ein-
fluss von unterschiedlichen Gefallimplantaten und -beschichtungen auf die Endotheli-

alisierung zu testen und somit kontinuierlich zu verbessern.

Im Bereich der regenerativen Medizin erdffnet der Einsatz von patientenspezifischen
hiPSCs vielfaltige Anwendungsmaoglichkeiten. Unter Verwendung von srRNA kdnnen
somatische Zellen in einem ersten Schritt zu pluripotenten Stammzellen reprogram-
miert und anschliel3end zu autologen Gewebezellen wie z.B. zu HLCs und ECs diffe-
renziert werden. Der Einsatz dieser Zellen besteht sowohl in der Zelltherapie als auch
im Bereich des Tissue Engineerings, aber auch in der Testung von Arzneimitteln oder
Implantat- und biomaterialien und bietet die Grundlagen fur neuartige Behandlungsop-

tionen.
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Abstract

Regenerative medicine is currently one of the most promising areas of research for the
future treatment of diseases. Among other things, this field of research is looking at
strategies for tissue regeneration. In the future, it should be possible to have treatment
options available for diseases for which there are currently no or only inadequate ther-
apies. In the past, the lack of autologous cells and the reproduction of realistic tissue
structures were the main limiting factors. The possibility of generating patient-specific
induced pluripotent stem cells (hiPSCs) from somatic cells has opened up an almost
unlimited source of autologous cells, enabling research into innovative therapeutic op-

tions.

In this work, a non-integrative, synthetic self-replicating messenger ribonucleic acid
(RNA; srRNA) was used to reprogram renal epithelial cells (RECs) into footprint-free
hiPSCs. The resulting hiPSCs exhibited the typical characteristics of pluripotent stem
cells. Among other things, it was possible to differentiate them into the three germlines
(mesoderm, endoderm and ectoderm), which could be confirmed using the chorion-
allantois membrane (CAM) assay used for the first time for this purpose.

In the further course of this work, a differentiation procedure was established to differ-
entiate the REC-derived hiPSCs into autologous hepatocyte-like cells (HCLs). The
successfully differentiated cells expressed hepatocyte-specific markers and displayed
important hepatocyte functions (albumin synthesis, cytochrome (CYP)-P450 activity,
glycogen storage and indocyanine green metabolism). Subsequently, biocompatible
three-dimensional (3D) melt electrospun poly-e-caprolactone (PCL) scaffolds were fab-
ricated and seeded with pre-differentiated hepatoblasts, which adhered uniformly to
the scaffold fibers and matured into HLCs. The use of patient-specific HLCs represents
a promising cell source for personalized liver regeneration strategies and, in combina-
tion with biocompatible 3D models, offers a wider range of applications from tissue

engineering to drug testing and disease modelling.

Vascularization is indispensable to ensure that cells are supplied with sufficient nutri-
ents. For this reason, a method for generating endothelial cells (ECs) from hiPSCs was
subsequently established. In this context, a differentiation protocol was developed with
which it was possible to generate functional ECs that express specific markers from
hiPSCs within 6 days. Subsequently, a blood vessel-like model consisting of polydime-

thylsiloxane (PDMS) and the generated ECs was established to analyze the interaction
Vil



of an endothelium with blood-derived cells in vitro in real time and additionally to test
vascular implants. In the future, this model can serve as an in vitro platform to firstly
analyze the interaction of the endothelium with different blood cell components and
secondly to test the influence of different vascular implants and coatings on endotheli-

alization.

The use of patient-specific hiPSCs opens up enormous possibilities in the field of re-
generative medicine. Somatic cells can be reprogrammed into pluripotent stem cells
using srRNA and differentiated into autologous tissue cells such as HLCs and ECs.
The potential applications of these cells are diverse and include cell therapy as well as
tissue engineering and the testing of drugs or implant and biomaterials and provide the
base for novel treatment options for which there are currently no or only limited thera-

peutic options.

VI



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Regenerative Medizin

Die derzeitige Moglichkeit der Transplantation intakter Organe und Gewebe zur Be-
handlung von Organ- und Gewebeversagen und -verlusten ist unter dem begrenzten
Angebot an Spenderorganen und den oft schwerwiegenden immunologischen Kom-
plikationen limitiert [1]. Potentielle Ansatze zur Umgehung dieser Problematiken wer-
den im Bereich der Regenerativen Medizin entwickelt. Die regenerative Medizin ist ein
multidisziplinares Forschungsgebiet, das die Molekular- und zellbiologie, mit der Ge-
webezlchtung (auch als Tissue Engineering bezeichnet) und der Biomaterialfor-
schung vereint (Abbildung 1). Im Rahmen der Regenerativen Medizin werden Thera-
piemoglichkeiten erforscht und entwickelt, die es ermoglichen, Zellen, Gewebe oder
ganze Organe zu regenerieren oder zu ersetzen, die durch Alterung, Erkrankungen
oder Traumata nicht mehr voll funktionsfahig sind oder auch um angeborene Defekte
zu behandeln [2]. Dabei werden sowohl Moglichkeiten eines biologischen Gewebeer-
satzes [3] als auch die Anregung korpereigener Regenerations- und Reparaturpro-
zesse erforscht [4]. Die regenerative Medizin umfasst zahlreiche innovative Strategien,
darunter die Verwendung von Materialien und de novo erzeugten Zellen sowie ver-
schiedene Kombinationen davon, um fehlendes Gewebe sowohl strukturell als auch
funktionell wirksam zu ersetzen oder zur Geweberegeneration anzuregen [3]. In klini-
scher Hinsicht stellt dies dennoch eine enorme Herausforderung dar, da Saugetiere,
einschlieBlich des Menschen, eine der schlechtesten Regenerationsfahigkeiten aller
Wirbeltiere aufweisen [5]. Ein wichtiges Ziel der Regenerationsforschung ist daher das
Verstandnis der molekularen Mechanismen, die die Regeneration steuern. Durch die
Stammzellforschung, aber auch durch die Moglichkeit Genom- und transkriptomana-
lysen durchzufuhren hat sich das Wissen uber molekulare Mechanismen, die an der
Geweberegeneration beteiligt sind stetig weiterentwickelt. Dadurch wurde die Rege-
nerative Medizin zu einem moglichen Therapieansatz fur Erkrankungen, fur die bis

dato nur begrenzte Behandlungs- bzw. therapiemdglichkeiten verfugbar waren.
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Abbildung 1: Ubersicht der Teilgebiete und Anwendungsbereiche der Regenerativen Medizin.
Die Regenerative Medizin ist ein multidisziplinares Forschungsgebiet der translationalen Medizin und
verbindet die Biomaterialforschung, Zell-basierte Therapien und das Tissue Engineering mit dem Ziel
der Entwicklung von Therapien, die die Méglichkeit bieten Zellen, Gewebestrukturen oder ganze Organe
zu heilen oder zu ersetzen. Teile der Abbildung wurden unter Verwendung von Bildern von Servier
Medical Art gezeichnet. Servier Medical Art von Servier ist lizenziert unter einer ,Creative Commons
Attribution 3.0 Unported License®.

Stamm- oder Progenitorzellen konnen in vitro oder in vivo zu der gewunschten Zellart
differenzieret und anschlieBend zur Stimulation endogener Reparaturmechanismen
genutzt werden. Aber auch der Einsatz bioaktiver Materialien, die Wachstumsfaktoren
freisetzen oder die Transplantation von biotechnologisch hergestellten Gewebestu-
cken kann zur Geweberegeneration fuhren, bevor es zu einem lebensbedrohlichen

Organversagen kommt.

Vor allem die Zelltherapie gilt als eine der vielversprechendsten Zukunftstechnologien
fur die Reparatur von beschadigtem oder zerstortem Gewebe [6]. Die zellbasierte The-
rapie beinhaltet die Verabreichung von Zellen als lebende Wirkstoffe zur Behandlung
von Krankheiten und hat in den letzten Jahren eine gesteigerte klinische Anwendung
erfahren [7]. Die Zelltherapie umfasst stammzellbasierte und nicht-stammzellbasierte,
einzellige und multizellulare Therapien mit unterschiedlichen, immunphanotypischen

Profilen, Isolierungstechniken, Wirkmechanismen und Regulierungsebenen [8]. Durch
2
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gezieltes Einbringen von neuem, gesundem zellularem Material in den Korper eines
Erkrankten ist es mdglich, kranke oder geschadigte Zellen eines Gewebeverbands zu
ersetzen, neu zu generieren oder zu reparieren und somit Krankheiten zu behandein.
Des Weiteren konnen hierdurch I6sliche Faktoren wie Zytokine, Chemokine und
Wachstumsfaktoren freigesetzt werden, welche eine parakrine oder endokrine Wir-
kung erzielen kdonnen [9]. Trotz kontinuierlicher Fortschritte bei zellbasierten Behand-
lungen verschiedener Indikationen ist die Entwicklung neuer Produkte oder Therapie-
ansatze ein schwieriger und zeitintensiver Prozess. Innovative Zelltherapien kdnnen
auf Grund ihrer neuartigen Wirkmechanismen unterschiedliche Risiken fur den Patien-
ten mit sich bringen, wie beispielsweise Immunogenitat oder Tumorigenitat. Aus die-
sem Grund sind bisher nur wenige zellbasierte Therapien klinisch zugelassen. Gen-
und zelltherapien werden in der Erforschung und der klinischen Erprobung sowie ge-
gebenenfalls in der Vermarktungsphase einer strengen wissenschaftlichen, ethischen
und behordlichen Uberpriifung unterzogen, was viele Jahre dauern kann [10]. Zu den
aktuell zugelassenen zellbasierten Therapien gehdren unter anderem die Behandlung
von Lymphdrusenkrebs mittels Zelltransfer von genetisch veranderten CAR-T-Zellen
[7], die Verwendung von patienteneigenen Limbusstammzellen zur Reparatur gescha-
digter Hornhautepithelien [11] sowie die Verwendung von adulten Stammzellen zur
Behandlung von Fisteln im Zusammenhang mit Morbus Crohn [12]. Zudem ist seit
2017 eine Zelltherapie zur Behandlung von Knorpelschaden im Kniegelenk zugelas-
sen. Den Patienten werden dabei Chondrozyten entnommen und expandiert, um an-

schliellend Spharoide zu generieren, die dann im Kniegelenk eingesetzt werden [13].

Die fur Zelltherapien haufig verwendeten patienteneigenen Zellen werden meist durch
eine Biopsie des entsprechenden Gewebes gewonnen. Anschlieend werden sie vom
Gewebeverband getrennt bzw. daraus isoliert und in einer in vitro-Zellkultur expandiert,
um sie daraufhin dem Patienten zu Therapiezwecken wieder zuzufuhren. Diese auto-
logen Zellpopulationen sind fur zelltherapeutische Behandlungsstrategien von grof3em
Interesse, da sie ein minimales Abstof3ungsrisiko aufweisen [9, 14]. Allerdings hangt
der Erfolg der Therapie sowohl entscheidend von der Zellverfugbarkeit im Patienten

als auch von den Eigenschaften der Zielzellen ex vivo ab.
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1.2 Stammzellen

Stammzellen weisen keine oder nur eine geringfugige Differenzierung auf, wodurch
ihre Funktion im spateren Organismus noch nicht festgelegt ist. Aus Stammzellen kon-
nen durch Teilung, Tochterstammzellen oder durch Differenzierung spezialisierte Ge-
webezellen hervorgehen. Unterschieden werden drei Arten von Stammzellen. Sie alle
haben die Eigenschaft, sich selbst zu erneuern und sich in verschiedene Zelltypen zu
differenzieren. Eine Unterscheidung der Stammzellen erfolgt nach dem Grad ihrer
Spezialisierung in totipotente, pluripotente oder multipotente bzw. adulte Stammzellen
(Abbildung 2) [15].

© Totipotent Pluripotent Multipotent
@®
©
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e 8 N\J0
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£ o
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Abbildung 2: Schematische Abbildung der Einteilung von Stammzellen.

Mit zunehmender Spezialisierung der Stammzellen nimmt deren Differenzierungsfahigkeit allmahlich
ab. Aus einer befruchteten Eizelle entwickelt sich durch Teilung und Verdichtung der Zellen die Blasto-
zyste, welche keine totipotenten Eigenschaften mehr aufweist, sondern in den pluripotenten Zustand
Ubergegangen ist. Pluripotente Zellen kénnen sich in gewebespezifische Zellen aller drei Keimbahnen
(meso-, endo- und ektoderm) differenzieren. Die fortschreitende Spezialisierung fiihrt zu multipotenten
Stammzellen, die sich ausschlieRlich in Zellen einer bestimmten Keimbahn differenzieren lassen. Bei
erwachsenen Menschen sind sie an der physiologischen Geweberegeneration beteiligt.

Totipotente Zellen sind am geringsten entwickelt aber die potentesten Stammzellen.
Nach Befruchtung der Eizelle bis einschlie3lich vier bis acht Zellteilungen kdnnen sie
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sich zu einem vollstandigen Organismus entwickeln und das extra-embryonale Ge-
webe bilden [16]. Nach weiteren Teilungen erreichen die Zellen das Stadium der
Blastozyste, in dem sie in die Pluripotenz Gbergehen und sich somit ausschliellich in
die drei embryonalen Keimbahnen differenzieren konnen. Nach weiteren Teilungen
beginnt die postembryonale Phase und die Zellspezialisierung schreitet weiter voran,
was letztendlich zum Verlust der pluripotenten Eigenschaften flhrt. Die Fahigkeit zur
Differenzierung ist dann auf Zellarten einer bestimmten Keimbahn oder eines Gewe-
bes beschrankt, und die Stammzellen werden als adulte Stammzellen bezeichnet, da
sie auch in erwachsenen Individuen vorhanden sind. Adulte multipotente Stammzellen
liegen in einem metabolisch ruhenden Zustand vor, sind aber aktiv an der Gewebere-
generation nach Verletzungen [17], sowie der physiologischen Erneuerung von Zellen
beteiligt. Sie sind wahrend der gesamten Lebenszeit in einem Organismus nachweis-
bar [18], beispielsweise in den Organen und im Knochenmark.

Adulte Stammzellen liegen in jedem Menschen vor. Dies er6ffnet die Moglichkeit eines
autologen Einsatzes fur stammzellbasierte Therapien [19]. Des Weiteren konnen in
diesem Zusammenhang auch embryonale Stammzellen (ESCs) oder pluripotente
Stammzellen (PSCs) fur innovative Therapieansatze zur Behandlung von Krankheiten

oder medizinischen Problemstellungen genutzt werden.

1.2.1 Pluripotente Stammzellen (PSCs)

Studien zur erfolgreichen Anwendung von humanen Stammzellen im Bereich der Re-
generativen Medizin haben gezeigt, dass Stammzellen eine optimale Losung darstel-
len, um Gewebe- oder Organstrukturen zu generieren. Sie sind in der Lage, sich in
unterschiedliche, spezifische Zelltypen zu differenzieren, die fur die Reparatur von er-
kranktem Gewebe bendtigt werden [20]. In den letzten Jahren hat sich die Anzahl kli-
nischer Studien, die sich mit stammzellbasierten Therapien befassen, stark erhoht
[21]. Gewebespezifische adulte Stammzellen, weisen dabei allerdings meist ein limi-
tiertes Proliferations- und Differenzierungspotenzial auf. PSCs im Gegensatz dazu,
haben die Fahigkeit der Selbsterneuerung, um Tochterzellen zu produzieren, die die
gleichen Eigenschaften der Vorlauferzelle besitzen [22]. Unter bestimmten Bedingun-
gen oder bei bestimmten Signalen sind PSCs in der Lage in die drei Keimbahnen zu
differenzieren [23]. Dadurch kdnnen nahezu unbegrenzt gewebespezifische Zellen fur

verschiedene Anwendungsmaoglichkeiten hergestellt werden.
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Im Allgemeinen werden zwei Arten von PSCs unterschieden: ESCs und induzierte
pluripotente Stammzellen (iPSCs). ESCs werden aus der inneren Zellmasse von
Praimplantationsembryonen gewonnen [24] und kdnnen in vitro ihren pluripotenten Zu-
stand unbegrenzt aufrechterhalten bzw. expandiert werden. Trotz zahlreicher Einsatz-
moglichkeiten, die vor allem humane ESCs fur die Forschung und Medizin bieten gibt
es sowohl technische als auch ethische Limitierungen, die den klinischen Einsatz von
humanen ESCs einschranken [25]. Insbesondere die Isolation der ESCs aus der
Blastozyste geht mit ethischen Bedenken einher, da dieses Verfahren zur Zerstérung
eines Embryos fuhrt [24]. Neben der Zerstorung des Embryos handelt es sich bei hu-
manen ESCs um eine ausschliel3lich allogen verfugbare Zellquelle, deren geringe Ver-
fugbarkeit, aber auch die Risiken der Immunreaktion den klinischen Einsatz weiter ein-
schranken. Um dieser Problematik entgegenzuwirken, wurde in den vergangenen Jah-
ren an alternativen Moglichkeiten geforscht, die es ermdglichen ausdifferenzierte
adulte somatische Zellen in PSCs umzuwandein.

1.2.2 Humane induzierte Pluripotente Stammzellen (hiPSCs)

Das Prinzip der Generierung von induzierten pluripotenten Stammzellen basiert auf
der gezielten Umwandlung, auch als Reprogrammierung bezeichnet, von somatischen
Zellen in Zellen, die durch die Expression embryonaler Transkriptionsfaktoren wieder
einen pluripotenten Zustand aufweisen [26]. Dieser Prozess wird unter anderem durch
Chromatinablagerungen und die Entfernung von Methylierungsmustern der Desoxyri-
bonukleinsdure (DNA) ermdglicht. Die anschlieRende Uberexpression von Transkrip-
tionsfaktoren, die auch im embryonalen Stadium vorhanden sind, leitet den Prozess
letztendlich ein. Die Transkriptionsfaktoren Octamer-binding transcription factor 4
(Oct4), Sex determining region Y-box 2 (Sox2) und Nanog halten die Pluripotenz der
Zellen aufrecht und werden somit auch am starksten exprimiert. Weiterhin spielen
auch die Expression von cMyc, Kruppel-like factor (KIf4) und Lin28 aber auch die Kul-
turbedingungen, eingesetzte Wachstumsfaktoren oder Zytokine usw. beim Erhalt der
Pluripotenz eine Rolle [27].

Die erste gezielte Reprogrammierung von somatischen Zellen wurde bereits 1962 von
John Gurdon durchgefuhrt. Durch Zellkerntransfer einer Darmzelle der Xenopus-Kaul-
quappe in ein enukleiertes Froschei gelang ihm die EinfiUhrung einer nuklearen Repro-

grammierung [28]. Im weiteren zeitlichen Verlauf wurde die Strategie der Reprogram-
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mierung 2006 von Yamanaka und Takahashi unter Verwendung von nur vier Tran-
skriptionsfaktoren (Oct4, Sox2, KIf4 und cMyc), die von 24 Faktoren reduziert wurden,
mittels retroviraler Transduktion an murinen und kurze Zeit spater auch an humanen
Fibroblasten durchgefuhrt [29, 30]. Diese Faktoren haben die Fahigkeit, Pluripotenz
bei somatischen Zellen zu induzieren, so dass die entstandenen PSCs theoretisch,
durch reversible epigenetische Veranderungen, in jeden der 220 bekannten Zelltypen
differenzieren konnen [31]. Weiterfuhrend konnte gezeigt werden, dass die so entstan-
denen PSCs wie auch ESCs in der Lage sind, sich selbst zu erneuern und zu differen-
zieren und somit als Alternative zu ESCs verwendet werden kdnnen. Seitdem wurden
weitere Reprogrammierungsfaktoren und -methoden getestet, sodass nun zur Gene-
rierung von hiPSCs Kombinationen verschiedener Reprogrammierungsfaktoren, Pro-
teine, RNAs, Peptide usw. zur Verfugung stehen [32].

Die Generierung von hiPSCs aus patienteneigenen Zellen (Abbildung 3) ist im Ver-
gleich zu ESCs oder dem Zellkerntransfer ethisch unbedenklich und ermoglicht die
personalisierte Generierung unterschiedlichster Zellarten aus hiPSCs, wodurch die in
vitro-Erforschung von Krankheitsbildern oder Medikamenten maoglich ist. Aber auch fur
den Bereich der Regenerativen Medizin stellt die Mdoglichkeit der Generierung von

hiPSCs eine nahezu unerschopfliche Zellquelle dar.

Differenzierung
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Abbildung 3: Generierung von hiPSCs durch Reprogrammierung somatischer Zellen und an-
schlieBende Differenzierung.

Schematische Darstellung der Reprogrammierung von humanen somatischen Zellen, anhand des Bei-
spiels renaler Epithelzellen (RECs). Haufig eingesetzte Zellarten fiir die Reprogrammierung sind unter
anderem Fibroblasten, oder RECs, welche lber Hautbiopsien bzw. Urinproben gewonnen, isoliert und
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in vitro expandiert werden. Durch das Einbringen und die darauffolgende Expression von Reprogram-
mierungsfaktoren (z.B. Kif4, Oct4, Sox2, c-Myc) kénnen hiPSCs entstehen, die anschlieRend wieder zu
gewebespezifischen Zellen differenziert werden kénnen.

Zur Induktion der Pluripotenz somatischer Zellen konnen integrierende und nicht-in-
tegrierende Reprogrammierungsmethoden angewendet werden. Vor allem integrie-
rende virale Vektoren wurden in der Vergangenheit haufig zur Reprogrammierung so-
matischer Zellen verwendet [33]. Neben ihrer Immunogenitat [34] kann die konstante
Prasenz der Vektoren im Genom auch nach Beendigung der Reprogrammierung zu
einer unerwunschten Reaktivierung der Transkriptionsfaktoren fihren und dadurch die
Genexpression oder die DNA-Methylierung verandern [35]. AuRerdem wurde gezeigt,
dass die Qualitat der erzeugten hiPSCs beeintrachtigt sein kann, da die Expression
endogener Gene, die mit Pluripotenz assoziiert sind, nicht vollstandig aktiviert wurde
[36]. Verschiedene Studien deuten darauf hin, dass eine potentielle Reaktivierung des
viralen Transgens und seine Restaktivitat in den entstandenen hiPSCs den zellularen
Entwicklungsprozess verandern und zur Tumorentstehung fihren kann [37, 38]. Nach
Beendigung der Reprogrammierung kann durch die Erweiterung der Vektorsequenz
eine gezielte Entfernung der viralen Komponenten vorgenommen werden [39]. Das
Risiko einer potenziellen Reaktivierung der Transkriptionsfaktoren im Falle einer nicht
erfolgreichen oder unzureichenden Entfernung der viralen Vektorsequenzen bleibt

aber bestehen.

Um die Verwendung von viralen Vektoren zu umgehen, sind mittlerweile verschiedene
nicht-integrierende Reprogrammierungsmethoden etabliert, wie zum Beispiel die
Transfektion somatischer Zellen mit Plasmid DNA (pDNA) [40], die Verwendung von
Sendai-und Adenoviren [41, 42], Protein-basierte Transduktion [43], oder die Verwen-
dung von synthetischer Messenger RNA (mRNA) [44]. Dadurch konnten in den ver-
gangenen Jahren grof3e Fortschritte mit hiPSCs im Bereich der Grundlagenforschung,
aber auch in der klinischen Anwendung gemacht werden. Bereits im Jahr 2014 wurde
die Sicherheit von regenerativen Therapieansatzen in einer ersten klinischen Studie
zur Behandlung der Makula-Degeneration mittels hiPSC-abgeleiteten Zellen nachge-

wiesen werden [45].

1.3 Reprogrammierung mit mRNA
In den letzten Jahren wurden verschiedene, nicht-integrative, Reprogrammierungsme-
thoden erfolgreich etabliert, um Pluripotenz in verschiedenen somatischen Zelltypen

zu induzieren [46, 47]. Ein vielversprechender Ansatz ist dabei die Verwendung einer
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synthetischen mRNA zur Reprogrammierung [48, 49]. mRNAs, die beispielsweise fur
die "Yamanaka"-Faktoren (Oct4, KIf4, Sox2 und c-Myc) und zusatzlich Lin28 kodieren
[50], kdnnen mittels einer in vitro-Transkription (IVT) synthetisiert (Abbildung 4A) und
anhand einer Transfektion in die Zellen eingebracht werden, um eine Reprogrammie-
rung zu induzieren (Abbildung 4C). Ein groRer Vorteil der mRNA besteht in ihrem
molekularen Aufbau, der sich von DNA unterscheidet und verhindert, dass sie ins Ge-
nom eingebaut werden kann. mRNA verbleibt im Zytoplasma und es besteht keine
Gefahr einer Integrationsmutagenese. Die Transienz der mRNA stellt einen weiteren
Vorteil dar, da mRNA-Molekule in einem Zeitraum von 2-3 Tagen physiologisch von
der Zelle abgebaut werden [48, 51] und eine Reaktivierung der Reprogrammierungs-
faktoren zu einem spateren Zeitpunkt nicht mehr maoglich ist. Allerdings erfordern die
transienten Eigenschaften der mRNA eine tagliche Transfektion der Zellen, um eine
kontinuierliche Expression der Reprogrammierungsfaktoren uber den gesamten Zeit-
raum des Reprogrammierungsprozesses zu gewahrleisten [48]. Die Erkennung der
fremden RNA aktiviert, demzufolge taglich die angeborene Immunantwort, was zu er-
hohtem zellularem Stress und Zytotoxizitat fuhrt [52].

1.3.1 Reprogrammierung mit selbstreplizierender RNA (srRNA)

Um die Schwierigkeiten synthetischer mRNA-basierter Reprogrammierungsmethoden
zu umgehen, ist der Einsatz von srRNA eine alternative Strategie zur Herstellung von
ruckstandsfreien hiPSCs, die erstmals von Yoshioka et al. im Jahr 2013 veroffentlicht
wurde [53]. Im Rahmen dieser Studie wurde eine RNA entwickelt, die sich fur eine
begrenzte Anzahl von Zellteilungen selbst repliziert (Abbildung 4B). Dadurch kann
die zur Reprogrammierung notwendige Anzahl an Transfektionen reduziert werden.
Das Ausgangskonstrukt ist ein nicht infektioses, selbstreplizierendes RNA-Replikon
des Venezolanischen Pferdeenzephalomyelitis (VEE)-Virus [54]. Das VEE-Virus ist ein
positives einzelstrangiges RNA (ssRNA)-Virus, das die Information fur eine RNA-Po-
lymerase in Form der nichtstrukturellen Proteine (nsPs) 1-4 in die Zelle einschleust
[55]. Die Translationsmaschinerie der Wirtszelle gewahrleistet die Expression der
nsPs. Uber einen negativen RNA-Strang kann das Virus so seine genomische RNA
replizieren und mit Hilfe des 26S Promotors eine subgenomische RNA herstellen. Die
subgenomische RNA kodiert fur die viralen Strukturproteine (Glykoproteine und
Kapsid). Nach der Translation werden diese modifiziert und bilden nach dem Transport
zur Wirtszellmembran neue Viruspartikel [56].
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Die VEE-srRNA enthalt ausschliel3lich die nsP1 bis nsP4, die fur den RNA-Selbstrep-
likationskomplex VEE-Virus kodieren [44, 57]. Zusatzlich sind die "Yamanaka"-Tran-
skriptionsfaktoren (Oct4, Sox2, KIf4, c-Myc) in vier offenen Leserahmen (Open reading
frames, ORFs) auf dem RNA-Konstrukt enthalten, wodurch die konstante Expression
der Reprogrammierungsfaktoren nach einer einmaligen Transfektion Uber mehrere

Zellteilungen hinweg moglich ist.

Die VEE-srRNA ahmt mit der 5-Cap-Struktur und dem Poly(A)-Schwanz zellulare
mMRNA nach [58]. Um eine Positivselektion der erfolgreich transfizierten Zellen durch-
fuhren zu kénnen, wurde sie durch die Sequenz fur eine Puromycin N-acetyltrans-
ferase (PAC) erganzt, da Puromycin zytotoxisch wirkt. Strukturell ahnelt Puromycin
einer Tyrosin kodierenden RNA (tRNA) [59] und ist in der Lage, bei nicht erfolgreich
transfizierten Zellen an der Bindungsstelle der Ribosomen einzutreten und kovalent an
MRNA zu binden [60]. Dies fuhrt zu einem irreversiblen vorzeitigen Abbruch der Trans-
lation und die Zelle geht durch die Anhaufung von fehlerhaften Proteinen zu Grunde
[59].

Durch zelleigene Nukleotide findet die Replikation der srRNA im Zytoplasma der zu
transfizierenden Zellen statt. Dafur ist eine einzige Transfektion ausreichend. Dies re-
duziert die Immunogenitat und den zellularen Stress. Dennoch wird auch die srRNA
als fremd erkannt, was zu einer Immunreaktion (Typ-I-IFN Antwort) bei den Wirtszellen
fuhrt [61]. Die in Folge dessen freigesetzten Interferone (IFN)-a und IFN- werden an
IFN-Rezeptoren auf der Zellmembran gebunden. Dies fuhrt Uber die Janus kinase;
Signal transducer and activator of transcription (JAK-STAT)-Signalkaskade zur Akti-
vierung von Interferon-stimulated genes (ISGs) [62]. Dabei werden unter anderem
RNA bindenden Proteinen (RBPs) exprimiert, die eine Reduktion der Proteinbiosyn-
these, eine Degradierung von RNA und apoptotische Prozesse in den Zellen einleiten,
um fremde RNA zu beseitigen [62]. Um die Degradation der RNA wahrend der Repro-
grammierung entsprechend reduzieren zu konnen, ist demnach die Verwendung eines
Interferoninhibitors (B18R) notwendig. Ein Ausschleichen von B18R kann positiv ge-
nutzt werden, um die Selbstreplikation am Ende der Reprogrammierung zu stoppen
und ruckstandsfreie hiPSCs zu generieren.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Herstellung und Anwendung von mRNAs zur Repro-
grammierung somatischer Zellen.

(A) mRNAs, die beispielsweise fiir die "Yamanaka"-Faktoren (Oct4, Kif4, Sox2 und c-Myc) und Lin28
kodieren, kdnnen mittels einer in vitro-Transkription (IVT) synthetisiert werden und anschlieRend an-
hand einer Transfektion in die Zellen eingebracht werden, um eine Reprogrammierung zu induzieren.
(B) srRNA ist in der Lage, sich fiir eine begrenzte Anzahl von Zellteilungen selbst zu replizieren, um so
die Anzahl der notwendigen Transfektionen zu reduzieren. (C) Die transiente mRNA verbleibt im Zyto-
plasma und stellt keine Gefahr einer Integrationsmutagenese dar. Allerdings wird sie in einem Zeitraum
von 2-3 Tagen auf natiirlichem Wege abgebaut, wodurch mehrere Transfektionen fiir eine Reprogram-
mierung notwendig sind.

1.4 Somatische Zellquellen

Nachdem hiPSCs erstmalig aus humanen Fibroblasten generiert werden konnten,
wurden weitere Arten somatischer Zellen fur die Reprogrammierung etabliert, wie zum
Beispiel Periphere Mononukleare Blutzellen (PBMCs) [63], Keratinozyten aus Haar-
wurzeln [64], Fibroblasten aus der Haut oder Renalen Epithelzellen aus dem Urin [44].
Die in dieser Arbeit verwendeten RECs stellen eine nicht-invasive, patientenscho-
nende somatische Zellquelle dar. Durch die physiologische Selbsterneuerung des
Epithelgewebes im Harntrakt werden beim Menschen taglich zwischen 2000 und 7000
Epithelzellen des proximalen Nierentubulus Uber den Urin ausgeschieden [65]. Die
Gewinnung und Reprogrammierung dieser Zellen ist somit eine nicht-invasive Strate-

gie zur Gewinnung korpereigener Zellen von Patienten dar.

1.5 Tissue Engineering

Patienten, die an angeborenen oder erworbenen Erkrankungen leiden, werden derzeit
haufig mit chirurgischen Therapien oder Proteinersatztherapien behandelt. Durch
diese Ansatze kann jedoch nicht immer ein physiologischer Zustand erreicht werden.

Auch chirurgische Verfahren konnen aufgrund verschiedenster Faktoren fehlschlagen
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[66]. Sie konzentrieren sich in der Regel auf die Verpflanzung von Gewebe von einer
Stelle auf eine andere beim selben Patienten (Autotransplantation) oder von einer Per-
son auf eine andere (Transplantation oder Allotransplantation), was weitere Risiken
und Folgen birgt. So ist die Entnahme von Autotransplantaten teuer, schmerzhaft, ana-
tomisch begrenzt und geht mit einer Verletzung der Entnahmestelle und der Gefahr
von Infektionen und Hamatomen einher. Im Fall einer Allotransplantation ist das zur
Verfugung stehende Gewebe ebenfalls begrenzt und es besteht die Gefahr einer Ab-
stoRung des Empfangers. Auch konnen Infektionen oder Krankheiten vom Spender
auf den Empfanger Ubertragen werden [67].

Die Reparatur oder Regeneration von geschadigtem Gewebe oder Organen und die
Wiederherstellung ihrer Funktionen bleibt daher ein groRes Bestreben im Bereich der
Regenerativen Medizin. Das Tissue Engineering bietet dafur therapeutische Techni-
ken, die sich auf die Reaktivierung von Entwicklungsprozessen in vivo und ex vivo
stutzen, um Produkte oder Modelle zu entwickeln, die zur Linderung von Gesundheits-
problemen beitragen konnen, einschlieRlich des Verlusts von Gewebe-/Organfunktio-
nen aufgrund von Traumata [68]. Um funktionelle, vorzugsweise autologe Ersatzstoffe
[69] herzustellen, die ein beschadigtes Gewebe regenerieren oder ersetzen macht sich
das Tissue Engineering im Allgemeinen drei wesentliche Komponenten zunutze [70]:
Dazu zahlen gewebespezifische Zellen sowie Geruststrukturen (auch als ,Scaffolds”
bezeichnet), die eine realitatsnahe Umgebung fur die Zellen nachahmen, und spezifi-
sche Biomolekule die eine Signalvermittlung innerhalb des Gewebes ermoglichen und

gegebenenfalls die Zelldifferenzierung oder die Proliferation fordern [71].

Obwohl die beschriebenen Strategien noch am Anfang stehen, gibt es bereits einige
Beispiele fur eine erfolgreiche klinische Umsetzung des Tissue Engineerings. Dazu
zahlen unter anderem der Ersatz von Bronchialsegmenten [72], die Wiederherstellung
von Knochen [73], sowie Knorpeldefekten [74] oder Therapiemdoglichkeiten bei Bla-
dendefekten [75]. Aber auch fur die Entwicklung externer Hilfsmittel wie beispielsweise
einer extrakorporalen Leber [76] oder kunstlichen Geweben, die als in vitro-Modelle
zur Untersuchung des Zellverhaltens und anderer Entwicklungsprozesse dienen, so-
wie fur die Entwicklung neuer molekularer Therapeutika wird das Tissue Engineering
bereits erfolgreich eingesetzt [77].

12
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1.5.1 Biomaterialien im Tissue Engineering

Um maglichst gewebespezifische Bedingungen nachbilden zu konnen und eine Kulti-
vierung unter moglichst physiologischen Bedingungen sicherzustellen, werden unter-
schiedliche Biomaterialien eingesetzt. Als Biomaterialien werden synthetische oder na-
turliche (nicht lebende) Materialien bezeichnet, die in der Medizin zu therapeutischen
oder diagnostischen Zwecken, oder im Bereich der Forschung, eingesetzt werden und
dabei in direkten Kontakt mit biologischem Gewebe des Korpers kommen konnen. Als
Materialien konnen naturliche Polymere (z.B. Collagen, Alginat, Gelatine, Chitosan
etc.) [78], dezellularisierte Extrazellularmatrices [79], synthetische Polymere (z.B. PCL,
Polylactid-co-Glycolid (PLGA)) [80, 81], Metall-basierte Materialen (z.B. Titan) [82]
oder Keramiken (z.B. Calcium-Phosphate, bioaktive Glaser und Glaskeramiken) [83,
84] verwendet werden. Im Bereich des Tissue Engineerings sind vor allem Parameter
wie Porositat und Architektur des Materials entscheidend fur die Funktionalitat der ein-
gesetzten Zellen und an die spezifische extrazellulare Matrix des jeweiligen Gewebes

angepasst.

Zur Nachbildung der gewebespezifischen Architektur der extrazellularen Matrix (ECM),
aber auch der biologischen und mechanischen Gewebeeigenschaften konnen ver-
schiedene Herstellungsverfahren, darunter Gefriertrocknung, 3D-Druck, Elektrospin-
ning, Phasentrennung, oder Selbstorganisation (z.B. in Hydrogelen) [85] genutzt wer-
den. Zur weiteren Verbesserung der Materialeigenschaften konnen zusatzlich Plas-
mabestrahlung oder verschiedene Beschichtungen als Oberflachenbehandlung durch-
gefuhrt werden. Aber auch eine Erganzung der Tragermaterialien mit funktionellen
Gruppen (z.B. Arg-Gly-Asp-Peptid) oder Wachstumsfaktoren ist moglich. Dadurch
konnen die Zelladhasion, Migration und Proliferation verbessert bzw. die Expression
von spezifischen Faktoren gesteigert werden [86]. Fur den klinischen Einsatz sollten
Materialien zum Einsatz kommen, die biologisch abbaubar oder bioresorbierbar und
vor allem biokompatibel sind. Etwaige Abbauprodukte sollten Uber Stoffwechselwege
ausgeschieden werden kdonnen, um die Funktionen im Gewebe aufrecht zu erhalten.
Die groRte Herausforderung beim Einsatz von Biomaterialien liegt aber nach wie vor
in der potenziellen Induktion von inflammatorischen Prozessen [87]. Diese korpereige-
nen Entzindungsreaktionen kdnnen zu nekrotischen Prozessen oder zur Absto3ung

des Materials fihren und missen daher verhindert werden.
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1.5.2 Limitierungen des Tissue Engineerings

Das Hauptziel des Tissue Engineerings besteht darin, geschadigtes Gewebe zu erset-
zen oder zu reparieren und die Lebensqualitat der Patienten auf sichere Weise zu
verbessern, indem verschiedene unerwunschte Wirkungen oder Limitierungen medi-
zinischer Standardtherapien umgangen werden [88]. Zu diesem Zweck sollen (auto-
loge) Zellen, Biomaterialien und Wachstumsfaktoren, je nach Verwendungszweck
kombiniert und auf den Patienten und dessen Erkrankung abgestimmt werden. Obwohl
bereits zahlreiche Untersuchungen und Anwendungen zur Regeneration verschiede-
ner Gewebe durchgefuhrt wurden, gibt es kritische Faktoren (Zellquelle, Konstruktion
der Tragermaterialien (Scaffolds), Zellaussaat, Kulturumgebung, mechanische Eigen-
schaften des Zell-Scaffold-Konstrukts) zu beachten [89].

Ein haufig beschriebenes Problem bei biotechnologisch hergestellten Geweben ist,
dass mit zunehmender Komplexitat der biologischen Systeme und Prozesse das Mo-
dell selbst zunehmend komplizierter und individualisierter wird/werden muss [90]. Dies
fuhrt haufig zu einer eingeschrankten klinischen Anwendbarkeit oder Kommerzialisie-
rung. Auch die Zellquelle hat einen enormen Einfluss auf den Erfolg des Tissue Engi-
neering. Zellen fur das Tissue Engineering werden dazu in autologe, allogene und xe-
nogene Zellen unterteilt [91]. Autologe Zellen sind fur das Tissue Engineering am bes-
ten geeignet, wahrend allogene und xenogene Zellen immunogen sind und eine zu-
satzliche immunsuppressive Therapie bendtigen, wenn neues Gewebe hergestellt
werden soll. Eine Einschrankung in Zusammenhang mit autologen Zellen ist die Ge-
winnung einer ausreichenden Menge gesunder Zellen mit hohem Regenerationspo-
tenzial, insbesondere wenn Patienten alt oder krank sind [92]. In solchen Fallen bieten
vor allem Stammzellen ein enormes Potenzial fur den Ersatz oder die Regeneration
von geschadigtem Gewebe. Insbesondere hiPSCs erlauben hierbei die Moglichkeit fur
personalisierte Therapieansatze sowie eine nahezu unerschopfliche patientenspezifi-
sche Zellquelle.

1.5.3 Verwendung von hiPSCs im Tissue Engineering

Die Unterschiede in der Physiologie und Molekularbiologie von Mensch und Tier wer-
den als Hauptursache fur Misserfolge bei der Arzneimittelentwicklung [93] oder bei der
Entwicklung von Krankheitsmodellen angefuhrt [94], was die Verwendung von huma-
nen Modellen umso erforderlicher macht. Fortschritte auf dem Gebiet der induzierten
pluripotenten Stammzellen haben der therapeutischen Forschung viele Mdoglichkeiten
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eroffnet [32]. Vor allem die Pluripotenz und das Potential der Selbsterneuerung sind
einzigartige Eigenschaften von hiPSCs [95]. Ihre Fahigkeit, sich unbegrenzt in Zellen
aller drei Keimblatter zu differenzieren, ist fur die Behandlung von Verletzungen und
Krankheiten besonders vorteilhaft.

Seit der Einfuhrung der hiPSC-Technologie im Jahr 2006 schreitet die Entwicklung in
diesem Forschungsgebiet kontinuierlich voran und verschiedene Studien konnten be-
reits die Anwendbarkeit der hiPSCs bei Herzkrankheiten, Augenkrankheiten oder neu-
rologischen Storungen zeigen [96-98]. Aber auch fur personalisierte Zelltherapien, die
Modellierung von Krankheiten sowie fur den Bereich des Tissue Engineerings haben
hiPSCs grof3es Potential [95]. Dies konnte bereits bei der Behandlung genetischer
Storungen (z.B. Sichelzellenanamie), sowie bei der Modellierung komplexer degene-
rativer Erkrankungen wie Diabetes und Alzheimer gezeigt werden [26, 99].

Somit stellt die Forschung an hiPSC-basierten Therapiemoglichkeiten einen Schlus-
selaspekt fur das Verstandnis, aber auch fur die zukunftige Behandlung menschlicher
Krankheiten dar. Vor allem Probleme wie die Verfugbarkeit von patientenspezifischen
Zellen oder mogliche Immunreaktion des Wirts, konnen durch die Anwendung von
hiPSCs, bzw. durch patientenspezifische hiPSC-basierte Modelle umgangen werden
[100, 101]. Haufig ist fur realitdtsnahe Tissue Engineering Modelle/Produkte eine kom-
binierte Kultur mehrerer Zellarten notwendig um die Funktion des jeweiligen Gewebes
optimal zu simulieren [102]. Auch in diesem Fall sind Gewebemodelle, die aus hiPSCs

gewonnene multiple Zellarten enthalten, ein vielversprechender Ansatz.

1.5.4 Leber Tissue Engineering

Die Leber spielt eine entscheidende Rolle bei verschiedenen physiologischen Funkti-
onen wie dem Protein-, Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel, der Entgiftung von Xeno-
biotika, der Speicherung von Glykogen und lebenswichtigen Biomolekulen, der Pro-
duktion und Ausscheidung von Gallen- und Cholesterinverbindungen, der Synthese
von Albumin und Gerinnungsfaktoren, der Ammoniakentgiftung und vielem mehr [103].
In diesem Zusammenhang kann eine Storung oder Einschrankung der Leberfunktio-
nen zu einer Vielzahl von nachfolgenden Komplikationen des Korpers (darunter Infek-
tionen, Blutungen oder erhdohter Druck im Gehirn) mit unterschiedlichem Schweregrad,
Morbiditat oder Mortalitat fUhren [104].
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Die Leber ist die grote Drise des Korpers, die bei Erwachsenen etwa 1,5 kg wiegt
und in einen grofRen rechten Lappen und einen kleineren linken Lappen (Abbildung
5A) unterteilt ist [105]. Jeder Lappen ist weiter in Leberlappchen unterteilt, die die
Funktionseinheiten der Leber darstellen (Abbildung 5B). Die Leberlappchen, die
kleinsten Strukturen der Leber, sind ein Netzwerk aus Hepatozyten und weiteren le-
berspezifischen Zellen, sowie Gallengangen und Lebersinusoiden, die zwischen den
Hepatozyten verlaufen (Abbildung 5C). Primare Hepatozyten machen 60-80 % der
Lebermasse aus und erflllen viele wichtige Funktionen im Korper [106]. Sie werden
als parenchymale Zellen bezeichnet, wahrend Cholangiozyten, Endothelzellen, gewe-
beansassige Makrophagen (Kupffer-Zellen) sowie stellate Zellen als nicht-pa-
renchymale Leberzellen bezeichnet werden. Eine aktive, effiziente Interaktion zwi-
schen Hepatozyten und den sie umgebenden Zellen und/oder der Mikroumgebung ist
fur ihre Aufrechterhaltung sowie ordnungsgemafe Funktion erforderlich [107].

B . 7

”9‘%’0 7 °§«
B=C) N/
io“gc? Y
(E12455
N

05 »'?;.'o Do%

= a%*gﬁ' 5
40,052,
= 1=

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Komplexitét der Leber.

(A) Die Leber besteht aus dem grofRen rechten Leberlappen und dem kleineren linken Leberlappen. An
der Unterflache der Leber treten die grof3e Leberarterie und die Pfortader in das Organ ein, zudem
verlasst der Gallengang hier die Leber und miindet in den Zwélffingerdarm. (B) Die beiden grof3en Le-
berlappen bestehen aus sogenannten Leberlappchen. (C) Jedes Leberlappchen besteht aus einem
dreidimensionalen Netz aus verschiedenen hepatischen Zellen, Sinusoiden, und Gallenkanalchen. Im
Zentrum jedes Leberlappchens liegt aukerdem ein Astchen der Lebervene.
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Eine gesunde Leber verfugt Uber eine ausgezeichnete Regenerationsfahigkeit als Re-
aktion auf Verletzungen. Diese Fahigkeit kann erheblich beeintrachtigt werden, wenn
die Leber einer schweren akuten Verletzung oder einer extremen chronischen Erkran-
kung ausgesetzt ist, die in der Regel mit einer fortschreitenden Leberentziindung und
Fibrose einhergeht [108]. Die orthotope Lebertransplantation ist noch immer der "Gold-
standard" und die einzige etablierte Behandlungsoption fur Lebererkrankungen im
Endstadium und bei akutem Leberversagen. Allerdings ist die Lebertransplantation mit
bekannten Einschrankungen verbunden, wie zum Beispiel dem Mangel an Spender-
organen, postoperativen Komplikationen und hohen Krankenhauskosten sowie einer
notwendigen lebenslangen immunsuppressiven Therapie [109, 110]. Aufgrund der ge-
nannten Einschrankungen sind daher alternative therapeutische Ansatze erforderlich,
um Lebererkrankungen zu behandeln, oder die Leber ganz oder teilweise zu ersetzen.
Die Anwendung von zellbasierten Therapien ist ein Ansatz, der bereits vor einigen
Jahren fUr die Behandlung verschiedener Krankheitsbilder eingefuhrt wurde [111-114].
Die Infusion von reifen, isolierten primaren Hepatozyten ist jedoch mit einer geringen
Anheftungsrate der implantierten Zellen verbunden [115]. Aus diesem Grund wird kon-
tinuierlich an Tissue Engineering-Ansatzen gearbeitet, die darauf abzielen, dreidimen-
sionales (3D)-Lebergewebe oder ganze biotechnologisch hergestellte Lebermodelle
oder Leberteile herzustellen, um die eingeschrankte Leberfunktion selbst nach massi-
ven Verletzungen wiederherzustellen und das Problem des Spendermangels zu um-
gehen [106].

Um leberahnliche Strukturen zu generieren kdnnen unterschiedliche Verfahren zum
Einsatz kommen. Unter anderem werden dezellularisierte Lebergeruste (z.B. vom
Schwein) verwendet, die den Aufbau einer naturlichen extrazellularen 3D-Matrix recht
prazise nachbilden konnen und dadurch eine gute Integration, Differenzierung und

Reifung der verwendeten Zellen zur Folge haben [116].

Haufig werden aber auch biologisch abbaubare Geruststrukturen (sogenannte Scaf-
folds) aus naturlichen oder synthetischen Materialien verwendet. Diese Scaffolds die-
nen als ECM, die die eingebetteten Zellen in einer 3D-Architektur organisieren und
ihnen Wachstums- und Reifungsstimuli bieten [106]. Durch die Zugabe spezifischer
Mikroumgebungsfaktoren kann die Funktion solcher Organ-Modelle verbessert wer-
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den. Beispielsweise kann die Funktion durch Co-Kultivierung von parenchymalen Zel-
len mit Nicht-Parenchymzellen wie Endothelzellen und Fibroblasten verbessert werden
[117].

Auch Hydrogele sind aufgrund ihres hohen Wassergehalts, ihrer Biokompatibilitat und
ihrer mechanischen Eigenschaften, die denen von naturlichem Gewebe ahneln, als
Gerustmaterialien fur die Generierung von Gewebestrukturen von gro3em Interesse
[118]. Durch die Zugabe von Zellen vor dem Gelierprozess konnen die Zellen homogen
im Gel verteilt werden. DarUber hinaus konnen Hydrogele dazu verwendet werden,
I6sliche oder immobilisierte Signalmolekule an Zellen abzugeben, als Stutzstrukturen
fur Zellwachstum und -funktion zu fungieren und als Raumfuller flr das zukunftige Ein-

wachsen von Gewebe zu dienen [119].

Auch unterschiedliche 3D-Biodrucktechnologien werden eingesetzt um Biomaterialien
mit hoher Komplexitat zu entwerfen. Aufgrund der Vielfalt der verfugbaren Druckver-
fahren (darunter Stereolithografie, lasergestutzte System, disenbasierte Bioprinting-
Techniken, Extrusions-Bioprinting, mikrofluidisches Bioprinting oder Multi-Material-Bi-
oprinting [120, 121]) und der prazisen Steuerbarkeit konnten bereits Fortschritte bei
der Bildung von Gefalinetzwerken von Lebergewebe und anderen Organen erzielt
werden [122]. Verstarkt wird aktuell auch an der Verbesserung von 3D-gedruckten va-
skularen Strukturen gearbeitet, um Tissue Engineering Konstrukte in den medizini-

schen Bereich einzufuhren [122].

Neben den genannten Verfahren im Bereich des Leber Tissue Engineerings kommt
haufig auch die Methode des Elektrospinnens zum Einsatz um pordse Scaffolds, be-
stehend aus elektrogesponnenen Fasern, herzustellen [123], die das dichte Kollagen-
netz der naturlichen ECM nachahmen. Durch Elektrospinnen kdnnen benutzerdefi-
nierte Geruste aus unterschiedlichen Materialien mit einer Porengrolde entsprechend
den Anforderungen der Zellen hergestellt werden. Die Ausrichtung der elektrogespon-
nenen Nanofasern kann die Anheftung von Zellen fordern, indem sie optimale Ab-
stande fur die Integrinbindung bietet [124].

Haufig bestehen Scaffolds aus Hybridmaterialien, Biokeramik oder Polymeren [125],
welche zusatzlich mit ECM-Proteinen kombiniert werden, um eine bessere Zellanhaf-
tung zu erreichen und die Oberflache den in vivo-Bedingungen anzunahern. Entweder

werden die entsprechenden ECM-Proteine direkt in die Gerustmatrix integriert oder
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das Gerust wird nachtraglich mit ihnen beschichtet. Neben den leberspezifischen
ECM-Proteinen werden haufig auch Fibronektin, Kollagen Typ | und Gelatine verwen-

det, die nachweislich ebenfalls zu einer verbesserten Zelladhasion fuhren [126, 127].

Als innovative 3D-Kultursysteme werden vermehrt auch Perfusions-Systeme etabliert,
die ein Potenzial zur Nachbildung der Mikroumgebung von Gewebe in vivo aufweisen.
Im Gegensatz zu konventionellen, zweidimensionalen (2D) Monolayer-Systemen kon-
nen sich die Zellen in einem perfusionsbasierten Kultursystem tbereinander anlagern,
was wiederum zu einem verbesserten Materialaustausch und einer besseren Kommu-
nikation zwischen den Zellen fuhrt, insbesondere bei langerer Kulturdauer [128, 129].
Auch verschiedene Nanomaterialien, die die native Extrazellular Matrix der Leber
nachbilden, und biologisch abbaubare Nanopartikel werden im Bereich des Leber
Tissue Engineerings eingesetzt. Biologisch abbaubare Nanopartikel [130], werden ver-
wendet, um hepatogene, kleine Molekule, Wachstumsfaktoren, Zytokine und Proteine

direkt an die Zellen abzugeben [131].

Ansatze im Bereich des Leber Tissue Engineering entwickeln sich kontinuierlich wei-
ter. Dabei sind die Bereiche Stammzellbiologie, Gen-Editing-Technologie, Synthese
von biofunktionalen Gerusten, Nanotechnologie und intelligenter 3D-Druck die zu-
kunftstrachtigsten Forschungsfelder. Insbesondere die Kombination aus patientenspe-
zifischen Zellen und definierten Matrizen mit bioaktiven Faktoren zur Generierung von
in vitro-Modellen oder implantierbaren Konstrukten mit physiologischen Eigenschaften

ist ein angestrebtes Ziel der Forschung im Bereich des Leber Tissue Engineering [132].

hiPSCs im Leber Tissue Engineering

Ein breites Spektrum von Zellen, das von primaren Hepatozyten, Hepatozyten-Zellli-
nien bis hin zu patientenspezifischen Hepatozyten, die aus hiPSCs generiert wurden,
reicht, kommen im Leber Tissue Engineering zu Einsatz. Humane primare Hepatozy-
ten, die als eine der ausgereiftesten Leberzellquellen gelten, verlieren bei der Kultivie-
rung in vitro aufgrund der groRen Unterschiede zwischen der nativen und der Kultu-
rumgebung innerhalb kurzer Zeit viele leberspezifischen Funktionen [133, 134]. Dar-
uber hinaus erfordert deren Gewinnung Leberbiopsieproben von jedem Patienten, was
deren Verwendung in personalisierten Lebermodellen zusatzlich erschwert. Transfor-
mierte Zelllinien (am haufigsten verwendet werden HepG2-Zellen) weisen nur eine ge-
ringe Kapazitat zur Verstoffwechselung von Arzneimitteln und eine eingeschrankte all-
gemeine Funktionalitat auf, was sie fur die Modellierung von Lebererkrankungen und
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die Prufung der Toxizitat von Arzneimitteln suboptimal macht [135]. Infolgedessen wur-
den Hepatozyten, die aus hiPSCs gewonnen wurden, als eine der vielversprechends-
ten Zellquellen fur die Entwicklung patientenspezifischer humaner Lebermodelle aner-
kannt, da sie leicht zuganglich sind [136, 137] und zudem in gro3er Menge generiert
werden konnen sowie eine angemessene Kompatibilitat mit dem Wirtsimmunsystem
aufweisen. In den letzten Jahren ist es gelungen, eine Differenzierung unter 2D Bedin-
gungen von hiPSCs in HLCs durchzufihren und bei diesen Zellen Hepatozyten-spezi-
fische Funktionen wie beispielsweise die Verstoffwechselung von Medikamenten,
nachzuweisen [137-139]. Dennoch gelten hiPSC-abgeleitete Hepatozyten in Bezug
auf viele leberspezifische Genexpressionen, Funktionen und CYP-Enzymaktivitaten
noch als nicht komplett ausgereift [139] und viele Ansatze zur Verwendung von hiPSC-
abgeleiteten Hepatozyten flr ein patientenspezifische in vitro-Lebermodell sind daher
noch vereinfacht [140-142].

Um die Ausreifung von hiPSC-Hepatozyten stetig zu verbessern und 3D-Zellkulturmo-
delle zu etablieren werden innovative Strategien angewandt [143] (siehe Kapitel 1.5.4).
Dabei werden ein Zelltyp oder mehrere verschiedene Zelltypen eingesetzt, die entwe-
der aus einer oder mehreren Keimschichten stammen. Die Verwendung einer 3D-
Struktur in Kombination mit unterschiedlichen Zelltypen der Leber und einer adaquaten
Vaskularisierung ermoglicht eine kontinuierliche Verbesserung der Modelle. Vor allem
Modelle, die in der Lage sind den leberspezifischen Stoffwechsel sowie die Organisa-
tion der Leber und die Zell-Zell-SignalUbertragung abzubilden, kdnnen fur eine patien-
tenspezifische Vorhersage der Toxizitat von Arzneimitteln [135], aber auch zur Model-

lierung von Krankheiten genutzt werden.

1.5.5 Vaskulares Tissue Engineering

Unter physiologischen Bedingungen ist das Gewebe auf das Kreislaufsystem des Kor-
pers angewiesen, um die einzelnen Zellen bzw. Organe mit Nahrstoffen und Sauerstoff
zu versorgen, so dass die Vaskularisierung eine wesentliche Voraussetzung fur die

erfolgreiche (Wieder-)Herstellung von Gewebe ist.

Vaskularisierung und Perfusion sind daher ein kritischer Schritt wahrend der Regene-

ration und Neubildung von Gewebe, wobei die Verzogerung dieses Prozesses (z.B.

bei Diabetikern) ein Risikofaktor fur schwere Infektionen und Geschwure sein kann

[144, 145]. Um in vitro-Modelle entsprechend zu vaskularisieren oder auch um Trans-

plantate zu entwickeln, ist es wichtig, die strukturellen Komponenten der Blutgefale
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zu berlcksichtigen, da das Verstandnis dieser Parameter flur das Biomaterialdesign
und die Auswahl einer geeigneten Zellquelle erforderlich ist.

Viele BlutgefalRe weisen gemeinsame strukturelle Merkmale auf. Die Wande von Ve-
nen und Arterien bestehen aus drei Schichten (Abbildung 6). Die innerste Schicht ist
die Tunica interna die bei den Venen auch die Venenklappen beinhaltet. Diese Schicht
wird von ECs gesaumt, die die Grenzschicht zum Blut darstellen, die Gerinnung regu-
lieren, selektive Permeabilitat verleihen und am Transport von Immunzellen beteiligt
sind [146]. Arterien und Venen sind aulRerdem durch eine zweite Schicht, die Tunica
media, verbunden. Wahrend Arterien und Venen grundsatzlich aus denselben Be-
standteilen aufgebaut sind (glatte Muskelzellen (SMCs), Kollagen, Elastin und Proteo-
glykanen) unterscheiden sie sich in der Starke der Tunica media, die aufgrund der
Nahe zum Herzen und der damit einhergehenden hoheren Pumpkraft bei Arterien di-
cker ausfallt. Die aul3erste Schicht der Blutgefal3e ist die Tunica adventitia (Tunica
externa). Sie besteht hauptsachlich aus Kollagen Typ | und in Arterien noch zusatzlich
aus elastischem Bindegewebe. Diese auldere Schicht dient der Befestigung der Ge-
fale an angrenzende Strukturen. Kapillaren sind der dritte GefaBtyp im Blutkreislauf
und. Sie stellen den Ubergang zwischen Venen und Arterien dar. Die Wand der Kapil-
laren besteht nur aus einer Schicht ECs und wird von auBen durch die Basalmembran
und Perizyten verstarkt [146]. Arteriolen und Venolen, die kleinere Aquivalente von
Arterien und Venen, welche mit dem bloRen Auge fur den Menschen noch sichtbar
sind und im weiteren Verlauf unmittelbar in eine Kapillare Ubergehen. Sie sind nach
den grolReren Arterien und Venen geschaltet [147].
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Abbildung 6: Schematische Abbildung unterschiedlicher BlutgefaBarten

Blutgefale ermdglichen einen Blutfluss durch den Kérper. Arterien transportieren das Blut aus dem
Herz in die Peripherie und Venen transportieren es zurtick. Die Kapillaren dienen als Verbindungen
zwischen den Arterien und Venen. Die Wand der meisten Blutgefalie besteht aus drei Schichten: Tunica
externa (Adventitia), Tunica media und Tunica interna. Durch diese Schichten ist das Lumen umschlos-
sen.

Die Herstellung von implantierbaren Gefalden in klinischer Qualitat, die im Wirt gesund
Uberleben kénnten und langfristig durchgangig sind, ist jedoch nach wie vor eine grol3e
Herausforderung und trotz aller Bemihungen haben die kiinstlichen Gefaltransplan-
tate noch immer nicht die Leistungsfahigkeit korpereigener Gefalde erreicht, so dass
es keine kommerziell erhaltlichen Transplantate gibt [148]. Das vaskulare Tissue En-
gineering zielt demnach darauf ab, die oben beschriebenen Gefalstrukturen nachzu-
bilden, um diese entweder in Zukunft zu transplantieren bzw. die Bildung neuer Gefalle
an der Transplantationsstelle zu stimulieren [149] oder aber um realitatsnahe in vitro-
Modelle zur Erforschung von Krankheiten [150] oder der Austestung von Gefalzimplan-

taten [151] zu etablieren.

Zu diesem Zweck kdnnen unterschiedliche Herstellungsverfahren der Blutgefalie an-
gewandt werden. Rein experimentelle Modelle konnen beispielsweise durch kleinste
mikrofluidischen Chips (auch als "Organ-on-Chip"-Technologie bekannt) nachgebildet
werden [152], die die Physiologie auf Gewebe- oder Organebene in vitro nachahmen.
Aber auch Scaffold-basierte Strategien sind fur das vaskulare Tissue Engineering sehr
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vielversprechend, da die meist porosen 3D-Architekturen eine Vaskularisierung und
die damit einhergehende Diffusion von Nahrstoffen ermoglichen, was die Neubildung
von Gewebe und den biologischen Abbau von Materialien erleichtert [153]. Auch das
Abformen (Molding) von Biomaterialien, zur Herstellung tubularer Gefal3strukturen ist
ein mogliches Vorgehen [154, 155]. Dabei wird eine vormodellierte gefallahnliche
Struktur zur Besiedelung mit Zellen verwendet. Des Weiteren kdnnen auch mittels 3D-
Druck kunstliche BlutgefalRe gefertigt werden. Hierbei ist es moglich, die bendtigten
Zellen direkt im Biomaterial zu drucken. Dadurch kdnnen komplexe und funktionelle,
heterozellulare Strukturen mit dem Potenzial einer anatomischen Morphologie und ei-
ner prazisen Platzierung von Zellen hergestellt werden [156].

hiPSCs im Vaskulédren Tissue Engineering

Sowohl fur mogliche in vivo-Anwendungen also auch fur in vitro-Modelle ist eine ge-
eignete Zellquelle erfolgsentscheidend. Autologe primare Patientenzellen sind eine
mogliche Zellquelle. Allerdings sind sowohl Isolierung als auch Vermehrung lebensfa-
higer primarer Zellen in therapeutisch relevantem Ausmal wie auch im Bereich der
Leberregeneration schwierig, da bei Patienten mit fortgeschrittener Erkrankung die
Wahrscheinlichkeit besteht, dass deren Zellen ein vermindertes Wachstums- oder Re-
generationspotenzial aufweisen. Demzufolge sind autologe adulte Stammzellen oder
hiPSCs auch im Bereich des vaskularen Tissue Engineerings eine vielversprechende
Zellquelle [157, 158].

Heutige Gefallmodelle sind oft noch auf primare Zellen gestutzt [159-161]. Humane
Endothelzellen der menschlichen Nabelschnurvene (HUVECSs) sind der am haufigsten
verwendete Zelltyp fur die vaskulare Forschung. Fur die Gewinnung dieser Zellen ist
eine Gefallbiopsie erforderlich, ein invasives Verfahren, bei dem nur eine begrenzte
Anzahl an Zellen gewonnen werden kann [162]. Trotz ihrer vielfachen Anwendung sind
HUVECs nicht patientenspezifisch und auch in ihrer Vermehrung begrenzt. Andere
vaskulare Modelle beinhalten die Verwendung von Kleintieren; diese Experimente kon-
nen aber nicht alle Aspekte der humanen Biologie genau rekapitulieren [163] und wei-

sen unter anderem Unterschiede auf genetischer Ebene auf.

HiPSCs bieten den Zugang zu funktionellen Zellen in grol3er Menge und einheitlicher

Qualitat [164], was die moglichen Qualitatsschwankungen primarer zellbasierter vas-

kularer Modelle umgeht und gleichzeitig auch einen klinischen Einsatz moglich macht.

Die zunehmende Verfugbarkeit von hiPSCs, hat auch die Entwicklung experimenteller
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Modelle des GefalRsystems beschleunigt: Humane ECs, aber auch Perizyten sowie
SMCs kdonnen mit hoher Effizienz aus hiPSCs erzeugt und in Modellen verwendet wer-
den [148]. Dadurch ist es moglich Krankheitsmodelle, Gefaltransplantate, oder auch
in vitro-Modelle auf den individuellen Patienten abzustimmen. Aber auch Modelle an-
derer Organe (z.B. Lebermodelle) konnen durch eine erganzende Vaskularisierung mit
denselben Ausgangszellen noch realitatsgetreuer und funktionaler abgebildet werden.
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2 Zielsetzung

Die Anwendungsmoglichkeiten der Regenerativen Medizin sind vielfaltig und tragen
zu einer kontinuierlichen Erforschung und Entwicklung neuartiger Therapien fur die
Behandlung unterschiedlichster Krankheitsbilder bei. So wird unter anderem das Ziel
verfolgt, durch Alterung, Erkrankungen oder Traumata nicht mehr voll funktionsfahiges
oder fehlendes Gewebe sowohl strukturell als auch funktionell wirksam zu ersetzen
oder die korpereigene Regeneration anzuregen. Mit der Kombination aus Biomateria-
lien und de novo erzeugten, autologen Zellen soll dafur die Grundlage geschaffen wer-
den.

Die Transplantation autologer Zellen kann zur Regeneration von Geweben beitragen.
Allerdings sind deren Verfugbarkeit, Anzahl und Integrationsfahigkeit limitierende Fak-
toren. Die Reprogrammierung von patienteneigenen somatischen Zellen zu hiPSCs ist
daher eine vielversprechende Strategie. Vor allem nicht-integrative Reprogrammie-
rungsmethoden (MRNA oder srRNA) bieten die Mdglichkeit, sichere und rickstands-
freie hiPSCs herzustellen und dadurch eine nahezu unbegrenzte Quelle autologer Zel-
len zu schaffen, die nach Bedarf in die bendtigten Zelltypen differenziert werden kon-

nen.

Zu diesem Zweck sollten im Rahmen dieser Arbeit in einem ersten Schritt RECs mittels
einer srRNA, die fur die Reprogrammierungsfaktoren Oct4, Klf4, Sox2 und c-Myc ko-
diert, in hiPSCs reprogrammiert werden. Zur Untersuchung der pluripotenten Eigen-
schaften der hiPSCs sollte zunachst ein in vivo-Modell etabliert werden, welches als
Alternative zum konventionellen Maus-Teratom-Modell eingesetzt werden kann, um
sowohl Kosten als auch Zeit zu sparen, aber vor allem, um zukunftig eine Tierleid-
reduzierende Option zur Verfugung zu stellen. Daher sollte der CAM Assay modifiziert
und erstmals als Testplattform fur die spontane Teratombildung, als Pluripotenzmerk-

mal, eingesetzt werden.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit sollte dann die Differenzierung autologer HLCs aus
hiPSCs etabliert werden, um diese mit einem biologisch kompatiblen 3D-Scaffold aus
PCL zu kombinieren. Dadurch sollte die Basis fur ein in vitro-Modell geschaffen wer-
den, das zukunftig unterschiedliche Anwendungsmoglichkeiten (z.B. Untersuchung
der Regenerationsfahigkeit von Lebergewebe, Analyse patientenspezifischer geneti-
scher Krankheiten oder Entwicklung personalisierter Medikamente) bieten kann. Dazu
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wurden die generierten HLCs zunachst auf Hepatozyten-spezifische Marker und ver-
schiedene essenzielle Leberfunktionen untersucht. Anschlielfend wurden die PCL-
Scaffolds mit hiPSC-Hepatoblasten besiedelt, welche innerhalb des Scaffolds ausge-
reift und dann ebenfalls charakterisiert und funktionell analysiert werden sollten.

Zur optimalen Funktion aller Organe in vivo, aber auch bei in vitro-Modellen ist eine
funktionierende Vaskularisierung notwendig. Dazu sind vor allem ECs, welche das Lu-
men von BlutgefalRen auskleiden, erforderlich. In dieser Arbeit sollte daher weiterfuh-
rend mit den generierten hiPSCs ein Protokoll zur Herstellung von autologen hiPSC-
ECs etabliert werden. Die ECs wurden in einem ersten Schritt auf EC-spezifische Mar-
ker und Funktionen (z.B. Reaktion auf proinflammatorische Signale) untersucht und
sollten anschlie®end zur Etablierung eines vereinfachten vaskularen in vitro-Modells
eingesetzt werden. Anhand dieses Modells sollten einerseits die Funktionalitat der Zel-
len unter realitatsnahen Bedingungen und andererseits zellspezifische Reaktionen auf

vaskulare Implantate gezeigt werden.
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3 Ergebnisse
3.1 Publikation |

An Alternative In Vivo Model to Evaluate Pluripotency of Patient-Specific hiP-
SCs

Josefin Weber*, Marbod Weber*, Heidrun Steinle, Christian Schlensak,
Hans-Peter Wendel, Meltem Avci-Adali

* gleichermalBen beigetragen

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

Zusammenfassung:

Die Generierung autologer hiPSCs aus patienteneigenen Zellen und die drauffolgende
Differenzierung dieser Zellen in die gewunschten Zelltypen ist eine vielversprechende
Strategie fur die Regeneration von erkranktem oder geschadigtem Gewebe. Zur Si-
cherstellung der pluripotenten Eigenschaften werden die hergestellten hiPSCs in der
Regel in immundefiziente Mause implantiert und 4 bis 6 Wochen spater auf die spon-
tane Entstehung von Teratomen analysiert.

Im Rahmen dieser Studie wurde auf Basis der CAM von Huhnereiern ein alternatives
in vivo-Modell entwickelt, um die Pluripotenz neu generierter hiPSC-Linien zu analy-
sieren. Zur Bestimmung der idealen Versuchsparameter wurden verschiedene Zell-
zahlen von hiPSCs (0,5, 1, 2 und 4 x 108 Zellen) auf die CAM appliziert und anschlie-
Rend 9 Tage lang unter definierten Bedingungen inkubiert. Die Applikation von 2 x 10°
Zellen (70 %) und 4 x 108 Zellen (100 %) flihrte zur effizientesten Teratombildung. Die
explantierten Teratome wurden nach Beendigung der Inkubation auf das Vorhanden-
sein der drei Keimschichten (Mesoderm, Endoderm und Ektoderm) untersucht. Dazu
wurden histochemische Analysen und Immunfluoreszenzfarbungen sowie eine Gen-
expressionsanalyse von Keimbahn-spezifischen Markern durchgefuhrt. Alle Teratome
wiesen typische Gewebestrukturen der drei Keimbahnen auf und zeigten vaskulare
Strukturen. Somit konnte die Tauglichkeit des CAM Assays als alternatives Modell zu
immundefizienten Mausen bestatigt werden. Durch die Verwendung von zwei weiteren
hiPSC-Linien (aus Fibroblasten und Kieferperiostzellen) konnte die uneingeschrankte
Eignung des Modells sichergestellt werden.
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Durch diese innovative Methode konnte eine optimale Testplattform fur die Bewertung
der Pluripotenz von hiPSC-Linien etabliert werden. Auch das Tierleiden kann einge-
schrankt und somit die Prinzipien der 3R (Replacement, Reduction, Refinement) um-

gesetzt werden.
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3.2 Publikation Il

Combination of melt-electrospun poly-g-caprolactone scaffolds and hepato-
cyte-like cells from footprint-free hiPSCs to create 3D biohybrid constructs for

liver tissue engineering

Josefin Weber!, Carsten Linti2, Christiane Lorch', Marbod Weber!, Madelene Andt?,

Christian Schlensak!, Hans Peter Wendel', Michael Doser?, Meltem Avci-Adali’

1 University Hospital Tuebingen, Department of Thoracic and Cardiovascular Surgery, Calwerstralle
7/1, 72076 Tuebingen, Germany

2 Biomedical Engineering, German Institutes of Textile and Fiber Research Denkendorf DITF,
KorschtalstraBe 26, 73770 Denkendorf, Germany

Scientific Reports
Akzeptiert am 04. Dezember 2023

Zusammenfassung:

Die Leber ist ein lebenswichtiges Organ mit zahlreichen Funktionen, darunter Stoff-
wechselfunktionen, Entgiftung und die Synthese von Sekretionsproteinen. Die zuneh-
mende Pravalenz von Lebererkrankungen erfordert die Entwicklung wirksamer Be-
handlungen, Modelle und regenerativer Ansatze. Durch das hiPSC-basierte Leber
Tissue Engineering ist es moglich, neue Plattformen fur die patientenspezifische
Krankheitsmodellierung und therapeutische Ansatze fur Lebererkrankungen zu entwi-
ckeln, um geschadigte Organe zu regenerieren, zu reparieren oder zu ersetzen. In
dieser Studie wurde zunachst ein Differenzierungsverfahren etabliert, um autologe
HCLs aus hiPSCs zu gewinnen, die mit Hilfe selbstreplizierender mRNA aus renalen
Epithelzellen reprogrammiert wurden. Die erhaltenen Zellen exprimierten Hepatozy-
ten-spezifische Marker und zeigten wichtige Hepatozytenfunktionen wie die Albumin-
synthese, Cytochrom-P450-Aktivitat, Glykogenspeicherung und Indocyaningrin-Stoff-

wechsel.

AnschlieRend wurden pordse 3D-Biohybridkonstrukte hergestellt. Diese wurden aus
biokompatiblem Poly-e-Caprolacton (PCL) mit Hilfe eines Schmelz-Elektrospinn-Ver-
fahrens hergestellt und mit vordifferenzierten Hepatoblasten besiedelt. Die He-
patoblasten lagerten sich gleichmafig an die Konstrukte an und konnten erfolgreich

zu HLCs ausdifferenziert werden.
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Die Verwendung von patientenspezifischen hiPSC-HLCs stellt eine vielversprechende
Zellquelle fur personalisierte Leberregenerationsstrategien dar. In Kombination mit bi-
okompatiblen 3D-Scaffolds bietet dieser innovative Ansatz ein breiteres Anwendungs-
spektrum, das von der Generierung von Gewebestrukturen tUber die Arzneimittelpra-

fung bis hin zur Modellierung von Krankheiten reicht.
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3.3 Publikation I
Development of an In Vitro Blood Vessel Model Using Autologous Endothelial
Cells Generated from Footprint-Free hiPSCs to Analyze Interactions of the En-
dothelium with Blood Cell Components and Vascular Implants

Josefin Weber, Marbod Weber, Adrian Feile, Christian Schlensak, Meltem Avci-
Adali

MDPI Cells
Akzeptiert am 20. April 2023

Zusammenfassung:

Sowohl in vivo als auch bei in vitro-Modellen ist eine optimale Versorgung der Zellen
durch Nahrstoffe und Sauerstoff wichtig, dies kann durch eine funktionierende Vasku-
larisierung sichergestellt werden. Diese wird vor allem durch ECs, welche das Lumen
von BlutgefalRen auskleiden, gewahrleistet. Daher wurden im Rahmen dieser Studie
unter Verwendung von ruckstandsfreien hiPSCs und anschlieRender Differenzierung,
funktionelle ECs innerhalb von 6 Tagen generiert. Diese wurden charakterisiert und
anschlie3end verwendet um ein blutgefalRahnliches Polydimethylsiloxan (PDMS)-Mo-
dell zu entwickeln, mit dem die Interaktion eines Endothels mit aus dem Blut stammen-

den Zellen in vitro unter Echtzeit-Bedingungen analysiert werden kann.

Daruber hinaus wurden Stents in das endothelialisierte Lumen des Modells eingesetzt,
um die Oberflachenendothelialisierung von vaskularen Implantaten zu untersuchen

und deren Bio- und hamokompatibilitat zu verbessern.

In Zukunft kdnnten die generierten hiPSC-ECs in Tissue Engineering Konstrukte inte-
griert werden, um deren Funktionalitat zu verbessern und sie somit noch realitatsge-
treuer zu gestalten. Aul3erdem konnte das etablierte blutgefaliahnliche Modell als in
vitro-Plattform dienen, um die Interaktion des Endothels mit Blutzellkomponenten zu
analysieren oder um den Einfluss von Gefalimplantaten und -beschichtungen auf die

Endothelialisierung zu testen.
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4 Diskussion

Ein sehr prasentes Thema im Bereich der Regenerativen Medizin, insbesondere des
Tissue Engineerings, ist die Generierung von autologen Zellen oder Gewebeersatz-
strukturen, die zur Regeneration geschadigter Gewebe eingesetzt werden konnen. Pa-
tientenspezifische Ausgangszellen, vor allem hiPSCs, sind hierfur besonders gut ge-
eignet. Neben einer geeigneten und sicheren Reprogrammierungsmethode zur Gene-
rierung ruckstandsfreier hiPSCs ist deren Differenzierung und Charakterisierung aber
auch die Anwendung mit verschiedenen biokompatiblen Tragermaterialien zu einem

entscheidenden Bestandteil des Tissue Engineerings geworden.

4.1 Zellarten und Methoden zur Reprogrammierung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Pluripotenz von hiPSCs aus RECs analysiert, wel-
che mittels einer srRNA-basierten Reprogrammierung hergestellt wurden [165]. Diese
Methode ermdglicht die Herstellung von hiPSCs in einem Zeitraum von 21-30 Tagen
mit nur einer Transfektion. Die srRNA kodiert fur nsP1-4, die Reprogrammierungsfak-
toren Oct4, Klf4, Sox2 und c-Myc sowie eGFP (Enhanced green fluorescent protein)
und einer PAC, die eine Positivselektion der transfizierten Zellen sicherstellt. Um eine
Aufrechterhaltung der srRNA uUber den Reprogrammierungszeitraum zu gewahrleisten
wird der Typ-I-IFN Inhibitor B18R eingesetzt.

Die erste Reprogrammierung wurde zunachst mit murinen und spater mit humanen
Fibroblasten durchgefuhrt [29, 30]. Dabei wurde die Reprogrammierung mit vier Tran-
skriptionsfaktoren (Oct4, Sox2, Klf4 und cMyc) und retroviraler Transduktion herbeige-
fuhrt. Noch immer sind Fibroblasten, welche einfach zu transfizieren sind und sich
schnell und effizient reprogrammieren lassen [44] eine haufig verwendete Zellart fur
die Generierung von hiPSCs. Zusatzlich zu ihrer Verfugbarkeit konnen diese leicht kul-
tiviert, expandiert und kryokonservieret werden [166]. Allerdings muss zur Gewinnung
dieser Zellen ein invasiver Eingriff in Form von Hautbiopsien erfolgen, was ein poten-
tielles Infektionsrisiko darstellt.

Alternativ konnen PBMCs aus Patientenblut isoliert und zur Reprogrammierung ver-
wendet werden [167, 168]. Es konnte gezeigt werden, dass bereits 10 ul Blut ausrei-
chend sind, um genugend PBMCs zur Reprogrammierung zu isolieren [169]. Aller-
dings ist die Transfektionseffizienz fir Suspensionszellen verglichen mit adharenten
Zellarten geringer [170].
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Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten RECs stellen eine nicht-invasive, kosten-
gunstige Methode zur Isolation somatischer Zellen fur die Generierung von hiPSCs dar
[171]. Jeden Tag werden zwischen 2000 bis 7000 Zellen uber den Urin physiologischer
Weise ausgeschieden [172]. Dieser Vorgang dient der Selbsterneuerung des Epithel-
gewebes im Urinaltrakt. Im Urin sind drei Arten von Epithelzellen (Nieren-, Ubergangs-
und Plattenepithelzellen) vorhanden [173]. Ubergangszellen werden physiologisch
eher selten ausgeschieden. Sie kommen vorwiegend nach einer Katheterisierung der
Harnrohre oder des Harnleiters vor [173]. Plattenepithelzellen, die die Harnréhre und
Vagina auskleiden, sind vermehrt in weiblichem Urin nachweisbar, adharieren aller-
dings nach der Inkulturnahme nicht und werden aus dem Uberstand entfernt. Folglich
sind RECs den Nierenepithelzellen zuzuweisen, die das Nephron auskleiden [173].
Liegt eine erhohte Anzahl dieser Zellen im Urin vor, kann dies auf Infektionen oder
Erkrankungen im Nieren- und Harntrakt hindeuten [173, 174].

Die in dieser Arbeit angewandte bereits etablierte Reporgrammierungsstrategie [65]
ermoglichte die Herstellung von spenderspezifischen hiPSCs unter Verwendung von
100-200 ml Urin. Nach einer Kulturdauer von nur 14 Tagen liegen die isolierten RECs
gewohnlich in ausreichender Anzahl fur die Reprogrammierung vor. Um die Isolie-
rungseffizeinz der RECs zu steigern, konnen gréf3ere Urinmengen oder der erste Mor-
genurin verwendet werden. Dadurch kann die Expansionszeit verringert und die Re-

programmierung schneller begonnen werden.

Die nicht-invasive Gewinnung somatischer Zellen aus Urin und die einmalige Applika-
tion von srRNA ermdglicht die effiziente Generierung einer nahezu unbegrenzten An-
zahl von patientenspezifischen hiPSCs, die ohne genomische Integration in unter-
schiedliche gewunschte Zelltypen differenziert werden konnen. Vor allem fur einen
moglichen klinischen Einsatz sind nicht-integrative Reprogrammierungsstrategien not-
wendig. DNA- oder Vektor-basierte Methoden bergen unter anderem das Risiko einer
genomischen Integration und einer Insertionsmutagenese [48]. Zudem erfordert die
Verwendung von (p)DNA- oder viralen Vektoren eine Kernlokalisierung, um in mRNA
transkribiert zu werden und ist somit von der Auflosung der Kernhulle wahrend der
Mitose abhangig. Die Transfektionseffizienz von Plasmiden und/oder viralen Vektoren
in postmitotischen oder wachstumsgestorten Zellen ist folglich gering, wohingegen die
in dieser Arbeit verwendete srRNA sowohl fur die Transfektion mitotischer Zellen als

auch sich langsam oder gar nicht teilender Zellen geeignet ist [175, 176]. AulRerdem
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wird synthetische mRNA nicht in das Genom der Wirtszellen integriert, was die Gefahr
einer Insertionsmutagenese somit verhindert [175, 177]. Synthetische mRNA ist tran-
sient und wird auf naturliche Weise durch physiologische Stoffwechselvorgange der
Zellen abgebaut. Dadurch ist die Expression exogener Proteine in den Zellen zeitlich
begrenzt [175, 178] was Komplikationen im Zusammenhang mit einer anhaltenden
Proteinexpression verhindern kann. Andere nicht-integrative Reprogrammierungsme-
thoden, wie die beispielsweise die Verwendung von rekombinanten Proteinen oder
Sendai Viren bringen hohe Herstellungskosten und einen grof3en Aufwand bei der Auf-
reinigung der Proteine mit sich [179]. Zusatzlich muss nach der Reprogrammierung
eine Behandlung der Zellen zur Entfernung der replizierenden Viren erfolgen [180,
181].

Einerseits vorteilhaft, andererseits nachteilig an der Verwendung von mRNA ist deren
bereits beschriebene Transienz. Die Dauer der durch mRNA vermittelten Proteinex-
pression in Zellen ist begrenzt (2-3 Tage) [175, 182]. Aus diesem Grund muss die
Transfektion, die zur Reprogrammierung somatischer Zellen notwendig ist, taglich
Uber den gesamten Zeitraum der Reprogrammierung wiederholt werden [48, 51]. Dies
ist mit zellularem Stress, sowie einem hohen Arbeitsaufwand verbunden und kann
durch die Verwendung von synthetischer srRNA umgangen werden. Die sSrRNA enthalt
dabei alle erforderlichen Reprogrammierungsfaktoren und die Sequenz der nsP1-4,
die wie beim VEE-Virus fur den Selbstreplikationskomplex der RNA kodieren [54], in
einem Molekul [44, 53, 57]. Die Erganzung der srRNA um die eGFP-Sequenz ermdg-
licht die mikroskopische Uberwachung der Translation. Dadurch kdnnen unterschied-
liche Parameter (z.B. RNA-Menge, Transfektionsreagenzien, Inkubationszeiten etc.)
kontinuierlich analysiert werden. Nach dem Absetzen des IFN-Inhibitors B18R, der
eine vorzeitige Degradierung der srRNA unterdrickt, am Ende des Reporgrammie-
rungsprozesses liefert die abnehmende eGFP-Expression Anzeichen auf einen erfolg-
reichen Abbau der srRNA.

Durch das Einbringen der srRNA wird eine Typ-I-IFN Immunantwort ausgelost [48],
was die Zugabe des IFN-Inhibitor B18R [183] erfordert um eine effiziente Reprogram-
mierung sicherstellen zu konnen. B18R ist dafur bekannt, die Lebensfahigkeit von Zel-
len und die Effizienz der mRNA-Transfektion zu erhdohen [184]. Es ist in der Lage,
RNA-Replikone zu erhalten und die Lebensfahigkeit von Zellen nach Transfektion mit

synthetischer mRNA zu erhdhen. Dadurch kann einerseits einer Degradierung der
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srRNA [48, 53, 57, 185] und andererseits einem vorzeitigen Abbruch des Reprogram-
mierungsprozesses entgegengewirkt werden. Sobald erste hiPSC-Kolonien sichtbar
werden, wird B18R aus dem Reprogrammierungsmedium entfernt, wodurch die Typ-
I-IFN Immunantwort aktiviert und die srRNA gezielt eliminiert wird [53, 57]. In verschie-
denen Studien konnte zudem gezeigt werden, dass auch eine Co-Transfektion mit
B18R mRNA oder die Anwendung von B18R konditioniertem Medium die Typ-I-IFN

vermittelte Immunantwort einschranken kann [44, 53, 57, 186, 187].

4.2 In vitro Charakterisierung der hiPSCs aus RECs

Bevor eine neue hiPSC-Linie fur Experimente oder klinische Anwendungen verwendet
werden kann, ist eine umfassende Charakterisierung erforderlich. Dazu gehoren
Tests, um nachzuweisen, dass die hiPSCs pluripotent sind - also in der Lage, Zellen
aus allen drei Keimschichten hervorzubringen. Ziel der Charakterisierung ist es, ein-
heitliche und reproduzierbare Ergebnisse zu gewahrleisten und mogliche Sicherheits-
probleme bei stammzellbasierten Therapien bereits in einem frihen Stadium der Ent-
wicklung auszuschlief3en. Um die Pluripotenz zu bestatigen, gibt es unterschiedliche
Methoden. Dazu gehdren unter anderem in vitro-Strategien wie der Nachweis einer
alkalischen Phosphatase [188], oder eine gezielte Differenzierung in alle drei Keim-
bahnen (mesoderm, endoderm, ektoderm) mit anschlie3ender spezifischer Antikorper-
farbung und/oder Quantifizierung mittels Durchflusszytometrie [65]. Die Durchfuhrung
einer Karyotypisierung ist eine Moglichkeit die hiPSCs weiterfihrend auf chromoso-
maler Ebene zu analysieren [65]. Zudem kann die Abwesenheit der srRNA auf Nukle-

insaure-Ebene in den generierten hiPSCs untersucht werden.

Besonders wichtig ist hierbei die Abnahme der Expression der beiden Reprogrammie-
rungsfaktoren c-Myc und Klf4 nach Beendigung der Reprogrammierung, da eine dau-
erhafte Uberexpression mit einem erhdhten Tumorrisiko und der Entstehung von
Krebs einhergehen kann [189-192].

4.3 Der modifizierte CAM Assay als alternative Methode zu immun-

defizienten Mausen
Neben den bereits genannten in vitro-Methoden zum Nachweis der Pluripotenz, gilt
die spontane in vivo-Teratombildung in immundeffizienten Mausen noch immer als
Goldstandard [193]. Teratome sind benigne d.h. gutartige Tumore mit pluripotenten
Eigenschaften. Das bedeutet, sie konnen Zellen aus allen drei Keimbahnen enthalten.
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Standardmalig werden die zu analysierenden hiPSCs in 15 bis 20 Tiere im Alter von
6 bis 10 Wochen [20, 193] subkutan [194] oder intramuskular [195] injiziert. Die Mause
werden dann fur einen Zeitraum von etwa 4 bis 6 Wochen gehalten, um das Teratom-
wachstum zu ermoglichen. Nach diesem Zeitraum haben sich in der Regel deutlich
sicht- und tastbare Teratome gebildet [196]. Die Bildung des Teratoms fuhrt haufig
durch Grofde und Gewicht zu einer eingeschrankten Beweglichkeit oder zu einer ein-
geschrankten Futter- und Wasseraufnahme der Tiere durch Schmerzen und Angste
[193].

Um ein alternatives in vivo-Modell fur die Bewertung der Pluripotenz von hiPSCs zu
etablieren, welches das 3R-Prinzip (,Reduction, Replacement, Refinement®) beruck-
sichtigt und das Leiden von Versuchstieren verringert, wurde in dieser Arbeit die An-
wendbarkeit eines modifizierten CAM Assays getestet. Die CAM wird ungefahr am
dritten Tag der Entwicklung des Huhnerembryos gebildet und besteht aus einem Zu-
sammenschluss von Allantois und Chorion [197, 198]. Die stark vaskularisierte Memb-
ran stellt optimale Wachstumsbedingungen fur die Applikation von hiPSCs dar [199].
In den letzten Jahren wurde der CAM Assay unter anderem zur Untersuchung der
Angiogenese, der Tumorgenese, zu Analyse von Knochen- und Knorpelbildung und

zum Test des Reizpotenzials von Chemikalien eingesetzt [165].

Im Rahmen dieser Studie wurde die CAM befruchteter Huhnereier an Tag 3 nach Start
der Inkubation freiprapariert und das Ei nach Applikation der hiPSCs an Tag 7 wieder
verschlossen und weiter bebrutet. Anschlielfend konnten bereits nach 9 bis 10 Tagen
charakteristische Gewebestrukturen aller drei Keimschichten, die sich aus den implan-
tierten hiPSCs entwickelten, nachgewiesen werden. Damit ist das etablierte CAM Mo-
dell weit weniger zeitaufwendig als Mausmodelle und damit einhergehend auch kos-
tengunstiger. Zudem ist die CAM nicht innerviert. Dadurch entstehen keine Beeintrach-
tigungen fur den Huhnerembryo [197] und das 3R-Prinzip kann umgesetzt werden
[200], was einen ethischen Vorteil im Vergleich zu Mausmodellen darstellt. AuRerdem
ist die CAM naturlicherweise immundefizient, wodurch die Applikation xenogener Zel-
len moglich ist, ohne dass eine Abstoldungsreaktion auftritt. Die CAM ermdglicht das
Wachstum von Xenotransplantaten und unterstitzt das Wachstum des Teratoms effi-

zient.

Entscheidend fur die Bildung von Teratomen ist neben der Inkubationszeit auch die
applizierte Zellzahl. Es konnte gezeigt werden, dass 1 x 108 PSCs pro Injektion zur
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erfolgreichen Teratombildung im Nagermodell fihren [193]. Wachstums- und Differen-
zierungsrate konnen abhangig von der verwendeten Zelllinie variieren, was eine An-
passung der Zellzahl erfordern kann [193]. Im hier etablierten CAM Modell fuhrte die
Erhéhung der hiPSC Anzahl von 0,5 x 108 auf 2 x 10° hiPSCs zu einer héheren
Teratombildungseffizienz (von 30 % auf 70 %). Eine weitere Erhohung der Zellzahl auf
4 x 10° fihrte zu 100 % Teratombildungseffizienz. Allerdings konnten bereits bei einer
Zellzahl von 2 x 10° applizierten hiPSCs Teratome explantiert werden, die Gewe-
bestrukturen aller drei Keimbahnen aufwiesen, was mittels H&E Farbung, spezifischer
Antikorperfarbung (Immunhistochemie und Immuncytochmie) sowie gqRT-PCR gezeigt

wurde.

Obwohl die etablierte Methode auf Grundlage des CAM Assays einige Vorteile gegen-
uber dem Mausmodell bietet, weist sie auch einige Einschrankungen auf. Die CAM
wird am dritten Tag der Bebrutung gebildet und ist erst ab Tag 7 fur Zellapplikationen
ausreichend vaskularisiert. Da die Kiken 21 Tage nach Beginn der Inkubation schltp-
fen muss die Inkubationsdauer auf maximal 12 weitere Tage beschrankt sein. Im Ge-
gensatz dazu betragt die gangige Inkubationszeit beim Mausmodell 4 bis 6 Wochen
[193]. Durch die groRere Zeitspanne konnen Grolke und Differenzierungs- bzw. Reife-
grad des Teratoms gesteigert werden. Daher kann angenommen werden, dass die
Gewebestrukturen, die im Rahmen des CAM Modells entstehen, weniger ausgereift
sind als die in Mausen. Dennoch konnten unter Verwendung des CAM Assays Gewe-
bearten der drei Keimbahnen nachgewiesen werden, wodurch der CAM Assay zur in
vivo-Analyse und Bestatigung der Pluripotenz bedenkenlos anwendbar ist. Durch die
erfolgreiche Teratombildung drei verschiedener hiPSC-Linien, die aus RECs, huma-
nen Vorhautfibroblasten von Neugeborenen (Human newborn foreskin fibroblasts,
NuFFs) oder Kieferknochenperiostzellen (Jaw Periosteal Cells, JPCs) generiert wur-

den, konnte die Effizienz der CAM Methode verifiziert werden.

Far den klinischen Einsatz missen hiPSCs zwingend vollstandig in einen ausgereiften
Zelltyp differenziert sein, um die Bildung von Teratomen in vivo auszuschliel3en. Es
konnte gezeigt werden, dass bereits 245 Stammzellen ausreichten, um nach 10 Wo-
chen in vivo Teratome zu bilden [201]. Eine Abwandlung des CAM Assay kann dem-
nach auch zur Prufung der Sicherheit von bereits aus hiPSCs differenzierten, gewe-
bespezifischen Zellen eingesetzt werden. Die ausdifferenzierten Zellen sollten folglich

nach einer Applikation auf die CAM keine spontane Differenzierung aufweisen. Studien
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belegten in diesem Zusammenhang, dass vermeintlich ausdifferenzierte Zellpopulati-
onen, die jedoch noch wenige restliche Stammzellen enthielten, zu Teratom-artigen
Gewebeelementen in Mause fuhrten [202-204]. Fur eine klinische Studie der Phase 1
mit hiPSC-abgeleiteten MSCs [205] wurden dazu entsprechende Freigabetests etab-
liert, um die Qualitat und Sicherheit der hergestellten Zellen sicherzustellen. Die Ar-
beitsgruppe fuhrte zu diesem Zweck zunachst einen PCR-Assay mit Primern, die spe-
zifisch fir den Reprogrammierungsvektor fur die Erzeugung der hiPSC-Linie durch,
um zu uberprufen, dass die Reprogrammierungsplasmide nicht in die reprogrammier-
ten Zellen integriert wurden. AnschlieRend wurde mit Hilfe eines TagMan-Genexpres-
sions-Assays (QRT-PCR) nach restlichen undifferenzierten hiPSCs gesucht. Die Ana-
lyse zielte dabei vor allem auf Lin28 ab, ein Gen, das mit dem pluripotenten Stamm-
zellstatus assoziiert ist. Des weiterein wurde ein Tumorigenitatstest mit einer Soft-
Agar-Koloniebildung in vitro durchgefuhrt. Ein in vivo-Modell wie der CAM Assay wird
allerdings bisher noch nicht fur solche Sicherheitstests durchgefuhrt.

4.4 Differenzierung und Anwendung von hiPSCs-abgeleiteten He-

patozyten
Nach der erfolgreichen Herstellung von sicheren und ruckstandsfreien hiPSCs wurden
diese zu HLCs differenziert und in einem PCL-Modell angewendet. Lebererkrankun-
gen sind weltweit fur etwa zwei Millionen Todesfalle pro Jahr verantwortlich, von denen
eine Million auf Komplikationen der Leberzirrhose und eine Millionen auf virale Hepa-
titis und hepatozellulares Karzinom zurtickzufuhren sind [206]. Daher ist die Entwick-
lung neuer Strategien zur Regeneration der Leber, zur medikamentosen Behandlung

und zur Modellierung von Krankheiten von grof3er Relevanz.

In dieser Arbeit wurden zwei komplementare Komponenten des Tissue Engineerings
kombiniert. In einem ersten Schritt wurde eine Methode zur Differenzierung von pati-
entenspezifischen hiPSCs in HLCs etabliert, die dann weiterfUhrend auf biokompatible,
schmelzelektrogesponnene 3D-PCL-Scaffolds Ubertragen wurden, um die Grundlage

fur eine stark vereinfachte dreidimensionale Leberstruktur zu schaffen.

Die etablierte Differenzierungsstrategie zur Herstellung autologer HLCs umfasste ei-
nen Zeitraum von 20 Tagen. Die so generierten Zellen exprimierten Hepatozyten-spe-
zifische Marker und wiesen funktionelle Merkmale wie Albumin-Synthese, ICG-Stoff-
wechsel, Glykogenspeicherung und Cytochrom-P450-(CYP)-Aktivitat auf. Insbeson-
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dere die CYP-Enzymaktivitat ist eine wichtige Funktion von Leberzellen, da CYP-En-
zyme eine zentrale Rolle beim Metabolismus klinisch relevanter Medikamente spielen
[207]. Es konnte gezeigt werden, dass primare Hepatozyten wahrend der in vitro-Kul-
tivierung schnell ihre leberspezifischen Funktionen, einschliel3lich der CYP-Induzier-
barkeit und der Produktion von Plasmaproteinen wie Albumin, verlieren [208]. Auch
weisen die meisten Zelllinien, z.B. HepG2 [209], nur eingeschrankt die naturlichen
funktionellen Eigenschaften von Hepatozyten auf [210]. Darlber hinaus sind Krebs-
zelllinien bis zu einem gewissen Grad unreif und zeigen aufgrund ihres tumorigenen
Ursprungs ein verandertes apoptotisches Verhalten, was sie potenziell resistent ge-
genuber toxikologischen Einflussen und daher fur etwaige Wirkstoff-Test-Systeme un-

geeignet macht.

Die etablierte Differenzierungsstrategie beinhaltet zusatzlich eine selektive Eliminie-
rung undifferenzierter hiPSCs durch eine einstindige L-Alanin-Behandlung nach Ab-
schluss der ersten Differenzierungsphase (endoderme Differenzierung). Es konnte ge-
zeigt werden, dass undifferenzierte hiPSCs empfindlicher auf die Behandlung mit ei-
nem Medium reagieren, das mit einer hohen L-Alanin-Konzentration angereichert ist,
als humane Fibroblasten, Skelettmuskelzellen, aus hiPSCs gewonnene Kardiomyozy-
ten oder aus hiPSCs gewonnene Fibroblasten-ahnliche Zellen [211]. Undifferenzierte
hiPSCs, die mit differenzierten Zellen co-kultiviert wurden, konnten nach der L-Alanin-
Behandlung selektiv eliminiert werden. Im Rahmen dieser Arbeit konnte durch die
Ubertragung und Modifikation dieser einfachen, kostenglinstigen und sicheren Elimi-
nierungsmethode bereits zu Beginn des Differenzierungsprozesses eine reine En-
doderm-Population erzielt werden, wodurch die Effizienz der weiteren Differenzierung
und Ausreifung gefordert werden konnte. Auch fur eine spatere, mogliche klinische
Anwendung sind undifferenzierte verbleibende Stammzellen aufgrund des Tumorrisi-

kos in jedem Fall auszuschlieen [211].

Studien haben gezeigt, dass in 3D-Modellen kultivierte Zellen die leberspezifischen
Funktionen im Vergleich zu 2D-Kulturen verbessern konnen, da die 3D-Modelle in
vivo-ahnliche Bedingungen imitieren [212]. Insbesondere hepatische 3D-Modelle sind
ein wertvolles in vitro-Instrument fur unterschiedlichste Anwendungen, wie z.B. die Un-
tersuchung der Organogenese, der Lebermorphologie und des Stoffwechsels, aber
auch fur Arzneimittel- oder zellbasierte Tests. Die Entwicklung von Strukturen, die den
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Leberzellen eine 3D-Architektur und vor allem eine Art ECM bieten, ist daher notwen-
dig, um regenerative Strategien im Leber Tissue Engineering zu verbessern. Zur Nach-
bildung der nativen Mikroumgebung wurden bereits verschiedenste Ansatze verfolgt.
Vor allem dezellularisierte Leber-Scaffolds wurden und werden aufgrund ihrer Fahig-
keit, die in vivo-Mikroumgebung naturgetreu nachzubilden haufig im Bereich des Leber
Tissue Engineerings verwendet [213]. Allerdings beinhaltet die Methode der Dezellu-
larisierung enzymatische, chemische oder physikalische Prozesse, um die ursprungli-
chen Leberzellen zu entfernen und ein wenig immunogenes Scaffold zu schaffen [213].
Daruber hinaus mangelt es dezellularisierten Scaffolds haufig an einem noch intakten
vaskularen Netzwerk, und es besteht die Gefahr von Nachblutungen und Thrombosen.
Aber auch allgemeine Aspekte wie die Spezies [214] oder die Dauer der Konservie-
rung oder Lagerung [215] erschweren die Anwendung dieser Strukturen. Daher kon-
nen synthetische Scaffolds dazu beitragen, diesen Herausforderungen entgegen zu
wirken. Zu diesem Zweck werden haufig gedruckte 3D-Hydrogele [216] oder porOse,
faserbasierte 3D-Scaffolds eingesetzt [106]. Porositat, Material und chemische Eigen-
schaften sowie die 3D-Architektur der Scaffolds spielen hierbei eine entscheidende
Rolle bei der Steuerung der Zellfunktionen und des Zellverhaltens [136]. Ideale Ge-
ruste sollten das Anheften von Zellen erleichtern, die Versorgung mit Nahrstoffen zur
Aufrechterhaltung der Lebensfahigkeit der Zellen ermoglichen und sich im Laufe der
Zeit biologisch abbauen [106], ohne dabei die Umgebungsbedingungen negativ zu be-

einflussen oder toxische Stoffe freizusetzen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl ein biokompatibles Material als auch ein dazu
passendes Herstellungsverfahren getestet, um in Kombination mit autologen HLCs die
Basis fur ein vereinfachtes Lebergewebe zu schaffen. Dazu wurden die aus Fasern
bestehenden, porésen 3D-PCL-Scaffolds mittels Schmelzelektrospinnen hergestelit.
In einer Studie konnte gezeigt werden, dass solche Strukturen vollstandig von Zellen
durchdrungen werden kdnnen, was zur Bildung einer ECM innerhalb des Gerusts fuhrt
[217]. Dies hat sich vor allem fur die Kommunikation zwischen den Zellen als vorteilhaft
erwiesen [218]. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass Endothelzellen nach einer po-
tentiellen Transplantation in porosen PCL-Strukturen einwandern kdnnen, um eine Va-
skularisierung zu gewahrleisten [123, 219] und die Lebensfahigkeit der Zellen in den
3D-PCL-Scaffolds verbessern. Mehrere Studien konnten aul3erdem zeigen, dass die

Verwendung poroser, durch Elektrospinnen hergestellter Scaffolds im Bereich des Le-
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ber Tissue Engineerings gewinnbringend ist, insbesondere im Hinblick auf die Zell-
funktionalitat, die durch Albuminsekretion, Harnstoffsynthese und enzymatische Akti-
vitdt nachgewiesen wurde [220-222]. Interessanterweise wurde festgestellt, dass
elektrogesponnene PCL-Konstrukte teilweise ahnliche Reaktionen wie das urspring-
liche Lebergewebe zeigen [223]. Insbesondere die Wachstumsrate von Hepatozyten
zeigte auf PCL-Scaffolds vergleichbare Werte wie Hepatozyten, die auf naturlichen

Gewebe Scaffolds wie z.B. dezellularisierter Schweineleber ECM ausgesat wurden.

Auch die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse zeigten, dass die ausgesaten Zellen
(Hepatoblasten) gleichmafig an die PCL-Fasern anhefteten und zu funktionalen HLCs
heranreiften. Eine lebend/tot-Zellanalyse konnte ebenso zeigen, dass die Nahrstoffzu-
fuhr der Zellen bis in den Kern der Scaffolds gewahrleistet werden konnte. Die erfolg-
reich ausgereiften HLCs wiesen zudem Hepatozyten-spezifische Marker und Funktio-
nen auf und bildeten somit eine stark vereinfachtes dreidimensionales Leber-ahnliches
Gewebe. Diese Beobachtungen decken sich mit den Erkenntnissen von Studien, die
gezeigt haben, dass bei der Bildung und dem Selbstaufbau kunstlicher Gewebestruk-
turen ahnliche biologische Prozesse wie in vivo ablaufen und dazu beitragen, die mor-

phologische Struktur des nativen Gewebes zu imitieren [224].

Das in dieser Arbeit eingesetzte PCL gilt als biokompatibles Material, das auch als
biologisch abbaubares Nahtmaterial verwendet wird [225]. Aufgrund seiner teilkristal-
linen und hydrophoben Struktur besitzt das hier verwendete PCL eine langsame Ab-
baurate (2 - 4 Jahre) [226]. Dadurch ist es fur Langzeitimplantate oder fur kunstliche
ex vivo-Lebersysteme geeignet [227]. Es wurde gezeigt, dass die Abbaugeschwindig-
keit von PCL je nach Verarbeitungsform variieren kann. Beispielsweise haben elektro-
gesponnene Faser-Konstrukte eine kurzere Degradationszeit im Vergleich zu einem
PCL-Block, was auf ein hoheres Verhaltnis von Oberflache zu Volumen und eine ge-
ringere Kristallinitat durch den Elektrospinnprozess zurickzufuhren ist [226]. Bei der
Entwicklung von Strukturen zur Nachempfindung von Lebergewebe kann PCL zur Ver-
besserung der mechanischen Eigenschaften eingesetzt werden [228]. In dieser Arbeit
wurden PCL-Scaffolds fur eine in vitro-Kultivierungsdauer von 14 Tagen verwendet. In
diesem Zeitraum wurde keine Degradation beobachtet. Allerdings mussen Langzeit-
experimente durchgefuhrt werden, um die Degradationszeit der Scaffolds unter den
beschriebenen Bedingungen zu analysieren.
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Trotz des aulRergewohnlichen Selbstorganisationsverhaltens von Hepatozyten in 3D-
Umgebungen bleibt es eine Herausforderung, die Komplexitat der Leberarchitektur in
vivo zu reproduzieren, z.B. Leberlappchen in Mikrogeweben [229] aber auch die Vas-
kularisierung. Daruber hinaus konnen 3D-Lebergewebemodelle, die mehrere Zellty-
pen enthalten, die Leberfunktionen aufgrund ihrer physiologischen Interaktion weiter
verbessern. Allerdings ist es nach wie vor schwierig, das geeignete Medium und Zell-
verhaltnis fur die Co-Kultivierung leberspezifischer Zelltypen in einem Modell auszu-
wahlen [230]. Diese Herausforderungen sowie die Stabilitdt und Lebensfahigkeit der
HLCs in den Scaffolds mussen uber einen langeren Zeitraum detailliert untersucht und

durch eine vereinfachte Vaskularisierung erganzt werden.

4.5 Differenzierung und Anwendung von hiPSC-abgeleiteten En-

dothelzellen
Eine unzureichende Vaskularisierung wahrend der Gewebereparatur ist haufig mit
schlechten klinischen Ergebnissen verbunden [231]. Dies ist vor allem bei Verletzun-
gen kritisch, bei denen die Gro3e des Defekts die Vaskularitat einschrankt, oder auch
bei Defekten, die unter besonderen Bedingungen behandelt werden mussen, wie z. B.
mit einer Strahlentherapie, die die Vaskularisierung behindert [232]. Tatsachlich ist
eine schlechte Vaskularisierung eines der grofdten Hindernisse fur die klinische An-
wendung von Tissue Engineering-Methoden [232]. Vor allem eine mangelnde Integra-
tion des Transplantats, durch eine unzureichende Vaskularisierung nach der Implan-
tation kann zu dessen Versagen fuhren. Daruber hinaus beeintrachtigt eine schlechte
Vaskularisierung die Lebensfahigkeit von tiefer im Scaffold/Transplantatmaterial lie-
genden Zellen, aufgrund von Hypoxie und unzureichender Nahrstoffversorgung [233].
Um biomimetische Gewebekonstrukte herzustellen, welche die natirliche Gewebeum-
gebung annahernd nachbilden und ggf. auch implantiert werden konnen, mussen Stra-
tegien zur Vaskularisierung entwickelt werden. Ins Besondere das Verstandnis einer
funktionierenden Endothelialisierung ist entscheidend und kann durch realitatsnahe in

vitro-Modelle unterstitzt werden.

Vor allem ECs sind an der Vaskulogenese beteiligt und tragen somit entscheidend zur
Ausbildung eines Gefaldsystems bei [234]. Durch sie wird der Blutfluss ermoglicht und
somit die Versorgung aller Korperteile mit Nahrstoffen und Sauerstoff gewahrleistet.
Aus diesem Grund wurde im weiteren Verlauf dieser Forschungsarbeit eine Methode
zur Generierung autologer ECs aus hiPSCs etabliert, um mit diesen anschliel3end ein
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blutgefalRahnliches Modell herzustellen. Dieses Modell kann fur unterschiedliche An-
wendungen genutzt werden. Einerseits um die Interaktion des generierten autologen
Endothels mit aus dem Blut stammenden Immunzellen zu analysieren und anderer-

seits um vaskulare Implantate in Kontakt mit ECs zu testen.

Um autologe humane ECs zu gewinnen, ist haufig eine GefalRbiopsie erforderlich, ein
invasives Verfahren, bei dem nur eine begrenzte Anzahl von ECs gewonnen werden
kann. HUVECs sind der am haufigsten verwendete Zelltyp fur in vitro-Anwendungen
[162]. Trotz einiger Vorteile sind HUVECs in der Regel nicht patientenspezifisch und
auch in ihrer Proliferation begrenzt [235]. Aus diesem Grund sind ECs, die aus hiPSCs
differenziert wurden besonders wertvoll, da sie eine nahezu unbegrenzte Quelle fur
die Erzeugung spenderspezifischer Zellen darstellen [236]. Auch die in dieser Studie
verwendeten hiPSCs wurden aus RECs reprogrammiert. Um die anschliel3ende Diffe-
renzierung zu ECs effizienter zu gestalten wurde Forskolin eingesetzt. Durch Verwen-
dung dieses Stimulators kann die Differenzierungseffizienz gesteigert werden, da es
die Konzentration des zweiten Botenstoffs cAMP in den Zellen stark erhdhen kann
[237], was zu einer verstarkten Expression des vaskularen endothelialen Wachstums-
faktorrezeptors (VEGFR)-2 fuhrt [238]. VEGF-A ist ein Protein, das an der Vaskuloge-
nese und der Angiogenese beteiligt ist. Dieses wird wahrend des Differenzierungspro-
zesses eingesetzt und kann durch die Applikation von Forskolin effizienter an VEGFR-
2 binden.

Nach erfolgreicher Etablierung einer Differenzierungsstrategie wurde im Rahmen die-
ser Studie ein in vitro blutgefaRahnliches PDMS-Kanal-Modell entwickelt. Fur die Her-
stellung solcher in vitro-Gefalimodellen wurden bis dato verschiedenste Strategien
entwickelt, darunter elektrogesponnene Konstrukte [239], 3D-gedruckte Polymere
[240] oder auch dezellularisierte Geruste [241] und hydrogelbasierte Ansatze [242].
Das in dieser Studie eingesetzte Polymer, auf Siliciumbasis, PDMS hat fur biomedizi-
nische Anwendungen einige relevante Eigenschaften, wie z.B. chemische Stabilitat,
Gasdurchlassigkeit, gute mechanische Eigenschaften, Biokompatibilitdt, optische
Transparenz und einfache Herstellung durch z.B. Abformung [243, 244]. Zur Generie-
rung von blutgefaldahnlichen Strukturen fur Endothelialisierungsexperimente ist PDMS
daher besonders geeignet. Vor allem die transparenten Eigenschaften ermdglichen
das Mikroskopieren ohne Zerstorung des Materials und erlauben die Visualisierung
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der Endothelialisierung unter statischen und FlieRbedingungen, sowie die Echtzeitde-
tektion der Adhasion von Blutzellen. Das etablierte EC-PDMS-Modell stellt somit eine
kontrollierte und leicht anpassbare in vitro-Testplatform fir Endothelialisierungsexpe-

rimente aber auch fur die Untersuchung von vaskularen Implantaten dar.

Eine wesentliche Funktion des GefalRendothels besteht darin, auf Verletzungen und
Entzindungen zu reagieren und Immunzellen zu stimulieren. Das etwaige Einsetzen
von Implantaten in Blutgefal3e fuhrt haufig zu einer Verletzung des Endothels, begleitet
von einer Entzindungsreaktion und der Aktivierung von Gerinnung und Blutplattchen
sowie einer SMC-Hyperplasie [245, 246], was schliellich zum Versagen des Implan-
tats [247] oder einer erneuten Stenose im Bereich der Stentimplantation fihren kann.
Obwohl medikamentenfreisetzende Stents (DES) die Proliferation von SMCs hemmen
und somit das Risiko einer Restenose reduzieren konnen, ist dies mit einer verzoger-
ten Heilung verbunden. Eine fehlende Interaktion des Endothels mit dem Implantatma-
terial birgt zusatzlich das Risiko einer kiunstlichen Oberflachenerkennung und einer
spaten Stentthrombose [248]. Daher werden das Stentdesign und -material sowie die
Interaktion mit dem Gefallendothel standig weiter erforscht [249, 250]. Neben der Ent-
wicklung neuer Materialien und Beschichtungen spielt auch deren praklinische Prufung
eine wichtige Rolle. Bislang wurden zur Prifung von GefalRimplantaten haufig Compu-
tersimulationen [251] oder idealisierte Gefallmodelle ohne Zellen verwendet [252].
Daruber hinaus wurden Stents ausschlieBlich mit ECs ohne eine umgebende, gefal3-
ahnliche Struktur besiedelt [253], was die in vivo-Bedingungen nicht adaquat nach-
ahmt. Daher werden die Gefalimplantate in verschiedenen in vivo-Tiermodellen wie
beispielsweise Schweinen [254] oder Hunden [255] oder auch in ex vivo-Modellen wie
Kaninchen [256] getestet. Diese Modelle sind sehr kostspielig, gehen mit Leiden der
Tiere einher und sind meist auf Grund unterschiedlicher Reaktionen der Spezies auf

die Prufkorper nur begrenzt auf den menschlichen Korper Ubertragbar.

Mit dem etablierten PDMS-Modell konnten Tierversuche reduziert oder vermieden
werden. Auch die Verwendung humaner Zellen ermoglicht eine bessere Vergleichbar-
keit mit dem menschlichen in vivo-System. Zudem konnten auch die Entstehung von
Krankheiten, die die BlutgefalRe betreffen, und der Einfluss von Wachstumsfaktoren
oder Therapeutika auf die Krankheitsentwicklung zukunftig mit dem beschriebenen
Modell analysiert werden [257]. Daruber hinaus bietet das Modell eine gute Grundlage
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fur das Verstandnis eines funktionierenden Endothels und kdnnte somit nach verschie-
denen Anpassungen auch in andere Gewebekonstrukte integriert werden. Insbeson-
dere die Verwendung von patientenspezifischen hiPSCs stellt einen Schritt in Richtung
personalisierte Behandlung dar und macht das in vitro-Modell noch realitatsgetreuer.
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5 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte durch eine Modifikation des CAM Assays eine alter-
native Strategie zur Teratombildung in Nagetieren fur die Analyse der Pluripotenz von
hiPSCs etabliert werden. Nach erfolgreicher Charakterisierung der hiPSCs mittels
CAM Assay wurden diese im weiteren Verlauf zu funktionellen HLCs sowie ECs diffe-
renziert. Weiterhin wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei patientenspezifische hiPSC-
basierte in vitro-Modelle etabliert: ein vereinfachtes 3D Leberkonstrukt sowie ein blut-

gefallahnliches Modell.

Beide beschriebenen humanen in vitro-Modelle oder eine Kombination dieser konnten
kunftig im Bereich praklinischer Analysen Anwendung finden und dadurch zu einer
Verbesserung der klinischen Umsetzung neuer Behandlungsstrategien beitragen. Far
die Weiterentwicklung der Modelle und einen moglichen klinischen Einsatz der hiPSCs
und der aus ihnen generierten Zellen muss die Sicherheit dieser Zellen getestet und
sichergestellt werden. Vor allem die Reprogrammierung von somatischen Zellen zu
hiPSCs geht mit einer detaillierten in vitro und in vivo-Charakterisierung einher, da eine
Restexpression von Reprogrammierungsfaktoren mit einer erhdhten Tumorentwick-
lung in Zusammenhang stehen kann. Der abgewandelte CAM Assay kann somit zu-
kunftig eine kostengunstige und schnelle in vivo-Methode zum Nachweis der Pluripo-
tenz darstellen. Auch die 3R-Regel (Replacement, Reduction und Refinement) zur Re-
duktion von Tierversuchen und Tierleid konnte bei diesem Modell umgesetzt werden.

Um die Sicherheit der aus den hiPSCs differenzierten Zellen sicherzustellen, kann zu-
dem eine Separierung anhand spezifischer Oberflachenmolekile mittels Magnet-
(MACS)-gestutzten Systeme durchgefuhrt werden. Aber auch der CAM Assay konnte
zur Analyse der Zellreinheit-und sicherheit wieder Einsatz finden. Die reine Zellpopu-
lation kann anschlieliend weiter differenziert oder expandiert werden. Zudem kann
durch chemische Inhibitoren oder die selektive Abtotung von verbliebenen hiPSCs be-
reits wahrend des Differenzierungsprozesses die Wahrscheinlichkeit einer ungewoll-
ten spontanen Differenzierung und/oder Teratombildung in vivo verringert werden.
Auch eine Spezialisierung der generierten Zellen wie beispielsweise durch eine Sub-
differenzierung der hiPSC-ECs in arterielle oder vendse ECs kann durchgefuhrt wer-
den, um die Funktionalitat der Zellen optimal auf den jeweiligen Verwendungszweck

abzustimmen.
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Daruber hinaus stellen hiPSC-basierte realitdatsnahe Modelle eine wichtige Kompo-
nente im Bereich der Regenerativen Medizin dar. Insbesondere die Leber erfullt viel-
faltige Funktionen im Korper, die fur Gesundheit und Langlebigkeit unerlasslich sind.
Sie sorgt beispielsweise fur die Entgiftung von Arzneimitteln, reguliert das Blutvolu-
men, unterstutzt das Immunsystem und steuert Uber endokrine Signale verschiedene
Stoffwechselvorgange. Erkrankungen der Leber, die unbehandelt bleiben oder nicht
behandelt werden konnen z.B. auf Grund von Mangel an Spenderorganen, gehen
meist mit einer hohen Mortalitat einher. Daher sind Modelle erforderlich, um Krank-
heitsmechanismen besser verstehen zu konnen, oder um wirksame Behandlungen zu
entwickeln. Vor allem biohybride kunstliche Lebersysteme als kunstliche extrakorpo-
rale Hilfsmittel fur Patienten mit Leberversagen gilt es zu entwickeln. In Zukunft sollen
3D in vitro-Modelle im Bereich der Krankheitsmodellierung sowie der Arzneimittelpru-
fung und -entwicklung eingesetzt werden. Allerdings stellt die Nachbildung der Kom-
plexitat der Leberarchitektur (z.B. die Mikrogefal3e oder Leberlappchen) nach wie vor
eine sehr groRe Herausforderung dar. Die Integration mehrerer leberspezifischer Zell-
typen innerhalb eines Systems kann die Funktionalitat aufgrund ihrer physiologischen
Interaktion weiter verbessern, allerdings ist es schwierig, alle Zellarten ausreichend zu
versorgen und somit das Verhaltnis der Zellen in der Co-Kultur langfristig aufrecht zu

erhalten.

Zur optimalen Funktionalitdt von Gewebekonstrukten tragt eine Vaskularisierung ent-
scheiden bei, ist aber noch immer eines der grofdten Hindernisse fur die klinische An-
wendung von Tissue Engineering-Methoden. Eine unzureichende Vaskularisierung
des Konstrukts beeintrachtigt die Lebensfahigkeit von Zellen. Bei einer moglichen kli-
nischen Anwendung kann eine schlechte Vaskularisierung zu einer mangelnden In-
tegration und damit zum Versagen des Transplantats fuhren. Um biomimetische Ge-
webekonstrukte herzustellen, welche die natirliche Gewebeumgebung annahernd
nachbildet bzw. sich potentiell in die in vivo-Bedingungen integrieren lasst, missen
daher Strategien zur Vaskularisierung entwickelt werden. Vor allem hiPSC-basierte,
patientenspezifische Ansatze mit autologen Zellen konnten zuklnftig zur Entwicklung

personalisierter Therapien beitragen.

Ein funktionierendes Endothel stellt die Grundlage eines intakten vaskularen Systems
dar. Erkrankungen dieses Systems konnen unbehandelt zum Tod fuhren. Vor allem

verschlossene oder verengte Blutgefalle miussen umgehend mit GefalRimplantaten
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(wie z.B. Stents) behandelt werden. Bei dem sogenannten Stenting-Verfahren kommt
es jedoch haufig zu einer umfassenden Verletzung des Gefallendothels, was zu Kom-
plikationen (Thrombogenitat, Entzindung und SMC-Hyperplasie etc.) fihren kann. Zu-
dem konnen sich auch bereits behandelte Blutgefalle wieder verschlie3en. Dabei bil-
det sich kurze Zeit nach dem Einsetzen des Stents ein Thrombus innerhalb des Stents,
da dieser als Fremdmaterial die lokale Blutgerinnung anregt. Daher werden Modelle
bendtigt, um innovative Stentmaterialien und -beschichtungen zu testen und praklini-
sche Teststrategien zu entwickeln, um die Bio- und Hamokompatibilitat der derzeitigen
Stents kontinuierlich zu verbessern. Im Rahmen solcher Modelle konnten auch die
Entwicklung von Krankheiten, die die BlutgefalRe betreffen, und der Einfluss von
Wachstumsfaktoren oder Therapeutika auf die Krankheitsentwicklung erforscht wer-
den. Insbesondere patientenspezifische Modelle stellen auch hier einen Schritt in Rich-

tung personalisierter Behandlung dar und machen Modelle noch effizienter.
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Abstract

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

1 Introduction

The groundbreaking discovery of the reprogrammability of somatic cells into human induced pluripotent stem cells (hiPSCs)
opened up new opportunities in the field of tissue engineering and the development of personalized cell therapies. Since
hiPSCs are derived from patient’s somatic cells, their generation and use avoid ethical concerns related to embryonic stem
cells. Thus, hiPSCs are a promising cell source to generate patient-specific cell types. Yamanaka and colleagues first
reprogramed murine fibroblasts into iPSCs (Takahashi and Yamanaka, 2006), and shortly thereafler reprogramming was also
demonstrated in human fibroblasts using retroviral vectors encoding four transcription factors, KIf4, c-Mye, Oct4, and Sox2
(Takahashi et al., 2007). However, retroviral vectors are inserted into the host genome and this is associated with a significant
risk of insertional mutagenesis, incomplete transgene silencing or reactivation, and residual expression of reprogramming
factors, which can lead to tumor development (Cieslar-Pobuda et al., 2017). Therefore, to prevent genetic alterations in
hiPSCs for later clinical applications, several non-genome integrating approaches have been developed (Kaji et al., 2009; Yu
et al., 2009; Warren et al., 2010). Especially, synthetic messenger RNA-based reprogramming methods using synthetic
messenger RNA (mRNA) or self-replicating RNA (srRNA) are promising (Steinle et al., 2017, 2019a). After the exogenous
delivery of reprogramming factor encoding RNAs into somatic cells, desired reprogramming factors are expressed under
physiological conditions by cells’ translational machinery until the cells are reprogrammed. In comparison ta plasmid DNA,
synthetic mRNAs or srRNAs do not need to enter the cell nucleus. This allows the expression of desired proteins in dividing
and non-dividing cells and results in an immediate translation of delivered mRNA or stRNA in the cytosol. Since these
RNAs are not integrated into the genome, the risk of insertional mutagenesis can be eliminated (Rabinovich and Weissman,
2013).

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

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

2 Material and methods

Cultivation of hiPSCs

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

Cultivation of RECs

RECs were isolated as described in our previously published study (Steinle et al., 2019b) and cultivated at 37 °C with 5 %
COz21n 0.1 % gelatin-coated 12-well plates with proliferation medium consisting of 50 % renal epithelial (RE) basal medium
with REGM Bullet Kit supplements (Lonza, Basel, Switzerland) and 50 % mesenchymal cell proliferation medium (DMEM
high glucose supplemented with 10 % FBS, 1x GlutaMax, 1x MEM (minimum essential medium) non-essential amino acids
(NEAA), 50 mg/mL gentamicin, and 250 mg/mL amphotericin B, 5 ng/mL basic fibroblast growth factor (bFGF). 5 ng/mL
platelet-derived growth factor (PDGF)-AB, and 5 ng/mL epidermal growth factor (EGF). Cell culture reagents were obtained
from Thermo Fisher Scientific and recombinant human growth factors were acquired from Peprotech (Hamburg, Germany).
The medium was changed every three days. When reaching 80 % confluency, RECs were passaged using 0.04 %
trypsin/0.03 % EDTA. The reaction was stopped using trypsin-neutralizing solution (TNS; 0.05 % trypsin inhibitor in 0.1 %
BSA, PromoCell, Heidelberg, Germany). Afterwards, cells were centrifuged for 5 min at 300 x g and seeded on 0.1 % gelatin
(Sigma-Aldrich)-coated T75 cell culture flasks.

Chorioallantoic membrane (CAM) assay

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

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

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

Paraffin embedding and histochemical evaluation of teratomas

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

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

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

To perform immunofluorescence staining, the teratoma sections were washed with DPBS and blocked with 4%
BSA in DPBS for 1 h at RT. Sections were then incubated for 1 h at RT with fluorescently labeled antibodies in DPBS with
2% BSA or in DPBS with 2% BSA and Triton X-100 (Sigma-Aldrich) for intracellular staining. After washing, the
coverslips were mounted using Fluoroshield mounting medium with DAPI (Abcam, Cambridge, UK). To detect the three
different germ layers Alexa Fluor® 488-mouse anti-human p-tubulin (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA), PE-mouse
anti-human CD31, and PE-mouse anti-human CXCR4 (both from Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) antibodies
were used. Stainings with the respective isotypes were performed as controls.

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

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

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

3 Results

3.1 Analysis of teratoma formation by application of hiPSCs onto CAM

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

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

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

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

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

3.3 Analysis of the tri-lineage differentiation of the hiPSCs

The H&E staining of the explanted teratomas, which were generated from 2 x 10% hiPSCs, revealed the tri-lineage
differentiation of hiPSCs seeded on CAM (Fig. 3). The differentiation into mesodermal tissue was demonstrated by the
presence of bone-like (Fig. 3A ) and into endodermal tissue was shown by the detection of the primitive gut-like epithelium
(Fig. 3A 11). Furthermore, the presence of squamous epithelial tissue (Fig. 3A 111) showed the differentiation of hiPSCs into
ectoderm tissue. In addition, the immunohistochemical analyses demonstrated the expression of the mesoderm marker CD34
(Fig. 3B I), endoderm marker SALL4 (Fig. 3B 1I), and the ectoderm marker vimentin (Fig. 3B 1) associated with the
respective morphological structures. The antibodies showed no binding to tissue sections of CAMs that were seeded with
RECs (Fig. S2A").

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

Moreover, using gqRT-PCR, increased expression of mesoderm (CD31, CD34, and SMA), endoderm (FOXA?2 and
AFP), and ectoderm (SOX1 and PAX6) markers was detected on CAMs seeded with 2 x 108 hiPSCs and incubated for 16
days compared to hiPSCs cultivated in cell culture flasks with E8 medium (Fig. 3D).

To further prove the functionality of the CAM model, the teratoma formation potential of two other hiPSC lines,
which were generated in our laboratory by reprogramming of human fibroblasts (NulFs) or JPCs, was assessed by seeding of
2 x 10° cells on CAM. The H&E staining of the explanted teratomas, which were generated from NuFFs-derived (Fig. 4A) or
JPCs-derived (Fig. 4B) hiPSCs, demonstrated the tri-lineage differentiation potential as the RECs-derived hiPSCs (Fig. 3).
The differentiation into mesodermal tissue was demonstrated by the presence of bone-like structures (Fig. 4A 1) and adipose
tissue (Fig. 4B I). Furthermore, gut-like epithelium showing endodermal differentiation (Fig. 4A 11 and Fig. 4B IT) and
squamous epithelium showing ectodermal differentiation (Fig. 4A 111 and Fig. 4B 111) were detected.

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

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

Teratomas were generated by seeding of 2 x 10° hiPSCs on CAMs. A) Representative microscopic images of teratoma sections
stained with H&E showing hiPSC-derived tissues of all three germ layers. Mesoderm: () bone-like tissue, Endoderm: (i)
primitive gut-like epithelium, Ectoderm: (Ill) squamous epithelium. The arrows indicate the described germ layer-specific
structures. B) Representative microscopic images of immunohistochemical stainings using antibodies against (1) CD34, (Il)
SALL4, and (I} vimentin. Antibody-stained tissue structures are brown and the sections were counterstained with hematoxylin.
C) Representative immunofluorescence images of teratoma sections stained with (1) PE-mouse anti-human-CD31, (ll) PE-
mouse anti-human CXCR4, or (lll} Alexa Fluor® 488-mouse anti-human B-tubulin antibodies. D) gqRT-PCR expression analysis
of CD34, SMA, CD31, AFP, FOXA2, Pax6, and Sox1 transcripts in teratomas generated from 2 x 10° hiPSCs. mRNA levels
were normalized to GAPDH mRNA levels. Results are shown relative to hiPSCs cultivated in cell culture flask as mean + SEM
(n=3)

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

Commonly, subcutaneous (Cao et al., 2007), intramuscular (Lee et al., 2009), intramyocardial (Cao et al., 2000), or
sub-renal capsule implantation of hiPSCs is performed into 135 to 20 immunodeficient mice aged 6 to 10 weeks. The animals
are maintained for a period of approximately 4 to 6 weeks to allow the growth of the implanted cells and teratoma formation
(Nelakanti et al., 2015; Aldahmash et al., 2013). If the cells are transplanted subcutaneously or intraperitoneally, very
palpable teratomas are often formed 4 to 6 weeks post-injection (Zhang et al., 2008). The teratomas can be measured using
the traditional caliper method and visually (Hentze et al., 2009). Mice should be sacrificed before the teratoma is larger than 1
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Mesoderm Endoderm

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

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

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

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

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

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

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

5 Conclusion

In this study, an alternative in vive model was established and tested to evaluate the pluripotency of newly generated hiPSC
lines within 9 days. The CAM model is a valuable method to bridge the gap between in vitro cell culture and in vivo animal
experiments. In contrast to the immunodeficient mouse model, it is simple, inexpensive, and time-saving. The application of
this CAM assay will reduce the number of required animals and suffering to respect the 3Rs prineiples. Besides the
pluripotency evaluation of the reprogrammed cells, CAM assay can be also applied to test the safety of differentiated cells
from hiPSCs.

References

Aisenbrey, E. A. and Murphy, W. L. (2020). Synthetic alternatives to matrigel. Nat Rev Mater 5, 539-551.
doi: 10.1038/s41578-020-0199-8

Aldahmash, A., Atteya, M., Elsafadi, M. et al. (2013). Teratoma formation in immunocompetent mice after syngencic and
allogeneic implantation of germline capable mouse embryonic stem cells. Asian Pac J Cancer Prev 14, 5705-5711.
doi:10.7314/apjep.2013.14.10.5705

Buhr, C. R., Wiesmann, N., Tanner, R. C. et al. (2020). The choricallantoic membrane assay in nanotoxicological research-an
alternative for in vivo experimentation. Nanomaterials (Basel) 10,2328, doi:10.3390/nano10122328

Buta, C., David, R., Dressel, R. et al. (2013). Reconsidering pluripotency tests: Do we still need teratoma assays? Stem Cell
Res 11, 552-562. doi:10.1016/j.s¢r.2013.03.001

Cao, F., Lin, S., Xie, X. et al. (2006). In vivo visualization of embryonic stem cell survival, proliferation, and migration after
cardiac delivery. Circulation 113, 1005-1014. doi:10.1161/CIRCULATIONAHA.105.588954

Cao, F., van der Bogt, K. E., Sadrzadeh, A. et al. (2007). Spatial and temporal kinetics of teratoma formation from murine
embryonic stem cell transplantation. Stem Cells Dev 16, 883-891. doi:10.1089/scd.2007.0160

Cieslar-Pobuda, A., Knoflach, V., Ringh, M. V. et al. (2017). Transdifferentiation and reprogramming: Overview of the
processes, their similarities and differences. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Molecular Cell Research 1864,
1359-1369. doi:10.1016/j.bbamcr.2017.04.017

DeBord, L. C., Pathak, R. R., Villaneuva, M. et al. (2018). The chick chorioallantoic membrane (cam) as a versatile patient-
derived xenograft (pdx) platform for precision medicine and preclinical research. Am J Cancer Res 8, 1642-1660.

Deryugina, E. I. and Quigley, J. P. (2008). Chick embryo choricallantoic membrane model systems to study and visualize
human tumor cell metastasis. Histochem Cell Biol 130, 1119-1130. doi:10.1007/s00418-008-0536-2

Dexter, D. L., Lee, E. S., DeFusco, D. J. et al. (1983). Selection of metastatic variants from heterogeneous tumor cell lines
using the chicken chorioallantoic membrane and nude mouse. Cancer Res 43, 1733-1740.

Dohle, D. S., Pasa, S. D., Gustmann, S. et al. (2009). Chick ex ovo culture and ex ovo cam assay: How it really works. J Fis
Exp doi:10.3791/1620

Durupt, F., Koppers-Lalic, D., Balme, B. et al. (2012). The chicken chorioallantoic membrane tumor assay as model for
qualitative testing of oncolytic adenoviruses. Cancer Gene Ther 19, 58-68. doi:10.1038/cgt.2011.68

Gilleron, L., Coecke, S., Sysmans, M. et al. (1996). Evaluation of a modified het-cam assay as a screening test for eye
irritancy. Toxicol In Vitro 10, 431-446. doi:10.1016/0887-2333(96)00021-5

Hentze, H., Soong, P. L., Wang, S. T. et al. (2009). Teratoma formation by human embryonic stem cells: Evaluation of
essential parameters for future safety studies. Stem Cell Res 2, 198-210. doi:10.1016/j.scr.2009.02.002

Kaji, K., Norrby, K., Paca, A. et al. (2009). Virus-free induction of pluripotency and subsequent excision of reprogramming
factors. Nature 458, 771-775. doi:10.1038/naturc07864

Kibbe, W. A. (2007). Oligocalc: An online oligonucleotide properties calculator. Nucleic Acids Res 35, W43-46.
doi:10.1093/nar/gkm234

Kunz, P., Schenker, A., Sahr, H. et al. (2019). Optimization of the chicken chorioallantoic membrane assay as reliable in vivo
model for the analysis of osteosarcoma. PLoS One 14, 0215312, doi:10.1371/journal.pone.0215312

Kunzi-Rapp, K., Genze, F., Kufer, R. et al. (2001). Chorioallantoic membrane assay: Vascularized 3-dimensional cell culture
system for human prostate cancer cells as an animal substitute model. J Urel 166, 1502-1507. doi:10.1016/50022-
5347(05)65820-x

Lee, A. 5., Tang, C., Cao, F. et al. (2009). Effects of cell number on teratoma formation by human embryonic stem cells. Cell
Cvcle §, 2608-2612. doi:10.4161/cc.8.16.9353

Li, M., Pathak, R. R., Lopez-Rivera, E. et al. (2015). The in ovo chick chorioallantoic membrane (cam) assay as an efficient
xenograft model of hepatocellular carcinoma. J Vis Exp doi:10.3791/52411

McDonald, D., Wu, Y., Dailamy, A. et al. (2020). Defining the teratoma as a model for multi-lineage human development.
Cell 183, 1402-1419 e1418. doi: 10.1016/j.ce11.2020.10.018

Moreno-Jimenez, 1., Hulsart-Billstrom, G., Lanham, S. A. et al. (2016). The chorioallantoic membrane (cam) assay for the
study of human bone regeneration: A refinement animal model for tissue engineering. Sci Rep 6, 32168.
doi:10.1038/srep32168

Naik, M., Brahma, P. and Dixit, M. (2018). A cost-effective and efficient chick ex-ovo cam assay protocol to assess
angiogenesis. Methods Protoc 1, doi:10.3390/mps1020019

74



Anhang

ALTEX preprint
published January 25, 2021
doi:10.14573/altex.2005221

Nelakanti, R. V., Kooreman, N. G. and Wu, J. C. (2015). Teratoma formation: A (ool for monitoring pluripotency in stem
cell research. Curr Protoc Stem Cell Biol 32,4A 8 1-17. doi:10.1002/9780470151808.5c04a08s32

Petrovova, E., Giretova, M., Kvasilova, A. et al. (2019). Preclinical alternative model for analysis of porous scaffold
biocompatibility in bone tissue engineering. ALTEX 36, 121-130. doi:10.14573/altex. 1807241

Rabinovich, P. M. and Weissman, S. M. (2013). Cell engineering with synthetic messenger rna. Methods Mol Biol 969, 3-28.
doi:10.1007/978-1-62703-260-5_1

Rovithi, M., Avan, A.. Funel, N. et al. (2017). Development of bioluminescent chick chorioallantoic membrane (cam) models
for primary pancreatic cancer cells: A platform for drug testing. Sci Rep 7, 44686. doi: 10.1038/srep44686

Steinle, H., Behring, A., Schlensak, C. et al. (2017). Concise review: Application of in vitro transcribed messenger ma for
cellular engineering and reprogramming: Progress and challenges. Stem Cells 35, 68-79. doi: 10.1002/stem.2402

Steinle, H., Golombek, S., Behring, A. et al. (2018). Improving the angiogenic potential of epes via engincering with
synthetic modified mrnas. Mol Ther Nucleic Acids 13, 387-398. doi:10.1016/j.omtn.2018.09.005

Steinle, H., Weber, M., Behring, A. et al. (2019a). Generation of ipscs by nonintegrative rna-based reprogramming
techniques: Benefits of self-replicating ma versus synthetic mrna. Stem Cells Int 2019, 7641767.
doi:10.1155/2019/7641767

Steinle, H., Weber, M., Behring, A. et al. (2019b). Reprogramming of urine-derived renal epithelial cells into ipscs using
strna and consecutive differentiation into beating cardiomyocytes. Mol Ther Nucleie Acids 17, 907-921.
doi:10.1016/.omtn.2019.07.016

Takahashi, K. and Yamanaka, S. (2006). Induction of pluripotent stem cells from mouse embryonic and adult fibroblast
cultures by defined factors. Cell 126, 663-676. doi:10.1016/j.cell.2006.07.024

Takahashi, K., Tanabe, K., Ohnuki, M. et al. (2007). Induction of pluripotent stem cells from adult human fibroblasts by
defined factors. Cell 131, 861-872. doi:10.1016/j.cell.2007.11.019

Warren, L., Manos, P. D., Ahfeldt, T. et al. (2010). Highly efficient reprogramming to pluripotency and directed
differentiation of human cells with synthetic modified mma. Cell Stem Cell 7, 618-630.
doi:10.1016/j.stem.2010.08.012

Winter, G., Koch, A. B. F., Loffler, J. et al. (2020). Multi-modal pet and mr imaging in the hen's egg test-chorioallantoic
membrane (het-cam) model for initial in vive testing of target-specific radioligands. Cancers (Basel) 12,
doi:10.3390/cancers 12051248

Ye, J., Coulouris, G., Zaretskaya, 1. et al. (2012). Primer-blast: A tool to design target-specific primers for polymerase chain
reaction. BMC Bioinformatics 13, 134. doi:10.1186/1471-2105-13-134

Ying, Y., Xingfen, Y., Wengai, Z. et al. (2010). Combined in vitro tests as an alternative to in vivo eye irritation tests. Altern
Lab Anim 38, 303-314. doi:10.1177/026119291003800413

Yu, J., Hu, K., Smuga-Otto, K. et al. (2009). Human induced pluripotent stem cells free of vector and transgene sequences.
Science 324, 797-801. doi:10.1126/science.1172482

Zhang, W. Y., de Almeida, P. E. and Wu, J. C. (2008). Teratoma formation: A tool for monitoring pluripotency in stem cell
research. In (eds.), Stembook. Cambridge (MA): doi:10.3824/stembook.1.53.1

Conflict of interest
All authors declare no competing financial interests relevant to the submitted work.

Acknowledgements
For antibody staining, the authors would like to thank Dr. Irene Gonzalez Menendez and Prof. Dr. Leticia Quintanilla de
Fend at the Institute of Pathology, University Hospital & Comprehensive Cancer Center, University of Tiibingen. JPCs were
obtained from Prof. Dr. Dorothea Alexander-Friedrich, Department of Oral and Maxillofacial Surgery, University Hospital
Tiibingen.

We acknowledge support by the German Research Foundation (Deutsche Forschungsgemeinschaft; DFG) through
AV 133/7-1 and the Open Access Publishing Fund of University of Tiibingen.

75



Anhang

7.3.2 Publikation I

Combination of melt-electrospun poly-g-caprolactone scaffolds and hepato-
cyte-like cells from footprint-free hiPSCs to create 3D biohybrid constructs for

liver tissue engineering

76



Anhang

www.nature.com/scientificreports

scientific reports

OPEN

W) Check for updates

Combination of melt-electrospun
poly-g-caprolactone scaffolds
and hepatocyte-like cells

from footprint-free hiPSCs

to create 3D biohybrid constructs
for liver tissue engineering

Josefin Weber?, Carsten Linti?, Christiane Lérch?, Marbod Weber', Madelene Andt?,
Christian Schlensak’, Hans Peter Wendel?, Michael Doser? & Meltem Avci-Adali'™

The liver is a vital organ with numerous functions, including metabolic functions, detoxification,

and the synthesis of secretory proteins. The increasing prevalence of liver diseases requires the
development of effective treatments, models, and regenerative approaches. The field of liver tissue
engineering represents a significant advance in overcoming these challenges. In this study, 3D
biohybrid constructs were created by combining hepatocyte-like cells (HLCs) derived from patient-
specific footprint-free human induced pluripotent stem cells (hiPSCs) and 3D melt-electrospun
poly-g-caprolactone (PCL) scaffolds. First, a differentiation procedure was established to obtain
autologous HCLs from hiPSCs reprogrammed from renal epithelial cells using self-replicating mRNA.
The obtained cells expressed hepatocyte-specific markers and exhibited important hepatocyte
functions, such as albumin synthesis, cytochrome P450 activity, glycogen storage, and indocyanine
green metabolism. Biocompatible PCL scaffolds were fabricated by melt-electrospinning and seeded
with pre-differentiated hepatoblasts, which uniformly attached to the fibers of the scaffolds and
successfully matured into HLCs. The use of patient-specific, footprint-free hiPSC-derived HLCs
represents a promising cell source for personalized liver regeneration strategies. In combination with
biocompatible 3D scaffolds, this innovative approach has a broader range of applications spanning
liver tissue engineering, drug testing and discovery, and disease modeling.

As the largest solid internal organ of the body, the liver fulfills various functions that are essential for health
and longevity, such as the production of plasma proteins, e.g. albumin, fibrinogen, apolipoproteins, coagulation
factors, anti-trypsin, plasminogen, transferrin, or retinol-binding protein. In addition, the liver is essential for
bile secretion and drug detoxification’, it regulates the blood volume, supports the immune system, and controls
several metabolic processes through endocrine signaling. Viral infections, autoimmune or hereditary diseases
can lead to liver failure. In 2017, approximately 2.14 million deaths were attributed to liver-related conditions,
with liver cirrhosis and liver cancer accounting for 61.7% and 38.3%, respectively’. Thus, novel strategies are
needed to understand the disease mechanisms, enable effective treatment, and to develop biohybrid artificial
liver systems as artificial extracorporeal supportive devices for patients with liver failure.

Successful liver tissue engineering requires appropriate cells, extracellular matrix (ECM), and signaling
molecules’. By using three-dimensional (3D) scaffolds, the natural environment of the cells can be mimicked
to improve the growth, organization, and function of seeded cells. Human primary hepatocytes are an ideal
cellular source for liver regeneration, as they account for 60-80% of the liver mass and have many important
functions in the human body. Especially, cytochrome P450 enzymes found in hepatocytes are responsible for
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drug metabolism. Furthermore, hepatocytes are crucial for bile secretion and endocytic blood filtration and
contribute to the maintenance of glucose homeostasis in the body*. However, the applicability of primary human
hepatocytes for tissue engineering as well as drug testing is compromised by their limited availability, lack of
proliferative capacity, and rapid loss of functions during in vitro culture®. In addition, the genetic metabolic
mechanisms of animal models differ from those of humans, meaning that the results cannot be often transferred
to clinical practice. Thus, hepatocytes of human origin are needed for experimental and therapeutic studies.
Several approaches exist to mimic the native liver microenvironment’, including the use of decellularized liver
scaffolds’, 3D bioprinted hydrogels®, and fiber-based 3D scaffolds’. Various parameters, such as porosity, mate-
rial and chemical properties, as well as the 3D architecture of the scaffolds, play an important role in controlling
cellular functions and behavior!’. Ideal scaffolds should therefore facilitate cell attachment, enable the supply
of nutrients to maintain cell viability and biodegrade over time®. Various techniques have been established
to fabricate porous structures from biodegradable polymers, such as solvent extraction'?, 3D printing“’, and
electrospinning®.

Poly-e-caprolactone (PCL) is a biocompatible, biodegradable, non-toxic, thermoplastic polyester that can
be used in electrospinning to produce 3D scaffolds''. Furthermore, its chemical properties and degradability
with very low acidification, as well as its mechanical strength can be easily adjusted'’. Due to its adaptability,
PCL can be used for the engineering of soft or hard tissues by changing its molecular weight and degradation
time'”. The porous structure of PCL scaffolds allows the efficient supply of nutrients to the cells and enables the
maintenance of the cells in the 3D constructs®. Furthermore, when transplanted, endothelial cells can infiltrate
the porous PCL scaffolds to revascularize the scaffolds'*'* and ensure the viability of the cells in the 3D PCL
scaffolds. Several studies have shown that the use of porous scaffolds produced by electrospinning has provided
a significant contribution to liver tissue engineering, in terms of cell functionality demonstrated by albumin
secretion, urea synthesis, and enzymatic activity'®"'%. Interestingly, it has been found that electrospun PCL mats
can exhibit some similar responses to original liver tissue'’, especially the growth rate of hepatocytes on PCL
scaffolds was comparable to natural tissue scaffolds such as decellularized porcine liver ECM. Thus, PCL has the
potential to mimic the ECM as a cell growth-supporting material.

The combination of fused filament fabrication (FFF) 3D printing with melt electrospinning for tissue engi-
neering approaches has been introduced in recent years™. In this study, melt electrospinning was used for scaffold
formation. The electrohydrodynamic jetting technology with electrical instabilities results in the generation of
fibers with larger diameters compared with solution electrospinning®'. Other advantages of melt electrospinning
compared to solution electrospinning include simple equipment, no need for solvents, higher productivity, and
the ability to fabricate various structures for cell culture scaffolds.

In recent years, the ability to reprogram human somatic cells into human induced pluripotent stem cells
(hiPSCs) has opened up novel possibilities for regenerative medicine by enabling the generation of autologous
desired cell types, such as neurons, cardiomyocytes, or hepatocytes”. By avoiding the use of vectors that can be
inserted into the genome of somatic cells during the reprogramming, footprint-free hiPSCs can be obtained.
The exogenous delivery of self-replicating messenger RNA (srRNA) into somatic cells leads to the expression of
the desired reprogramming factors under physiological conditions by the cells’ translational machinery in the
cytosol™. Since srRNA does not need to enter the nucleus to be translated into proteins, the risk of genomic inte-
gration and insertional mutagenesis is prevented. The use of srRINA instead of conventional synthetic messenger
RNA (mRNA) also eliminates the need for daily transfection of the cells until the reprogramming is complete™.

In this study, srRNA was used to obtain footprint-free hiPSCs from adult human epithelial cells derived from
urine. A differentiation protocol was established to generate hepatocyte-like cells (HLCs) from these hiPSCs.
The successful generation of HLCs was demonstrated by the expression of hepatocyte-specific markers at the
transcriptional and protein levels. In addition, the obtained cells exhibited essential hepatic functions such as
cytochrome P450 activity, albumin synthesis, indocyanine green metabolism, and glycogen storage. The use of
melt-electrospun PCL scaffolds facilitated the 3D cultivation and differentiation of hiPSC-derived hepatoblasts
into HLCs. These 3D constructs can be applied for disease modeling, drug screening, as well as for tissue recon-
struction studies by using patient-specific HLCs.

Materials and methods

Ethics statement

Renal epithelial cells were isolated from the urine of adult healthy donors, which gave written informed consent
to participate. The study was approved by the Ethics Committee of the Medical Faculty of the University of
Tuebingen (911/2018B02). All experiments were performed in accordance with relevant guidelines and regu-
lations. Since no living animals were used in this study, ethical approval for animal testing was not required.

Fabrication of melt-electrospun PCL scaffolds

The PCL (Internal labeling: batch number PCL-19) used for this study was produced by ITV Denkendorf Prod-
uctservice GmbH. The inherent viscosity was 1.9 dl/g and the melt temperature 57.5 °C£2.5 °C. PCL filaments
with 1.75 mm diameter (ITV Denkendorf Productservice GmbH) were produced using a fused filament fab-
rication 3D printing device (German RepRap X350pro, InnovatiQ GmbH + Co KG, Feldkirchen, Germany)
which was modified using a high voltage electrostatic source (Eltex KNH34, Eltex-Elektrostatik GmbH, Weil am
Rhein, Germany) and an aluminum printing bed as electrostatic target. PCL filaments were extruded through
printing nozzles with a diameter of 0.1 mm and a nozzle spacing of 25 mm. A melt jet was then generated with
an accelerating voltage that enabled the manufacturing of fibers with smaller diameters at 265 °C and a print-
ing speed of 0.2 mm/s. With this process, 3D nonwoven PCL scaffolds were fabricated. The melt-electrospun
PCL scaffolds were analyzed via scanning electron microscopy (SEM) imaging (Hitachi TM 1000, Tokyo, Japan)
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and characterized via directional diameter analysis (MAVIfiber2d, Fraunhofer ITFM, Germany). The printing
parameters were controlled by slicing software (Simplify3D, Cincinnati, USA).

Swelling behavior analysis

The swelling capacity of scaffolds plays an important role in the absorption of body fluids and the transfer of
nutrients and metabolites. Thus, swelling studies were performed to determine the water absorption capacity of
the fabricated PCL scaffolds. The dry weight (W) of the scaffold was determined before it was immersed in 1 ml
of Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS) for 24 h at 37 °C. After incubation, scaffolds were taken out of
DPBS, excess DPBS on the surface was removed with filter paper, and their wet weight (W,,) was determined.
The swelling ratio was determined by (W,, — Wy)/W,.

Coating of PCL scaffolds with vitronectin

Scaffolds were incubated for 1 h at room temperature (RT) with 70% EtOH. Subsequently, the EtOH was evapo-
rated overnight under the sterile bench. Scaffolds were placed in 12-well plates and coated with 0.5 ml of 5, 10, or
20 pg/ml vitronectin dissolved in DPBS for 1 h at RT. Afterwards, the vitronectin coating solution was aspirated.

Cultivation of HepG2 cells

HepG2 cells (ECACC General Cell Collection, Porton Down, UK) were cultured in T75 flasks in Dulbecco’s
Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12 medium) (Gibco by Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA) supplemented with 10% FBS (Thermo Fisher Scientific). Medium changes were performed every
2-4 days. At a confluence of 80%, the cells were washed once with DPBS and detached with 0.05% trypsin-EDTA
(Gibco by Thermo Fisher Scientific) for 5 min at 37 °C. Cells were then centrifuged for 5 min at 300xg and cul-
tivated with a splitting ratio of 1:10 or 1:20.

Seeding of HepGz2 cells on vitronectin-coated PCL scaffolds

After vitronectin coating, the scaffolds were soaked in 200 ul HepG2 cell culture medium. 5 x 10° HepG2 cells
were resuspended in 100 ul HepG2 medium and the suspension was applied dropwise onto the scaffold and
incubated for 1 h to allow the cells to attach to the scaffold. Afterwards, 1 ml fresh culture medium was added
per well. After 24 h, cell attachment and morphology were analyzed.

Cultivation of human renal epithelial cells (RECs) from human urine

RECs were isolated and cultivated as described in our recently published study*. Briefly, around 200 ml of
urine from human healthy volunteers was collected. Approximately 20-50 RECs were obtained and cultivated
at 37 °C with 5% CO, in gelatin-coated well plates (Sigma- Aldrich, Steinheim, Germany) in REC proliferation
medium, consisting of 50% renal epithelial basal medium (Lonza, Basel, Switzerland) in combination with 50%
proliferation medium. Medium changes were performed every third day. At 80% confluency, RECs were used
for further experiments.

Reprogramming of RECs using srRNA into hiPSCs

Footprint-free hiPSCs were generated by reprogramming of RECs using VEE-OKSiM-GFP srRNA encoding
OCT#4, KLF4, SOX2, cMYC, and GFP. The transfection and reprogramming were performed according to our
recently published study”.

Cultivation of hiPSCs derived from RECs

The obtained hiPSCs were cultivated in Essential 8 medium (E8 stem cell medium, Thermo Fisher Scientific)
on T25 culture flasks coated with 5 pg/ml vitronectin (Thermo Fisher Scientific) at 37 °C and 5% CO,. At 70%
confluence, hiPSCs were detached with 0.5 mM EDTA (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) for 5 min at 37 °C.
Then, the cells were resuspended in E8 medium along with 10 pM Y-27632 (ROCK inhibitor, Enzo Life Sciences,
Lausen, Switzerland) and seeded in 12-well plates for hepatic differentiation. The medium was changed after 24 h
to E8 medium without ROCK inhibitor and daily medium changes were performed.

Differentiation of hiPSCs towards HLCs

2x 10* hiPSCs (passage 25-40) were seeded in vitronectin-coated (5 pg/ml) 12-well plates and cultivated for
2 days at 37 °C and 5% CO,. The medium was changed daily (1 ml/well). To initiate the differentiation, E8
medium was changed to endoderm medium 1 (1 ml/well) containing 0.5% DMSO (SERVA Serving Scientists,
Heidelberg, Germany) in E8 medium. After 24 h, the medium was changed to endoderm medium 2 contain-
ing RPMI 1640 (Thermo Fisher Scientific) with 3 uM CHIR99021 (Peprotech) and 1% B27 supplement minus
insulin (Thermo Fisher Scientific). The next day, endoderm medium 3, RPMI 1640 medium containing 1% B27
supplement (Thermo Fisher Scientific) was applied for another 24 h.

To improve differentiation efficiency, undifferentiated hiPSCs were eliminated selectively using RPMI 1640
medium (Thermo Fisher Scientific) supplemented with 1.2 mol/l L-alanine (Thermo Fisher Scientific)”. There-
fore, after endoderm induction (day 3), RPMI 1640 medium supplemented with L-alanine was added to the cells
and incubated for 1 h at 37 °C. Then, the cells were cultivated for another 24 h with endoderm medium 3. Then,
at day 4, a medium change was performed and the endodermal cells were cultivated in RPMI 1640 with 1% B27
supplement, 20 ng/ml bone morphogenic protein 4 (BMP4) (Peprotech), 5 ng/ml basic fibroblast growth factor
(bFGF) (Peprotech) and 0.5% DMSO for another 5 days to induce hepatoblast stage. The culture medium was
changed daily (1 ml/well). For the differentiation of hepatoblasts towards HLCs, the cells were first cultivated
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for 5 days in RPMI 1640 containing 0.5% DMSO, 1% B27 supplement, and 20 ng/ml hepatocyte growth factor
(HGF) (Peprotech). The medium was changed daily (1.5 ml/well). Then, immature hepatocytes were further
differentiated in hepatocyte culture medium BulletKit (Lonza, Basel, Switzerland) supplemented with 20 ng/ml
HGE, 20 ng/ml Oncostatin M (OSM) (Peprotech), 100 nM dexamethasone and 0.5% DMSO for 7 days to obtain
mature HLCs. The medium was changed every other day (2 ml/well).

As a negative control, 2 x 10* hiPSCs (passage 25-40) were seeded in vitronectin-coated (5 pg/ml) 12-well
plates and cultivated at 37 °C and 5% CO, using E8 medium along with 10 pM Y-27632 ROCK inhibitor. The
medium was changed after 24 h to E8 medium without ROCK inhibitor and daily medium changes were per-
formed until the corresponding differentiation stage of HLCs was completed.

Seeding of hiPSC-derived hepatoblasts on vitronectin-coated PCL scaffolds and differentia-
tion into HLCs
On day 3 after inducing the hepatoblast differentiation of definitive endoderm cells (3 days after selection with
L-alanine), the cells were detached using TrypLE Express (Gibco by Life Technologies) and 5 x 10° hepatoblasts
in 100 pl hepatoblast medium supplemented with 2% KnockOut Serum Replacement (KOSR) (Gibco by Life
Technologies), 1% B27, and 10 uM ROCK inhibitor Y-27632 were seeded onto scaffolds coated with 20 pg/ml
vitronectin. The cell suspension was added dropwise onto the scaffold and incubated for 1 h at 37 °C with 5% CO,
to let the cells attach to the scaffold. Afterwards, 1 ml of fresh hepatoblast culture medium was added per scaf-
fold. After the colonization of the scaffolds, cultivation was performed in hepatoblast medium for an additional
2 days. Then, cells were differentiated into mature HLCs according to the described differentiation protocol above.
Simultaneously with the transfer of the hepatoblasts to the PCL scaffolds, 5 x 10° hiPSCs (passage 25-40) were
seeded in 100 pl E8 medium and 10 uM Y-27632 ROCK inhibitor onto scaffolds coated with 20 pg/ml vitronectin
as a negative control. The cell suspension was added dropwise onto the scaffolds and incubated for 1 h at 37 °C
with 5% CO, to allow the cells to attach. Afterwards, 1 ml of fresh E8 medium with ROCK inhibitor was added
to each scaffold. The medium was changed after 24 h to E8 medium without ROCK inhibitor and daily medium
changes were performed.

Uptake and release of indocyanine green (ICG) by hiPSC-derived HLCs

The metabolization of ICG (Diagnostic Green GmbH, Aschheim, Germany) was analyzed to evaluate the ability
of the generated hiPSC-derived HLC:s for the uptake, conjugation, and release of the substance. ICG can only be
metabolized by functional hepatocytes and is also clinically established to detect the functionality of hepatocytes.
For the preparation of a stock solution, ICG was dissolved in DMSO (5 mg/ml). Then, cells were incubated with
1 mg/ml ICG in 1 ml hepatocyte culture medium BulletKit for 30 min at 37 °C with 5% CO,. Cells were then
washed 3x with DPBS and ICG uptake was analyzed by phase-contrast microscopy. Afterwards, the medium
was replaced by fresh medium and the cells were incubated for another 6 h at 37 °C with 5% CO, followed by
microscopic examination. Images were acquired using an Axiovert135 microscope (Carl Zeiss, Oberkochen,
Germany) and EOS Utility software (Canon, Tokyo, Japan).

Detection of cytochrome P450 activity

To detect cytochrome P450 activity, hiPSC-derived HLCs differentiated in 12-well plates were washed with 1 ml
DPBS. For cytochrome P450 induction, cells were incubated with 25 uM and 50 pM rifampicin (Merck, Darm-
stadt, Germany) in hepatocyte culture medium BulletKit for 48 h. Afterwards, the cells were washed once with
1 ml DPBS. The cytochrome P450 activity was analyzed using a nonlytic P450-Glo assay (Luciferin-IPA) (Pro-
mega, Madison, USA) according to the manufacturer’s protocol. Therefore, cells were incubated with CYP3A4/
Luciferin-TPA diluted 1:1000 in hepatocyte culture medium BulletKit (Lonza, Basel, Switzerland) at 37 °C with
5% CO, for 45 min. Next, 25 pl of the supernatant was transferred into one well of a white 96 well-plate, and 25 pl
luciferin detection reagent was added. The CYP3A4 activity was then measured in triplicates with a fluorescence
microplate reader (Mithras LB 940, Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany).

Flow cytometry analysis

Cells were washed and detached using TrypLE Express (Gibco by Life Technologies). The cells were then centri-
fuged for 3 min at 600xg and washed with 1 ml DPBS. For intracellular staining, cells were fixed for 15 min with
4% paraformaldehyde (PFA) at RT. After a washing step with DPBS, cells were suspended in permeabilization
buffer (2% BSA in DPBS and 0.2% Triton X-100), and fluorescently labeled antibodies were added at a con-
centration indicated by the manufacturer and incubated at RT for 45 min. For extracellular staining, cells were
suspended in wash buffer (2% BSA in DPBS) and fluorescently labeled antibodies were added at a concentration
indicated by the manufacturer and the sample was incubated for 45 min at RT. Following this, a washing step was
performed, then the cells were suspended in 500 uL CellFIX (1x) (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) and
analyzed via flow cytometry analysis using the following antibodies: PE-labeled mouse anti-human CXCR4 and
PE-labeled mouse anti-human alpha-fetoprotein antibodies (both from R&D Systems, Minneapolis, USA), PE-
labeled mouse anti-human FOXA2 and PE-labeled mouse anti-human ASGPRI antibodies (both from Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), Alexa Fluor 488-labeled goat anti-human ALB antibody (Thermo Fisher
Scientific) and DyLight 488-labeled mouse anti-human TRA-1-60 antibody (Stemgent, Cambridge, USA).

qRT-PCR

RNA was isolated with Aurum™ Total RNA Mini Kit (Bio-Rad, Munich, Germany). Using the iScript kit (Bio-
Rad, Hercules, USA) 300 ng RNA from cells was then reverse-transcribed into cDNA. Primers (final concentra-
tion: 300 nM) used are listed in Table 1. They were obtained from Eurofins Genomics (Ebersberg, Germany). IQ
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Marker for | Gene Sense primer 5'-3' Antisense primer 5'-3'
- GAPDH | TCAACAGCGACACCCACTCC TGAGGTCCACCACCCTGTTG
Stem cells Nanog TGAACCTCAGCTACAAACAG TGGTGGTAGGAAGAGTAAAG
CXCR4 | TCCATTCCTTTGCCTCTTTTGC | TGTCCGTCATGCTTCTCAGTT
Endoderm SOX17 GATTGCACTGGTCACCTCGG TCCGTGTAATAAGGGTCTTCGC
FOXA2 TGCACTCGGCTTCCAGTATG CGTGTTCATGCCGTTCATCC
o HNF4a | ACTACATCAACGACCGCCAGT | ATCTGCCAGGTGATCCTCTG
o AFP AAATGCGTTTCTCGTTGCTT GAGTTGGCAACAAGTGGCTG
ALB GCACAGAATCCTTGGTGAACAG | ATGGAAGGTGAATGTTTCAGCA
CYP3A4 | CCGAGTGGATTTCCTTCAGCTG | TGCTCGTGGTTTCATAGCCAGC
CYP2C9 | CAAGATTTTGAGCAGCCCCTG TGGTTGTGCTTTTCCTTCTCCA
HLCs APOA2 GCCGAGGCCAAGTCTTACTTT GCTGTGTTCCAAGTTCCACG
AIAT | AGGTGCCTATGATGAAGCGT TCAGGCAGGAAGAAGATGGC
CYP1A2 | ATGTGAGCAAGGAGGCTAAGG GGCAGTCTCCACGAACTCA
CYP2D6 | GGTGGTCGTGCTCAATGGG GCGAAAGGGGCGTCCTTG

Table 1. List of all primer sequences, used for gene expression studies. GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase, Nanog homeobox protein NANOG, CXCR4 C-X-C chemokine receptor type 4, SOX17 SRY-
box 17, FOXA2 forkhead box protein A2, HNF4x hepatocyte nuclear factor 4 alpha, AFP alpha-fetoprotein,
ALB albumin, CYP3A4 cytochrome P450 3A4, CYP2C9 cytochrome P450 2C9, CYP1A2 cytochrome P450
1A2, CYP2D6 cytochrome P450 2D6, APOAZ apolipoprotein A-II, AIAT alpha-1 antitrypsin.

SYBR Green Supermix (Bio-Rad) and the CEX Connect Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) were used
to perform qRT-PCR analyses. GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) was taken as housekeep-
ing gene. Primers were self-designed with the Primer-Blast tool from NCBI*°. To control melting temperatures
and self-complementarities, the Oligonucleotide Properties Calculator from Northwestern University Medical
School was used?”’.

Immunofluorescence staining

After washing with DPBS, the cells were fixed for 15 min with 4% PFA at RT. Then, cells were blocked for 45 min
at RT in 4% BSA. For intracellular staining, permeabilization buffer (DPBS containing 2% BSA and 0.2% Triton
X-100) with fluorescently labeled antibodies at concentrations indicated by the manufacturer was applied for
1 h at RT. For extracellular staining, cells were incubated in washing buffer (2% BSA in DPBS) with fluorescently
labeled antibodies. The cells were then washed 3x with permeabilization buffer or washing buffer and 1x with
DPBS. If a secondary antibody was used, cells were treated for 1 h at RT with permeabilization or washing buffer
and the secondary antibody. Subsequently, the cells were rinsed 3x with permeabilization buffer or washing buffer
and then 1x with DPBS. Finally, the cells were covered with DAPI mounting medium (Abcam, Cambridge, UK).
The following antibodies were used: PE-labeled mouse anti-human CXCR4 and PE-labeled mouse anti-human
alpha-fetoprotein antibodies (both from R&D Systems), PE-labeled mouse anti-human FOXA2 and PE-labeled
mouse anti-human ASGPR1 antibodies (both from Miltenyi Biotec), and Alexa Fluor 488-labeled goat anti-
human albumin antibody (Thermo Fisher Scientific). Using a fluorescence microscope (Axiovert 135 microscope
with AxioVision 4.8.2 software from Carl Zeiss), images were acquired.

F-actin staining of cells

To visualize the attachment and distribution of cells on the scaffolds, F-actin staining was performed using Act-
inRed™ 555 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Therefore, scaffolds seeded with cells were washed
twice with DPBS and fixed with 4% PFA at RT for 15 min. Subsequently, the scaffolds were washed again with
DPBS and incubated for 15 min at RT in 1 ml permeabilization buffer containing 2% BSA, 0.2% Triton X-100,
and 1 drop of ActinRed™ 555. In the end, the scaffolds were stained with DAPI mounting medium (Abcam) to
visualize the cell nuclei.

Periodic acid-Schiff (PAS) staining for the detection of glycogen synthesis

To identify glycogen storage in hiPSC-derived HLCs, PAS staining was performed at the end of the differentia-
tion process (day 20) using a PAS staining kit (Morphisto GmbH, Offenbach am Main, Germany). Therefore,
cells were washed 2x with DPBS and fixed with 4% PFA at RT for 15 min. Subsequently, the cells were treated
with 1% periodic acid solution at RT for 10 min and then incubated in Schiff’s reagent at RT for 15 min. After
rinsing with water, cells were stained with Mayer’s hematoxylin for 5 min at RT. Images were acquired using an
Axiovertl35 microscope (Carl Zeiss) and EOS Utility software (Canon).

Detection of albumin secretion by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
At the end of the hepatocyte differentiation process (day 20), the HLCs were cultivated for 24 h with 2 ml
medium. To detect secreted albumin in the supernatant of the generated HLCs, albumin concentration in
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100 pl was determined in duplicate using a human albumin-specific ELISA (Thermo Fisher) as described by
the manufacturer. The absorbance was measured at 450 nm using a microplate reader (BioTek Instruments,

Winooski, USA).

Statistical analysis

Data are presented as mean+ SEM or SD. For data analysis of repeated measurements one-way ANOVA, paired or
unpaired t-test followed by Bonferroni’s multiple comparison test was applied. Statistical analyses were performed
using GraphPad Prism 7.00 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Differences of p <0.05 were considered
significant.

Results

Differentiation of footprint-free generated hiPSCs into HLCs

After reprogramming adult somatic RECs into hiPSCs, the cells were seeded into vitronectin-coated wells of a
12-well plate to induce hepatic differentiation. A 20-day protocol using a cocktail of small molecules and growth
factors was applied. The protocol was divided into 4 differentiation stages of the cells including definitive endo-
derm, hepatoblasts, immature hepatocytes, and mature HLCs (Fig. 1A). After 3 days of endoderm differentiation,
hiPSC colonies transformed into flatter cells with prominent nuclei similar to early hepatoblasts. At this point of
differentiation, a selective elimination of undifferentiated hiPSCs was established by incubation of the cells with
L-alanine for 1 h. After this selection, the cells underwent a continuous morphological change. After completion
of endodermal induction and subsequent L-alanine selection, hepatic differentiation was initiated on day 4, and
the cells transformed from clusters to hepatoblast-specific cuboidal shapes. At the end of the maturation phase,
the generated HLCs showed hepatocyte-specific polygonal morphology.

I ; 1 4 I Il
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I r r T T I
E8 medium DMSO 1.2mollL DMSO DMSO DMSO
CHIR99021 L-Alanine for bFGF HGF Dexamethasone
hiPSC selection BMP4 Oncostatin M
HGF
Plate 2 x 10* hiPSCs. Definitive Endoderm 2 Hepatoblasts HLCs
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Definitive Endoderm Hepatoblast Maturation

Melt-electrospinning

PCL scaffold Seeding of hiPSC-
derived hepatoblasts
and maturation

Figure 1. Differentiation of hiPSCs into HLCs and cultivation on 3D melt-electrospun poly-e-caprolactone
(PCL) scaffolds. (A) The sequence of the protocol for the differentiation of human renal epithelial cells derived
hiPSCs into HLCs and morphological overview of cells at different stages. (B) Schematic representation of the
hepatic differentiation, the fabrication of 3D melt-electrospun PCL scaffolds, the following population with
hiPSC-derived hepatoblasts and their maturation towards HLCs within the three-dimensional (3D) construct.
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To allow hepatocyte differentiation and growth in a 3D environment, 3 days after starting the hepatoblast
differentiation of definitive endoderm cells, 5 x 10° hiPSC-derived hepatoblasts were seeded onto vitronectin-
coated PCL melt-electrospun scaffolds (Fig. 1B) and cultivated for 2 days until hepatoblast differentiation was
complete. Cells were either analyzed or further differentiated into HLCs within the scaffold for 12 days.

Induction of definitive endoderm stage and subsequent elimination of undifferentiated hiP-
SCs using L-alanine

After induction of the definitive endoderm stage using DMSO and CHIR99021, cells were incubated for 1 h
with L-alanine to eliminate undifferentiated hiPSCs and then cultivated for 24 h in endoderm medium 3. The
treatment of cells for 1 h with L-alanine resulted in the successful reduction of residual hiPSCs (Fig. 2A). Phase-
contrast microscopy analyses showed the elimination of residual hiPSC clusters, which resulted in pure definitive
endoderm cell populations compared with the unselected cells.

24 h after the L-alanine treatment, approximately 8.5 x 10 cells per well were dead and 1x 10° cells per well
were viable (Fig. 2B). Furthermore, qRT-PCR revealed a significant reduction of the stem cell marker expression
(Nanog) in endoderm cells compared with the initial hiPSCs (Fig. 2C). Moreover, flow cytometry analyses con-
firmed a significant reduction of TRA-1-60 expressing cells from 58.1+8.4 to 33.4+ 7.1% TRA-1-60 expressing
cells after L-alanine selection (Fig. 2D).

The efficiency of endoderm differentiation was determined by the analysis of the endoderm specific marker
expression levels of CXCR4, FOXA2, SOX17, and Gata4 by qRT-PCR with and without r-alanine treatment
(Fig. 2E). Compared to hiPSCs, significantly increased expression of all analyzed genes was detected after the
treatment of cells with L-alanine, and successful endoderm induction was demonstrated by an upregulation of the
expression levels detected in endoderm cells compared to the initial hiPSCs. Flow cytometry analyses showed an
increase in CXCR4 and FOXA2 positive cells after the L-alanine treatment (Fig. 2F). Furthermore, the increased
level of CXCR4 and FOXA2 positive cells compared to the initial hiPSCs showed successful endoderm induc-
tion. The fluorescence microscopy analyses proved also the presence of CXCR4 and FOXAZ2 expressing cells
(Fig. 2G) within the endoderm cells after 1 h of treatment. Since the analyses demonstrated that the L-alanine
treatment effectively eliminates undifferentiated hiPSCs, the following experiments were performed with cells
treated for 1 h with L-alanine.

Characterization of generated hiPSC-derived hepatoblasts

After completion of the definitive endoderm stage including selective elimination of residual hiPSCs, the second
stage of differentiation (hepatoblast stage) started at day 4. After 5 days of hepatoblast differentiation (day 9 in
total), the expression levels of the specific hepatoblast markers alpha-fetoprotein (AFP) and hepatocyte nuclear
factor 4 alpha (HNF4a) were analyzed. The QRT-PCR analysis at day 9 of the hepatic differentiation of hiPSCs-
derived hepatoblasts confirmed the strong expression of HNF4a and AFP (Fig. 3A). The obtained hepatoblasts
showed significantly higher expression of HNF4a (1945-fold) and AFP (51,938-fold) compared with the initial
hiPSCs. The presence of AFP was also detected by immunostaining (Fig. 3B) of hiPSC-derived hepatoblasts.
Flow cytometry analyses demonstrated that approximately 90% of the analyzed cells express AFP (Fig. 3C).

Characterization and functionality analyses of the generated HLCs

At day 20, the expression of hepatocyte-specific markers was evaluated. Gene expression analysis by qRT-PCR
revealed significantly upregulated levels of ALB, APOA2, and A1AT expression compared to the initial hiPSCs
(Fig. 4A). Furthermore, a significant reduction of the stem cell marker expression (Nanog) was detected by
qRT-PCR in hiPSC-derived HLCs compared with the initial hiPSCs (Fig. 4B). The presence of albumin could be
confirmed by immunostaining (Fig. 4C). Moreover, flow cytometry analyses confirmed a significant reduction
of TRA-1-60 expressing cells (Fig. 4D) and a significant increase of ALB expressing cells at day 20 (Fig. 4E). In
addition, the expression of ASGPRI, HFE, and CD81 was examined, and a clear presence of each marker was
detected (Supplementary Fig. 1). Furthermore, the functionality of the hiPSC-derived HLCs was analyzed. To
examine metabolic activity, hiPSC-derived HLCs were treated with 25 uM and 50 pM rifampicin for 48 h, which
resulted in increased CYP2C9 and CYP1A?2 expression levels compared to unstimulated HLCs and initial hiPSCs
(Fig. 4F). Moreover, a significant increase in CYP3A4 activity was measured after the treatment of cells with
25 uM and 50 puM rifampicin (Fig. 4H). In addition, significantly increased albumin secretion into the super-
natant was detected in hiPSC-derived HLCs compared with the hiPSC control (Fig. 4G). PAS staining revealed
the ability of the generated hiPSC-derived HLCs to store glycogen, as demonstrated by the pink staining of the
cells (Fig. 41). Another hepatocyte-specific function, the metabolization of ICG, was successfully demonstrated
by uptake of the ICG (cells appeared green) and metabolization within 6 h (Fig. 4]).

Scaffold fabrication and analysis of cell attachment to vitronectin-coated scaffolds

The melt-electrospun PCL scaffolds were produced using an FFF 3D printing device combined with a high-
voltage electrostatic source and an aluminum printing bed as the electrostatic target. Thereby, nonwoven scaffolds
were printed on the printing bed (Fig. 5A). Two different printing speeds were analyzed, resulting in different
scaffold structures. Printing with 0.2 mm/s resulted in scaffold structures with smaller pores (Fig. 5C I) compared
to a printing speed of 0.4 mm/s (Fig. 5C II). Furthermore, two extrusion temperatures with a printing speed
of 0.2 mm/s were tested. The application of 270 °C resulted in fused fibers (Fig. 5C III) that did not meet the
requirements. The application of 265 °C resulted in uniform distribution and separation of the fibers (Fig. 5C
IV). For the final setup of the scaffold fabrication, the voltage was kept constant at+ 15 kV and a nozzle offset of
25 mm, a printing speed of 0.2 mm/s, and an extrusion temperature of 265 °C were used. Afterwards, the fiber
diameter distribution from three scaffold batches was analyzed at eight different positions of the printing bed and
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Figure 2. Elimination of undifferentiated hiPSCs with L-alanine treatment and analysis of endoderm differentiation. (A)
Microscopic images of endoderm cells before and after L-alanine treatment for 1 h. Arrows show undifferentiated hiPSCs
before selection. Scale bars show 200 um. (B) Determination of living and dead cells 24 h after 1-alanine treatment using
hemocytometer. The results are presented as mean +SEM (n=3). (C) gRT-PCR analysis of the presence of hiPSC-specific
Nanog expression. mRNA levels were normalized to GAPDH, and the results are shown relative to hiPSCs. (D) Flow
cytometry analysis of TRA-1-60-expressing cells after endoderm induction and selective elimination of undifferentiated
hiPSCs. (E) Expression analysis of CXCR4, SOX17, FOXA2, and Gata4 transcripts performing gRT-PCR. (F) Flow cytometry
analysis of CXCR4 and FOX A2-expressing cells after endoderm induction and selective elimination of undifferentiated
hiPSCs. (G) Representative immunofluorescence microscopy images of endodermal cells after selection, stained with CXCR4
and FOXA2-specific antibodies. Scale bars represent 100 um. All results are presented as mean + SEM (n=3). Statistical
differences were identified with one-way ANOVA (*p <0.05; **p<0.01; ***p<0.001).
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Figure 3. Characterization of generated hepatoblasts. (A) Expression analysis of AFP and HNF4a transcripts
performing qRT-PCR. (B) Representative immunofluorescence microscopy images of hepatoblasts, stained
with AFP-specific antibody (red) and nuclei with DAPI (blue). Scale bars represent 100 pm. (C) Flow cytometry
analyses of AFP expression in cells after hepatoblasts differentiation. All results are presented as mean +SEM
(n=3). Statistical differences were identified using unpaired t-test (*p <0.05; **p < 0.01; ***p<0.0001).

resulted in a mean fiber diameter of 12.5+ 1.4 um (Fig. 5B). Only minor variations in fiber thickness between the
batches were measured, which did not influence cell attachment. Round and porous scaffolds with a diameter of
2 cm were fabricated, which fitted into one well of a 12-well plate (Fig. 5D). After 24 h of incubation in DPBS,
a swelling ratio of 2.69 +£0.27 was determined, which showed the swelling behavior of the scaffolds. This was
accompanied by an increase in the weight of the scaffolds (Fig. 5E).

To improve the adhesion of cells to the PCL fibers, the fibers were coated with different concentrations of
vitronectin (5, 10, and 20 pg/ml) (Supplementary Fig. 2) and seeded with HepG2 cells. Coating with 20 pug/ml
vitronectin (Fig. 5F) resulted in an even distribution and adhesion of cells around the fibers, 24 h after seeding
of 5x 10° HepG2 cells onto the scaffold.
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Figure 4. Hepatic maturation under 2D conditions and subsequent analyses of the cells. (A) Expression
analysis of ALAT, ALB, and APOA2 transcripts performing qRT-PCR. mRNA levels were normalized to
GAPDH, and the results are shown relative to hiPSCs (n=3). (B) Expression analysis for the presence of the
hiPSC marker Nanog. mRNA levels were normalized to GAPDH, and the results are shown relative to hiPSCs
(n=5). (C) Representative immunofluorescence microscopy images of HLCs, stained with albumin-specific
antibodies. Scale bars show 50 um or 100 pum. (D) Flow cytometry analyses of TRA-1-60 expressing cells after
20 days. All results are presented as mean +SEM (n = 3). Statistical differences were identified using unpaired
t-test (****p<0.0001). (E) Flow cytometry analyses of ALB-expressing cells after 20 days. All results are
presented as mean +SEM (n=3). Statistical differences were identified using unpaired t-test (***p < 0.001). (F)
Expression analysis of CYP3A4, CYP2C9, CYP1A2, and CYP2D6 transcripts using gRT-PCR (n=3). Expression
levels were examined after stimulation with 25 pM and 50 pM rifampicin for 48 h and without rifampicin
treatment. (G) Analysis of albumin secretion by ELISA (n=5). Results were compared to the initial hiPSCs.
(H) Metabolic activity of hiPSC-derived HLCs was determined by measuring the activity of cytochrome P450
CYP3A4 (n=4). (I) PAS staining showing glycogen storage in hiPSC-derived HLCs. (J) Detection of ICG
uptake (left) and release after 6 h. Scale bars represent 50 pm. All results are shown as mean + SEM. Statistical
differences were identified with unpaired t-test or one-way ANOVA. (*p<0.05; **p<0.01; **p<0.001;

#Hp < 0.0001).

Analysis of hepatoblasts seeded on PCL scaffolds

The coating of PCL scaffolds with 10 pg/ml vitronectin also resulted in less attachment of hepatoblasts (Sup-
plementary Fig. 3) than with 20 pug/ml vitronectin coating, similar to the results with HepG2 cells. Thus, to
perform the differentiation of hepatoblasts on PCL scaffolds, 5 x 10° pre-differentiated hepatoblasts (at day 3 of
hepatoblast differentiation) were seeded on 20 pg/ml vitronectin-coated scaffolds. Uniform attachment of the
cells to the fibers and uniform distribution within the scaffolds were observed (Fig. 6A). At the end of hepatoblast
differentiation within the PCL (3 days after seeding), live-dead staining was performed. Only a few dead cells
were detected (Fig. 6B), indicating that the scaffold had no cytotoxic effect on the cells. The number of hepato-
blasts attached to the fibers of the PCL scaffolds was determined 24 h after seeding (Fig. 6C) and showed that
approximately 4.6 x 10° cells were attached to the scaffold.

Flow cytometry analysis showed significantly higher numbers of cells expressing AFP (73.2+6.9%) compared
to the initial hiPSCs (Fig. 6D). The immunostaining of the cells 3 days after seeding demonstrated also a strong
expression of the hepatoblast marker AFP (Fig. 6E). The qRT-PCR analysis revealed significantly higher expres-
sion levels of HNF4a and AFP, compared with the initial hiPSCs (Fig. 6F).

Analysis of the maturation of hiPSC-derived hepatoblasts in PCL scaffolds into HLCs

The expression of hepatic markers within the PCL scaffolds was evaluated at day 20 of the differentiation. Live/
dead analysis revealed that most cells were viable (Fig. 7A). The cells remained attached to the fibers and formed
networks between the fibers of the scaffold, as demonstrated by F-actin staining (Fig. 7B) and SEM (Fig. 7C).
Immunostainings showed that the generated cells produced albumin, mainly in 3D cellular clusters within
the fibers (Fig. 7D). In addition, albumin secretion into the supernatant was detected by ELISA and showed
significantly increased production of albumin (23-fold) by HLCs compared to the hiPSCs (Fig. 7E). Moreover,
significantly increased expression of A1AT (428-fold), APOA2 (490-fold), and ALB (99-fold) was detected by
gqRT-PCR compared with the undifferentiated hiPSCs (Fig. 7F).

Analysis of the metabolic activity of generated hiPSC-derived HLCs in PCL scaffolds

To investigate the metabolic activity of generated HLCs, scaffolds with cells were treated for 48 h with 25 uM
or 50 uM rifampicin. The stimulation with 50 pM rifampicin resulted in a significant increase in CYP2C9 and
CYP3A4 gene expression compared with the unstimulated HLCs (Fig. 8A). Moreover, a significant increase in
CYP3A4 activity was measured after the treatment of cells with 25 pM and 50 pM rifampicin (Fig. 8B).

Discussion

Liver diseases are responsible for approximately 2 million deaths per year worldwide, of which 1 million are due
to complications of liver cirrhosis and 1 million are due to viral hepatitis and hepatocellular carcinoma®. Thus,
liver tissue engineering plays an important role in the development of novel strategies for liver regeneration and
drug treatment as well as in the modeling of diseases. In this study, two key complementary components of tis-
sue engineering were combined. First, biocompatible 3D melt-electrospun PCL scaffolds were fabricated, and
second, autologous HLCs were generated from footprint-free hiPSCs to colonize these scaffolds.

The generation of patient-specific hiPSCs and the subsequent differentiation into HLCs could enable personal-
ized treatment and liver tissue engineering by providing an unlimited source of autologous hepatocytes. A widely
used strategy to obtain hiPSCs that can be further differentiated into the desired cell type, such as hepatocytes,
is to reprogram skin fibroblasts using viral vectors®’. However, the use of fibroblasts from skin biopsies is an
invasive procedure associated with pain for the patient*’. Additionally, genome-integrating viral vectors carry
the risk of random insertion into the genome, which can potentially lead to mutations or the development
of tumors®'. Thus, meanwhile, several non-integrating reprogramming strategies have been established™*~**,
Especially, synthetic mRNA-based strategies are becoming more and more relevant®. The exogenous transfer
of mRNAs into somatic cells results in transient expression of desired proteins. This technique can be applied
for the expression of reprogramming factors for the generation of footprint-free hiPSCs*. Due to the transient
presence of the mRNAs, a daily transfection of the cells during the reprogramming process is inevitable. This
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causes stress to the cells and is time-consuming and expensive. To address these challenges, srRNAs can be used
for the temporary expression of the reprogramming factors®® without performing daily transfection”.

In this study, hiPSCs were used, generated by applying an innovative srRNA-based strategy. The donor-specific
hiPSCs were obtained by reprogramming of urine-derived RECs with srRNA and a differentiation method was
developed to obtain autologous HLCs from these footprint-free hiPSCs. After 20 days of differentiation, cells
expressing hepatic lineage markers were generated. Furthermore, these hiPSC-derived HLCs exhibited functional
characteristics, such as albumin synthesis, ICG metabolism, glycogen storage, and cytochrome P450 activity.
Especially, CYP enzyme activity is a major function of hepatic cells, as CYP enzymes play a central role in the
metabolism of clinically relevant drugs®. Primary hepatocytes rapidly lose their liver-specific functions, includ-
ing CYP inducibility and the production of plasma proteins like albumin, during in vitro cultivation®. Most cell
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Figure 5. Fabrication of PCL scaffold and coating with vitronectin. (A) Schematic representation of PCL scaffold production
using the extruder of a 3D printer and a high-voltage source. (B) The fiber diameters of the scaffold were analyzed at 8
different positions of the printing bed (n=3). Scaffolds were fabricated with a printing speed of 0.2 mm/s, and an extrusion
temperature of 265 °C. (C) Representative scanning electron microscopy (SEM) images of melt-electro-spun nonwoven
scaffolds with varied printing speeds (I) 0.2 mm/s and (II) 0.4 mm/s and extrusion temperatures (III) 270 °C and (IV) 265 °C
and a printing speed of 0.2 mm/s. The nozzle offset (25 mm) and the voltage (+ 15 kV) were kept constant. (D) Representative
macroscopic images of PCL scaffold produced with the final setup. The scaffold had a diameter of 2 cm and fitted into a
12-well plate. Scale bars represent 500 um and 250 pm. (E) Evaluation of the swelling behavior of PCL scaffolds. The dry
weight (Wd) of the scaffold was determined before the scaffolds were immersed in DPBS for 24 h. After incubation, the wet
weight (Ww) of the scaffolds was measured. (F) Representative immunofluorescence images of 5x 10° HepG2 cells seeded on
20 pg/ml vitronectin-coated PCL scaffolds and stained with ActinRed™ 555. Scale bars represent 100 pm.
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Figure 6. Analysis of hepatoblasts after the seeding on PCL scaffolds. (A) Analysis of the cell attachment

and cell distribution within the scaffold using F-actin staining. (B) Live/dead staining of hepatoblasts, 24 after
seeding on PCL scaffolds. Scale bars represent 100 um. (C) Analysis of the seeding efficiency of hepatoblasts

on PCL scaffolds 24 h after seeding of hepatoblasts on PCL scaffolds. (D) Flow cytometry analysis of AFP-
expressing cells compared to the initial hiPSCs. (E) Representative immunofluorescence microscopy images of
hepatoblasts, stained with AFP-specific antibodies. Scale bars represent 100 um. (F) Expression analysis of AFP
and HNF4a transcripts using qRT-PCR. mRNA levels were normalized to GAPDH, and the results are shown
relative to hiPSCs. All results are presented as mean + SEM (n =3). Statistical differences were identified with
unpaired t-test (**p <0.01; **p <0.001; ****p <0.0001).
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Figure 7. Analyses of PCL scaffolds after hepatic maturation and characterization of HLCs. (A) Live/dead
staining of HLCs generated on PCL scaffolds. Scale bars represent 200 um. (B) Analysis of the distribution and
attachment of cells by F-actin staining. Cells attached to the scaffold and formed networks between the fibers
(white arrows). Scale bars represent 50 pm. (C) Representative scanning electron microscopy (SEM) images of
scaffolds containing hiPSC-derived HLCs. (D) Representative immunofluorescence microscopy images of HLCs
stained with an albumin-specific antibody. Scale bars represent 50 um. (E) Analysis of albumin secretion from
generated HLCs compared with the initial hiPSCs using ELISA. Results are presented as mean +SEM (n=5).
Statistical differences were identified using unpaired t-test (**p<0.01). (F) Expression analysis of ALB,APOA2,
and A1AT transcripts by qRT-PCR. mRNA levels were normalized to GAPDH, and the results are shown
relative to hiPSCs. Results are shown as mean +SEM (n=3). Statistical differences were identified with unpaired
t-test (*p <0.05; ***p<0.001; ****p<0.0001).
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Figure 8. Metabolic activity of hiPSC-derived HLCs differentiated in PCL scaffolds. (A) Expression analysis of
CYP3A4, CYP2C9, CYP1A2, and CYP2D6 transcripts performing qRT-PCR. Expression levels were examined
after stimulation with 25 pM and 50 pM rifampicin for 48 h and without rifampicin treatment. (B) Metabolic
activity of hiPSC-derived HLCs in PCL scaffolds was determined by measuring the activity of cytochrome P450
CYP3A4. All results are presented as mean + SEM (n = 3). Statistical differences were identified with one-way

ANOVA (*p<0.05; *p<0.01; ***p <0.0001).
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lines, e.g. HepG2*’, also do not exhibit the natural functional properties of hepatocytes, such as CYP activities*'.
Furthermore, cancer cell lines are to some extent immature and have altered apoptotic behavior because of their
tumorigenic origin, making them potentially resistant to toxicological influences and therefore inapplicable for
drug screening systems™~.

The established differentiation strategy also includes the selective elimination of undifferentiated hiPSCs
by 1 h L-alanine treatment™ after the completion of the endodermal differentiation stage. By using this simple,
inexpensive, and safe elimination method, a purified endoderm population was obtained, which promoted
further differentiation efficiency.

Studies showed that cells cultured in 3D models can improve liver-specific functions compared to two-
dimensional (2D) cultures due to the in vivo-like conditions mimicked by 3D models®. In particular, hepatic
3D models are a valuable in vitro tool for studying organogenesis, liver morphology and metabolism, but also
for drug testing or cell-based assays. Thus, the development of scaffolds providing the 3D architecture to the
liver cells and mimicking the extracellular matrix composition is also critical for the improvement of liver tissue
engineering strategies.

PCL in particular is considered a tissue-compatible material that is also used as a biodegradable suture
material*. Due to its semi-crystalline and hydrophobic structure, it has a slow degradation rate (2-4 years)*,
making it suitable for long-term implants or for ex vivo biohybrid artificial liver systems*. It has been reported
that the degradation rate of PCL can vary depending on the processing form. For example, electrospun fibers
have a shorter degradation period compared to bulk PCL as a consequence of a higher surface-to-volume ratio
and reduced crystallinity caused by the electrospinning process*. For liver tissue engineering applications, PCL
can be used to enhance mechanical properties”. For this study PCL scaffolds were used for an in vitro cultivation
period of 14 days and no degradation has been observed. However, long-term experiments must be carried out
to analyze the degradation time of the scaffolds under the described conditions.

In this study, porous 3D scaffolds were fabricated by melt-electrospun PCL. This technique results in a
nonwoven scaffold made of a resorbable polymer to create a microenvironment for hepatic cells using additive
manufacturing methods. Other advantages of melt electrospinning include the simple equipment, and no need
for solvents. The fabricated porous scaffolds can be fully penetrated with cells, which leads to the formation of
an extracellular matrix within the scaffold*®. This was found to be beneficial for the long-distance communica-
tion of cells*’. The results of our study demonstrated that seeded hepatoblasts were uniformly attached to the
PCL fibers of the scaffolds and matured into HLCs, simulating a highly simplified liver microenvironment with
the self-organization of the cells. Moreover, live/dead cell analysis revealed no negative influence of the PCL
scaffolds on the cells. The cells could be provided with sufficient nutrients, even in the core of the scaffolds. The
hepatoblasts successfully differentiated into HLCs and exhibited hepatocyte-specific markers and functions and
uniformly covered the fiber surfaces.

It has been shown that during the formation and self-assembly of artificial tissue structures, biological pro-
cesses similar to those in vivo occur and help to mimic the morphological structure of native tissue™”. In the
field of liver tissue engineering, a wide variety of approaches exists to mimic the native liver microenvironment,
including decellularized liver scaffolds’, 3D bioprinted hydrogels®, fiber-based 3D scaffolds’, or freeze-dried
scaffolds®?. Especially, parameters such as porosity, material and chemical properties, or scaffold architecture
influence cell functions and behavior™. Due to their ability to mimic the in vivo microenvironment very close to
nature, decellularized liver scaffolds have been frequently used for tissue engineering strategies®. Unfortunately,
this method includes enzymatic, chemical, or physical processes to get rid of the original liver cells, to obtain a
low-immunogenic scaffold*’. Moreover, repopulated decellularized liver scaffolds often lack an intact vascular
network, and bear the risk of post-transplant hemorrhage and thrombosis. But also general aspects like species™
or the length of scaffold preservation or storage® complicate the application of decellularized scaffolds. Therefore,
the generation and application of artificial scaffolds can help to overcome these challenges.

Despite the exceptional self-organizing behavior of hepatocytes in 3D environments, it remains a challenge
to reproduce the complexity of the in vivo hepatic architectures, such as microvasculature, or hepatic lobules
within microtissues”. Moreover, 3D liver tissue models including multiple cell types can further increase hepatic
functions, due to their physiological interaction. However, it remains difficult to select the appropriate media
and cell ratio for the co-cultivation of liver-specific cell types within one model®. These challenges as well as
the stability and viability of the obtained hepatocytes in the scaffolds will be studied in detail over an extended
time in a follow-up study.

Conclusion

In summary, 3D biohybrid constructs were created by combining HLCs derived from patient-specific footprint-
free hiPSCs and 3D melt-electrospun PCL scaffolds. The established hepatic differentiation procedure allowed the
efficient and reproducible generation of HLCs from footprint-free hiPSCs in vitro. In addition, biocompatible 3D
scaffolds were fabricated by melt-electrospinning of PCL, which could be uniformly populated with the generated
hiPSC-derived hepatoblasts from the established in vitro differentiation procedure. Subsequent differentiation
resulted in HLCs that expressed hepatocyte-specific markers and exhibited characteristic functions. In the future,
these biohybrid 3D constructs could be used for ex vivo liver tissue engineering applications, disease modeling,
drug testing and development. They may also represent a step towards the development of an extracorporeal
hybrid bioartificial liver for the treatment of liver failure. Moreover, patient-specific footprint-free hiPSC-derived
HLCs represent a promising cell source for the regeneration of the liver.
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Abstract: Cardiovascular diseases are the leading cause of death globally. Vascular implants, such
as stents, are required to treat arterial stenosis or dilatation. The development of innovative stent
materials and coatings, as well as novel preclinical testing strategies, is needed to improve the bio-
and hemocompatibility of current stents. In this study, a blood vessel-like polydimethylsiloxane
(PDMS) model was established to analyze the interaction of an endothelium with vascular implants,
as well as blood-derived cells, in vitro. Using footprint-free human induced pluripotent stem cells
(hiPSCs) and subsequent differentiation, functional endothelial cells (ECs) expressing specific markers
were generated and used to endothelialize an artificial PDMS lumen. The established model was used
to demonstrate the interaction of the created endothelium with blood-derived immune cells, which
also allowed for real-time imaging. In addition, a stent was inserted into the endothelialized lumen to
analyze the surface endothelialization of stents. In the future, this blood vessel-like model could serve
as an in vitro platform to test the influence of vascular implants and coatings on endothelialization
and to analyze the interaction of the endothelium with blood cell components.

Keywords: human induced pluripotent stem cells (hiPSCs); endothelial cells (ECs); tissue engineering;
in vitro model; vascular implants; regenerative medicine

1. Introduction

Cardiovascular diseases are a group of disorders of the heart and blood vessels and
the leading cause of death worldwide [1], claiming an estimated 17.9 million lives each year.
In particular, an alteration in the functionality of the vascular endothelium, a monolayer
of endothelial cells (ECs) lining blood vessels, is a key mediator in the development of
cardiovascular diseases, such as atherosclerosis and hypertension [2]. The endothelium
is responsible for transporting oxygen, nutrients, hormones, and immune cells to the
various tissues of the body and for removing waste products from tissues [3]. It is in close
contact with the blood and prevents thrombosis and leukocyte adhesion under healthy
conditions. It responds to cytokines or bacteria by upregulating the genes involved in
inflammation [4] and regulates fluid and solute transport and vascular tone. Patients with
occluded, narrowed, or aneurysmal vessels require treatment with vascular implants, such
as stents [5].

However, the treatment of stenosed arteries using stents leads to vascular endothelial
injury at the treatment site and initiates a complex cascade of inflammatory processes that
may lead to the development of in-stent restenosis (ISR). At the site of injury, the release
of pro-inflammatory factors, such as interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor (TNF),
and interleukin-1 (IL-1), mediate the adhesion and aggregation of inflammatory cells [6].
Inflammation can stimulate the proliferation and extracellular matrix synthesis of smooth
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muscle cells (SMCs) in the vessel wall, which in turn may lead to ISR of the stented vessel.
In addition, both the damaged endothelium and the implanted foreign material (stent)
are susceptible to the activation of coagulation and platelets, leading to the deposition of
platelets and fibrin, which may result in thrombus formation.

Drug-eluting stents (DES) are commonly used to prevent restenosis by inhibiting SMC
proliferation [7]. Although the beneficial effects of DES reduce inflammation and restenosis,
the adverse effects delay re-endothelialization and impair endothelial function [8], prevent-
ing an essential step towards successful vessel repair [9]. Therefore, novel stent materials,
designs, and coatings are needed to improve the endothelialization of blood-contacting
implant surfaces [10].

The development of these novel vascular stents and coatings requires innovative
in vitro models, to evaluate their bio- and hemocompatibility, as well as their effects on en-
dothelialization, so that their biocompatibility and hemocompatibility can be continuously
improved. To date, computer simulations [11] or idealized vascular models without cells
have often been used to test vascular implants [12].

In this study, a blood vessel-like PDMS model was established to investigate the
interaction of the endothelium with blood-derived immune cells and vascular implants.
To obtain autologous ECs, footprint-free human induced pluripotent stem cells (hiPSCs)
were generated from adult human urine-derived renal epithelial cells (RECs) using self-
replicating mRNA (srRNA), and a protocol was established to differentiate them into
hiPSC-derived ECs (hiPSC-ECs) within 6 days. These cells were then used to create an
endothelium in a polydimethylsiloxane (PDMS)-based blood vessel-like model and to
analyze the interaction with immune cells and implanted stents.

2. Materials and Methods
2.1. Ethics Statement

Renal epithelial cells were isolated from the urine of adult healthy donors, who gave
their written informed consent to participate. The study was approved by the Ethics
Committee of the Medical Faculty of the University of Tuebingen (911/2018B02). The
blood sampling procedure was also approved by the Ethics Committee of the Medical
Faculty of the University of Tuebingen (287/2020BO2), and all the subjects gave their
written informed consent. All the experiments were performed in accordance with the
relevant guidelines and regulations. Since no living animals were used in this study, ethical
approval for animal testing was not required.

2.2. Cultivation of hiPSCs Derived from Human Renal Epithelial Cells (RECs)

Footprint-free hiPSCs were generated by reprogramming RECs isolated from 100-200 mL
of urine from healthy human donors using VEE-OKSiM-GFP stRNA encoding OCT4, KLF4,
SOX2, cMYC, and GFP. Transfection and reprogramming were performed according to
our recent study [13]. The obtained hiPSCs were cultivated in T25 culture flasks coated
with 5 pg/mL of vitronectin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) using an E8
stem cell medium (Essential 8, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) at 37 °C
with 5% CO,. After reaching 70% confluence, the hiPSCs were passaged at a 1:10 split
ratio or seeded in vitronectin-coated 12-well plates for endothelial differentiation. After
detachment, the hiPSCs were resuspended in an E8 medium containing 10 uM of ROCK
inhibitor Y-27632 (Enzo Life Sciences, Lausen, Switzerland). The medium was changed
after 24 h to an E8 medium without the ROCK inhibitor and daily medium changes were
performed. The hiPSCs were cultivated at 37 °C and 5% CO,.

2.3. Differentiation of hiPSCs Towards ECs

For the initial endothelial differentiation, 4 x 10* hiPSCs (passage 10-25) were seeded
in 12-well plates, pre-coated with 0.5 mL of vitronectin (5 pg/mL) per well (day-3) and
cultivated in an E8 medium at 37 °C and 5% COQO;. The E8 medium was changed daily
(1 mL/well). To initiate the differentiation (day 0), the E8 medium was exchanged to an

97



Anhang

Cells 2023, 12,1217

30f18

endothelial medium 1 containing an RPMI-1640 medium (Gibco by Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) supplemented with 1% NEAA (Gibco by Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA), 25 ng/mL of BMP4 (PeproTech, Cranbury Township, NJ, USA), and
5 uM of CHIR99021 (PeproTech, Cranbury Township, NJ, USA). The next day, the medium
was replaced with a fresh medium (1.5 mL/well). After 2 days, the medium was exchanged
for an endothelial medium 2 containing a DMEM/F12 medium (Gibco by Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) with 50 ng/mL of VEGF-A (PeproTech, Cranbury Township,
NJ, USA), 1% B27 supplement, 1% NEAA (both from Gibco by Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) and 2 uM of forskolin (Abcam, Cambridge, UK). The medium was
changed every other day (2 mL/well) until the completion of the differentiation on day 6.

2.4. Separation of CD31* Cells after Endothelial Differentiation

At the end of the endothelial differentiation (day 6), the hiPSC-ECs were selected by
magnetic cell sorting using a CD31 magnetic micro-bead kit (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, the hiPSC-
ECs were washed with 1 mL DPBS and detached using TrypLE (Gibco by Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). The cells were then centrifuged at 300 x g for 3 min and
resuspended in 60 pL of the endothelial medium 2. Additionally, 20 uL of an FcR blocking
reagent and 20 uL of CD31 MicroBeads were added to the cells, which were further
incubated for 15 min at 4 °C. Then, 1 mL of the endothelial medium 2 was added, and the
cells were centrifuged again at 300 g for 3 min. The cell pellet was resuspended in 1 mL
of the endothelial medium 2.

At the same time, a LS column was placed in the QuadroMACS separator (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) and rinsed 3 x with the endothelial medium 2. Af-
terwards, the cell solution was applied to the column and flushed 3x with the medium
to remove unlabeled cells. Following this, the LS column was removed from the Quadro-
MACS separator and placed into a fresh 15 mL falcon tube. Subsequently, 5 mL of the
endothelial cell growth medium-2 (EGM-2) BulletKit (Lonza Basel, Switzerland) was added
to the column, and CD31" cells were flushed out and subsequently transferred into a
vitronectin-coated (5 pg/mL) culture flask. The cells were cultivated in the EGM-2 medium
supplemented with 10% human AB serum (Merck, Darmstadt, Germany).

2.5. Flow Cytometry

The cells were washed with 1 mL of DPBS, detached using TrypLE (Gibco by Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), and the reaction was stopped by adding TNS
(PromoCell GmbH, Heidelberg, Germany). The cells were centrifuged at 600x g for 3 min.
For intracellular staining, the cells were fixed with 4% paraformaldehyde (PFA) at room
temperature (RT) for 15 min. After washing with DPBS, the cells were suspended in a
permeabilization buffer (DPBS containing 2% BSA and 0.2% Triton X-100), and fluorescently
labeled antibodies were added at a concentration indicated by the manufacturer and
incubated at RT for 45 min. For extracellular staining, the cells were resuspended in DPBS
with 2% BSA, fluorescently labeled antibodies were added at a concentration indicated
by the manufacturer, and the sample was incubated for 45 min at RT. The cells were then
washed with DPBS containing 2% BSA or a permeabilization buffer, suspended in 500 mL
of 1x BD CellFIX solution (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany), and measured using
a BD FACScan flow cytometer (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany). For the staining,
a PE-labeled mouse anti-human CD144 (VE-cadherin) antibody (Clone: REA199, Art. No.:
130-118-495, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), PE-labeled anti-human CD31
REAfinity antibody (Clone: REA730, Art. No.: 130-110-669, Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany), PE-labeled anti-human CD66b REAfinity antibody (Clone: REA306,
Art. 130-122-966, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), FITC-labeled mouse
anti-human CD34 antibody (Clone: AC136, Art. No.: 130-113-740, Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany), and PE-labeled mouse anti-human CD62E (E-selectin) antibody
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(Clone: P2H3, Art. No.: 12-0627-42, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) were applied.

2.6. Immunocytochemistry

The cells differentiated in the 12-well plates were washed 2x with 1 mL of DPBS
and fixed for 15 min at RT with 4% PFA. After washing with 0.5 mL of DPBS, the cells
were blocked for 1 h at RT in DPBS containing 4% BSA. For intracellular staining, the
cells were incubated for 1 h at RT in a permeabilization buffer with fluorescently labeled
antibodies at concentrations indicated by the manufacturer. For extracellular staining, the
cells were incubated in DPBS containing 2% BSA and fluorescently labeled antibodies.
After incubation, the cells were washed 3x with a permeabilization buffer or washing
buffer (DPBS containing 2% BSA) and then 1x with DPBS. Subsequently, the cells were
mounted using a Fluoroshield mounting medium with DAPI (Abcam, Cambridge, UK). The
following antibodies were used: PE-labeled mouse anti-human CD144 (VE-cadherin, Clone:
REA199, Art. No.: 130-118-495, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) antibody
(Invitrogen by Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA), PE-labeled anti-human CD31
REAfinity antibody (Clone: REA730, Art. No.: 130-110-669, Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany), PE-labeled anti-human CD66b REAfinity antibody (Clone: REA306,
Art. 130-122-966, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), FITC-labeled mouse
anti-human CD34 antibody (Clone: AC136, Art. No.: 130-113-740, Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany), and PE-labeled mouse anti-human CD62E (E-selectin) antibody
(Clone: P2H3, Art. No.: 12-0627-42, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific Waltham,
MA, USA). Fluorescence images were acquired using an Axiovert 135 microscope and
AxioVision 4.8.2 software (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany).

2.7. Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction (gRT-PCR)

The RNA was isolated using the Aurum™ Total RNA Mini Kit (Bio-Rad, Munich,
Germany), and 300 ng of RNA was reverse transcribed into complementary DNA (cDNA)
using the iScript kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The primers (Table 1) for the spe-
cific amplification of the transcripts were ordered from Eurofins Genomics (Ebersberg,
Germany) and used at a final concentration of 300 nM. Real-time qRT-PCR reactions were
performed using IQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and the CFX
Connect Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The expression
of the constitutively expressed gene GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)
served as an internal control for the amount of RNA input. The primers were designed
by using the Primer-Blast tool from NCBI (accessed on 7 January 2020) [14]. Melting tem-
peratures and self-complementarities were checked using the Oligonucleotide Properties
Calculator from Northwestern University Medical School (accessed on 7 January 2020) [15].

2.8. Tube Formation Assay

The wells of a 48-well plate were coated with 150 uL of Matrigel (Corning Incorpo-
rated, Corning, NY, USA) and incubated at 37 °C for 15 min to solidify the gel. Then,
1.2 x 10° hiPSC-ECs (day 12 after starting the differentiation) were seeded and after 4 h
of incubation at 37 °C with 5% CO,, images of the cells were acquired with the Ax-
iovert 135M phase contrast microscope (Carl-Zeiss, Jena, Germany) using the phase
contrast microscope.

2.9. TNF-n Stimulation of hiPSC-ECs

The hiPSC-ECs were detached on days 12-18 after starting the endothelial differen-
tiation and 3 x 10° cells were seeded per well of a 12-well plate coated with 0.5 mL of
vitronectin (5 ug/mL). The cells were incubated overnight in the EGM-2 medium at 37 °C
with 5% CO,. The next day, the medium was changed to the EGM-2 medium without or
with 50 ng/mL of TNF-a.. After 4 h, the expression of CD62E, ICAM-1, and VCAM-1 was
analyzed via flow cytometry, fluorescence microscopy, and qRT-PCR.
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Table 1. List of primer sequences used for the qRT-PCR analysis.
Getie Forwz;l;(is[;rimer Reverss,ei ;’Irimer
CD31 GAACGGAAGGCTCCCTTGA AGGGCAGGTTCATAAATAAGTGC
CD34 GATTGCACTGGTCACCTCGG TCCGTGTAATAAGGGTCTTCGC
CD62E GCCCAGAGCCTTCAGTGTACC GGAATGGCTGCACCTCACAG
GAPDH TCAACAGCGACACCCACTCC TGAGGTCCACCACCCTGTTG
ICAM-1 CTTGAGGGCACCTACCTCTGTC CGGCTGCTACCACAGTGATG
Lin28 CTTCTTCTCCGAACCAACC CAGCCACCTGCAAACTG
Nanog TGAACCTCAGCTACAAACAG TGGTGGTAGGAGAGTAAAG
Octd AGCGAACCAGTATCGAGAAC TTACAGAACCACACTCGGAC
Sox2 AGCTACAGCATGATGCAGGA GGTCATGGAGTTGTACTGCA
VEGFR2 TCACAATTCCAAAAGTGATCGG GGTCACTAACAGAAGCAATAAATGG
VCAM-1 ACACTTTATGTCAATGTTGCCCC GAGGCTGTAGCTCCCCGTTAG

GAPDH: glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; ICAM-1: intercellular adhesion molecule-1; Lin28: Lin-28
homolog A; Nanog: homeobox protein NANOG; Oct4: octamer-binding transcription factor 4; Sox2: SRY-box
transcription factor 2; VEGFR2: vascular endothelial growth factor 2 receptor; VCAM-1: vascular cell adhesion
molecule-1.

2.10. Cultivation of Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECs)

HUVECs (passage 2-5) (Promocell, Heidelberg, Germany) were seeded in T75 cell cul-
ture flasks coated with 0.1% gelatin and cultivated at 37 °C with 5% CO; in the Vasculife®
EnGS EC culture medium (CellSystems, Troisdorf, Germany) containing the VascuLife
EnGS LifeFactors Kit (Lifeline Cell Technology, Frederick, MD, USA), 50 mg/mL of gentam-
icin, and 0.05 mg/mL of amphotericin B (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
The medium was changed every 3 days. After reaching 80% confluency, the cells were
detached using trypsin/EDTA (0.04%/0.03%, PromoCell, Heidelberg, Germany).

2.11. Isolation of Granulocytes

Human whole blood was collected from the antecubital vein of non-medicated healthy
volunteers via venipuncture in monovettes preloaded with 1 IU/mL of sodium heparin
(LEO Pharma Inc., Neu-Isenburg, Germany). A total of 13.3 mL of the anticoagulant blood
was layered onto 18.7 mL of the Lymphoprep™ density gradient medium (Stemcell Tech-
nologies, Vancouver, BC, Canada) and then centrifuged at 340x g for 45 min. Afterwards,
all the separated components except the granulocytes and erythrocytes, were aspirated.
The granulocyte layer was carefully extracted, washed with 15 mL DPBS and centrifuged
at 340x g for 15 min. This step was repeated once again. The remaining erythrocytes
were then lysed using an erythrocyte lysis (EL) buffer from the QlAamp RNA Blood mini
kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, the
granulocytes and erythrocytes were incubated on ice in the EL buffer for 30 min. The cells
were then centrifuged at 4 °C and 400x g for 10 min, the supernatant was aspirated, and
the residual cells were washed once again with the EL buffer. This was followed by another
centrifugation at 4 °C and 400 g for 10 min resulting in isolated granulocytes.

2.12. Calcein AM Labeling of the Isolated Granulocytes

For fluorescence labeling, the granulocytes were incubated in 1 mL of RPMI-1640
medium (Gibco by Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) containing 10% fetal
bovine serum (FBS, Gibco by Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and 250 ng/mL
of calcein AM (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) for 15 min at
37 °C. Afterwards, the granulocytes were washed twice with DPBS.
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2.13. Static Interaction of Granulocytes with TNF-a Stimulated hiPSC-ECs

The 3.5 x 10° hiPSC-ECs were seeded per well of a 12-well plate coated with vit-
ronectin (5 pg/mL) and incubated in the EGM-2 medium at 37 °C and 5% CO; for 24 h.
Then, the medium was changed to an EGM-2 medium containing 50 ng/mL TNF-«, and
the cells were incubated for 4 h at 37 °C with 5% CO,. Afterwards, the EGM-2 medium
was removed and the hiPSC-ECs were incubated with 1 x 10° fluorescently labeled gran-
ulocytes for 10 min at 37 °C and 5% CO,. Subsequently, the non-adherent granulocytes
were aspirated and the cell layer was washed with 1 mL DPBS. Fluorescence images were
then acquired on five pre-defined spots in the well using an Axiovert 135 microscope and
AxioVision 4.8.2 software (Carl Zeiss, Jena, Germany). The attached cells were counted
using Image] software.

2.14. Fabrication of a Blood Vessel-Like Structure Embedded in Polydimethylsiloxane (PDMS)

To fabricate a blood vessel-like structure, a histological embedding mold (25 mm x 6 mm,
EXACT, Norderstedt, Germany) was pierced with a sterile 20 G needle (@ 0.9 mm) and
3 mL of SYLGARD®184 (Dow, Midland, MI, USA) was filled into the embedding mold
until the needle was fully covered. Therefore, the catalyst and elastomer were mixed in a
ratio of 1:10 and subsequently centrifuged at 1500 g for 10 min to remove air bubbles. To
cure the PDMS, the priced mold was incubated for 60 min at 60 °C. The needle was then
removed from the embedding mold and the PDMS model containing a blood vessel-like
structure was peeled out of the embedding mold (see results).

2.15. Popuilation of the Blood Vessel-Like Structure with hiPSC-ECs and Perfusion

Before use, the PDMS model was incubated with 70% EtOH for 1 h at RT and then
rinsed 2 x with the DPBS. Then, the blood vessel-like structure was coated with 10 pg/mL
of vitronectin for 45 min at RT. Following this, 1 x 105 hiPSC-ECs were seeded in the
EGM-2 medium and incubated for 30 min at 37 °C with 5% CQO;. Then, the construct was
rotated 180 degrees and incubated again for 30 min. This procedure was repeated two
more times to completely populate the lumen of the PDMS model. In the last rotation step,
the model was rotated to its initial position and incubated for 24 h at 37 °C with 5% COs.
Subsequently, the ability of hiPSC-ECs to stably line the lumen of the PDMS model under
physiological shear forces was investigated. Therefore, a perfusion pump system was
designed that contained a medium reservoir connected to a 0.25 um filter (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) to allow sterile oxygenation. After seeding with hiPSC-ECs, using a
pump (Ismatec SA, Opfikon, Switzerland), the lumen of the PDMS model was perfused
with 2.3 mL/min EGM-2 medium, corresponding to a flow rate of 5 dyne/cm?. The setup
was run with 25 mL of the EGM-2 medium for 24 h at 37 °C and 5% CO,. After perfusion,
the PDMS model lined with hiPSC-ECs was fixed with 4% PFA and subsequently stained
with a DAPI and PE-labeled mouse anti-human CD144 (VE-cadherin) antibody. Afterwards,
representative images of the PDMS model were acquired first without cutting the model to
obtain an overview of the endothelialization of the lumen. Subsequently, the PDMS model
was cut manually into 1 mm-thick sections and analyzed via fluorescence microscopy to
obtain detailed images.

2.16. Dynamic Interaction of Granulocytes with TNF-x Stimulated Endothelium in the PDMS
Blood Vessel Model

To analyze the interaction of immune cells (granulocytes) with hiPSC-ECs, 1 x 10° Ecs
were seeded into the vitronectin-coated (10 pug/mL) lumen of the PDMS blood vessel model
as described above and incubated overnight at 37 °C and 5% CO,. The next day, the Ecs
were incubated in the EGM-2 medium without or with 50 ng/mL TNF-« at 37 °C and
5% CO, for 4 h. Then, 1 x 10° calcein AM labeled granulocytes per ml were perfused
with a flow rate of 150 uL/min for 10 min over the Ecs, corresponding to a shear stress of
0.4 dyne/cm?. Afterwards, fluorescence images were acquired on five pre-defined spots
in the PDMS blood vessel model using an Axiovert 135 microscope and AxioVision 4.8.2
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software (Carl Zeiss, Jena, Germany). The attached cells were then counted using Image]
software (v.153f51 NIH, Bethesda, MD, USA).

2.17. Analysis of Stent Endothelialization in the PDMS Blood Vessel Model

To investigate the endothelialization of blood-contacting implants, stents were inserted
into the lumen of the PDMS blood vessel model with a diameter of 3.5 mm and a length of
25 mm. The PDMS model was first coated with vitronectin (10 pg/mL), populated with
3.5 x 10° ECs as described above, and incubated overnight at 37 °C and 5% CO,. Self-
expanding nitinol stents (Derivo 3.5 x 15 mm, Acandis GmbH, Pforzheim, Germany) with
or without vitronectin (10 pg/mL) coating were then inserted under the sterile bench into
the lumen of the endothelialized PDMS model. Afterwards, the PDMS model containing
the stent was filled up with the medium and incubated for 24 h at 37 °C and 5% CO;.

To analyze the endothelialization of the surface, the lumen with the stent was fixed
with 4% PFA and the cells were stained with DAPI and ActinRed. The samples were
analyzed via fluorescence microscopy. Furthermore, to prepare thin sections with the
cutting and grinding method, the samples were dehydrated in ascending ethanol series
(50%, 70%, 80%, 96%, and 100%). The samples were then infiltrated with an ethanol
(Merck, Darmstadt, Germany) and Technovit 7200 (Morphisto GmbH, Offenbach, Germany)
mixture in a ratio of 1:1 for 24 h at 4 °C and then with pure Technovit 7200 at 4 °C for
24 h. Then, curing by light was performed in an EXAKT 520 light chamber (EXAKT
Advanced Technologies GmbH, Norderstedt, Germany) for 10 h under white light and
10 h under blue light. The polymerized blocks containing the stents were bonded to plastic
slides (Resolab GmbH, Bad Oeynhausen, Germany) with Technovit 7210 by curing with
blue light for 10 min using the EXAKT 402 precision adhesive press. Subsequently, the
diamond band saw EXAKT 300/310 was used to obtain sections of 50-100 wm. To further
reduce the thickness, the specimens were ground and polished using the EXAKT 400CS
grinding system.

2.18. Statistical Analyses

Data are shown as mean + standard deviation (SD) or standard error of the mean
(SEM). Paired f-test or one-way ANOVA for repeated measurements followed by Bonfer-
roni’s multiple comparison test were performed to compare means. Two-tailed statistical
analyses were performed using GraphPad Prism 9.4.1 (GraphPad Software, La Jolla, CA,
USA). Differences of p < 0.05 were considered significant.

3. Results
3.1. Differentiation of Footprint-Free Generated hiPSCs into ECs

After reprogramming the adult somatic RECs into hiPSCs, the obtained cells were
seeded into vitronectin-coated wells of a 12-well plate to induce endothelial differentia-
tion. A 6-day protocol was established using a cocktail of small molecules and growth
factors, followed by the separation of CD31" cells and the further cultivation of these cells
(Figure 1A). After 2 days of differentiation, hiPSC colonies were induced towards the ECs
and transformed into a dense cell layer. Over the next 4 days, the cells developed tube-like
structures (Figure 1B). The fluorescence microscopy analysis on day 6 of the differentia-
tion (before the separation) proved the presence of CD31-expressing cells, especially in
dense cell clusters of the tube-like structures (Figure 1C). Moreover, the qRT-PCR analysis
revealed a significant decrease in stem cell marker expression (Nanog, Oct4, Sox2) in the
hiPSC-ECs compared with the initial hiPSCs (Figure 1D). To purify the differentiated ECs, a
CD31* cell separation was performed on day 6 of the differentiation. Before the separation,
38.5 & 6.5% of cells were CD31-positive (Figure 1E). After the separation, a significant
increase of CD31-expressing cells (96.9 £ 0.49%) compared to the control confirmed the
successful separation of CD31-positive cells. The purified CD31* ECs were applied for
subsequent experiments.
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Figure 1. Differentiation of hiPSCs into endothelial cells (ECs). (A) Timeline of the protocol for the
differentiation of human renal epithelial cells (RECs)-derived hiPSCs into ECs and (B) morphological
overview and magnification of the cells at different stages cultivated in vitronectin-coated 12-well
plates. Scale bars represent 500 um. (C) Representative immunocytochemistry images of ECs stained
with a PE-labeled CD31-specific antibody on day 6 of the differentiation (before separation). Scale
bars represent 100 pm. (D) Expression analysis of stem cell-specific characteristics using qRT-PCR.
The mRNA levels were normalized to GAPDH, and the results are presented relative to the expression
levels in hiPSCs. Results are shown as mean + SEM (n = 3). Statistical differences were determined
using one-way ANOVA. (** p < 0.01; ** p < 0.001, **** p < 0.0001). (E) Flow cytometric analysis of
CD31-expressing cells before and directly after the selection of CD31* cells. Results are shown as
mean + SEM (n = 3). Statistical differences were determined using paired f-test (* p < 0.05).
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3.2. Characterization of hiPSC-ECs

After the completion of endothelial differentiation and the separation of CD31" cells
at day 6 of the differentiation, the purified ECs were further cultivated until day 20 and
compared with HUVECs. At day 8 (2 days after the CD31" cell separation) and 12 of the
differentiation, the ECs derived from hiPSCs showed a comparable cell morphology to
HUVECs (Figure 2A). In addition, a qRT-PCR analysis was performed after the CD31*
cell separation on days 6, 12, and 20 of the differentiation to detect EC-specific markers
(Figure 2B). A strong expression of CD31 was detected on day 6 of the differentiation,
directly after the separation of CD31* cells. The expression levels of CD31 on days 12 and
20 were comparable to the expression levels in HUVECs. The expression of CD34 and
VEGEFR2 decreased significantly between days 6 and 12, but the expression levels on days
12 and 20 were similar to those of HUVECs. In general, the expression levels of EC-specific
markers were significantly increased compared to the initial hiPSCs. The expression of
CD31 and CD34 was confirmed by the immunostaining of hiPSC-ECs on days 8 and 12 of
the differentiation (Figure 2C). A reduction in CD34 expression was also detected on day
12 of the differentiation compared with the expression on day 8. Furthermore, Figure S1
shows the immunostaining of hiPSC-ECs at days 6 (before the separation) and 10 with
CD144 and VEGFR2. Moreover, the flow cytometry analysis demonstrated the significantly
upregulated expression of the EC-specific markers, CD31, CD34, and VE-cadherin (CD144),
compared with the initial hiPSCs (Figure 2D). The constant expression levels of CD31 and
CD144 and a significant reduction in CD34-expressing cells between day 6 and day 20
were detected.

3.3. Functional Analyses of hiPSC-Derived ECs

EC-specific functions were analyzed on day 12 after the start of endothelial differ-
entiation. One of the most commonly used in vitro assays to model the reorganization
phase of angiogenesis is the tube formation assay. The assay measures the ability of en-
dothelial cells, plated in subconfluent density with the appropriate extracellular matrix,
to form capillary-like structures (also called tubes). In vitro, the formation of tube-like
structures was observed 4 h after the seeding of cells on matrigel (Figure 3A). Additionally,
hiPSC-ECs were stimulated with 50 ng/mL of TNF-« to investigate the response to a
pro-inflammatory stimulus and the TNF-o stimulation resulted in the increased expression
of ICAM-1, VCAM-1, and CD62E compared with unstimulated ECs (Figure 3B). Moreover,
a flow cytometric analysis demonstrated significantly higher numbers of CD62E-expressing
cells after the stimulation with TNF-« (Figure 3C) compared to the control group. The ex-
pression of CD62E on stimulated hiPSC-ECs was also detected via fluorescence microscopy
(Figure 3D). In addition, the ability of TNF-o-stimulated hiPSC-ECs to interact with im-
mune cells was analyzed. Therefore, granulocytes were isolated from human whole blood
and evaluated (Figure S3), and then incubated with hiPSC-ECs under static conditions.
Significantly higher numbers of granulocytes were attached to stimulated hiPSC-ECs than
to unstimulated ones (Figure 3E,F).

3.4. Fabrication of a Blood Vessel-Like PDMS Model and Analysis of Endothelialization
with hiPSC-ECs

To create a transparent endothelialized vascular structure, a PDMS model was fab-
ricated using a histological embedding mold that was punctured with a 20G needle and
filled with PDMS (Figure 4A). This PDMS model (Figure 4B) was connected to a circular
system with a rotary pump and a medium reservoir (Figure 4C). Then, 1 x 10° hiPSC-ECs
were seeded into the lumen of the PDMS model and analyzed 24 h after seeding. The
staining of the cells with a VE-cadherin-specific antibody showed the formation of a con-
fluent endothelial layer with a characteristic EC morphology in the lumen of the model
(Figure 4D). This endothelial layer remained intact after 24 h of perfusion at a physiological
flow rate of 5 dyne/cm? (Figure 4E). The images of cross-sections showed that the entire
lumen of the model was covered with ECs (Figure 4F).
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Figure 2. Characterization of ECs derived from hiPSCs. (A) Microscopic images of endothelial cells
(ECs) on days 8 and 12 of the differentiation, compared with HUVECs, cultivated in vitronectin-coated
12-well plates. Scale bars of phase contrast microscopy images represent 200 um. (B) Expression
analysis of CD31, CD34, and VEGFR?2 transcripts by qRT-PCR at different time points of the dif-
ferentiation. The mRNA levels were normalized to the GAPDH mRNA levels, and the results are
presented relative to the expression levels in hiPSCs. Results are shown as mean + SEM (n = 3).
Statistical differences were determined using one-way ANOVA (* p < 0.05; ** p < 0.01; ** p < 0.001;
w4 < 0.0001). (C) Representative immunocytochemistry images of hiPSC-derived ECs stained with
PE-labeled CD31- or FITC-labeled CD34-specific antibodies on days 8 and 12 of the differentiation. Scale
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bars represent 100 um. Samples were fixed, processed, and imaged identically. (D) Flow cytometric
analysis of CD31-, CD34, and VE-cadherin (CD144)-expressing cells on days 6, 12, and 20 of the
differentiation. Results are shown as mean + SEM (n = 3). Statistical differences were determined
using one-way ANOVA (* p < 0.05; ** p < 0.01).
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Figure 3. Functional analyses of hiPSCs-derived ECs (hiPSC-ECs) at day 12 of cultivation. (A) hiPSC-ECs
formed tube-like structures when seeded on matrigel. Scale bars represent 200 pm. (B) Expression analysis
of CD62E, ICAM-1, and VCAM-1 transcripts using qRT-PCR in unstimulated and TNF-«-stimulated
hiPSC-ECs differentiated in vitronectin-coated 12-well plates. The mRNA levels were normalized to

106



Anhang

Cells 2023, 12, 1217

12 of 18

GAPDH mRNA levels, and the results are presented relative to the expression levels in hiPSCs.
Results are shown as mean + SEM (n = 3). Statistical differences were determined using the paired
t-test (** p < 0.01). (C) Flow cytometric analysis of CD62E-expressing hiPSC-ECs without and
with 50 ng/mL of TNF-« stimulation differentiated in vitronectin-coated 12-well plates. Results are
shown as mean + SEM (n = 3). Statistical differences were determined using paired f-test (** p < 0.01).
(D) Representative immunocytochemistry images of hiPSC-ECs differentiated in vitronectin-coated
12-well plates without or with subsequent TNF-« stimulation and staining with a PE-labeled CD62E-
specific antibody. Scale bars represent 100 pm. Samples were fixed, processed, and imaged identically.
(E) Interaction of granulocytes (calcein AM: green) with unstimulated and TNF-x-stimulated hiPSC-
ECs under static conditions. (F) Numbers of attached granulocytes to unstimulated and TNF-o-
stimulated hiPSC-ECs under static conditions. Results are shown as mean + SEM (n = 3). Statistical
differences were determined using the paired t-test (* p < 0.01; ** p < 0.01; ** p < 0.001).
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Figure 4. Preparation of the blood vessel-like PDMS model and colonization with hiPSC-derived ECs
(hiPSC-ECs). (A) The PDMS model was fabricated using a histological embedding mold that was
penetrated with a sterile 20G needle (1), filled up with PDMS until the needle was completely covered,
and cured at 60 °C (2). Afterwards, the needle was removed (3) and the PDMS model was peeled out
of the mold (4). (B) Representative image of a PDMS model prepared for connection to a perfusion
system. (C) Schematic design of the experimental setup of the perfusion system. The system was
placed in an incubator. (D) Representative immunocytochemistry images of hiPSC-ECs stained
with a PE-labeled VE-cadherin-specific antibody and DAPI 24 h after seeding in the PDMS model.
Representative images were acquired at different spots of the PDMS model without cutting the
model. (E) hiPSC-ECs were seeded into the lumen of the PDMS model and cultivated for 24 h under
perfusion at a flow rate of 2.3 mL/min, corresponding to a shear stress of 5 dyne/ cm?. Representative
immunocytochemistry images of hiPSC-ECs stained with a PE-labeled VE-cadherin-specific antibody
and DAPI are shown. Representative images were acquired at different points of the PDMS model without
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cutting the model. (F) Representative immunocytochemistry images of ActinRed (red) and DAPI
(blue) stained cross sections of the lumen of the PDMS model populated with hiPSC-ECs after 24 h of
perfusion with a flow rate of 2.3 mL/min and a shear stress of 5 dyne/cm?. The cross-sections were
generated by cutting the PDMS model manually into 1 mm thick slices. The area of the enlarged
image is highlighted by the white box. Scale bars represent 100 um or 200 pm.

3.5. Analysis of the Interaction of Immune Cells with the Generated Endothelium in the Blood
Vessel-Like PDMS Model

To evaluate the applicability of the designed model for the analysis of the interaction
with immune cells, 1 x 10° hiPSC-ECs (from day 12 of the differentiation) were seeded
into the lumen of the PDMS model. To mimic an inflammation, the endothelium was
stimulated for 4 h with 50 ng/mL of TNF-«. After washing with DPBS, the lumen was
perfused with calcein AM-labeled granulocytes (1 x 10° /mL) at a flow rate of 150 pL/min
for 10 min. Directly afterwards images were acquired in the PDMS model to evaluate
the attachment behavior (Figure 5). After 10 min, a significantly increased attachment
of granulocytes to the inflamed endothelium was observed (Figure 5B) compared to the
unstimulated endothelium (Figure 5A). After 10 min of perfusion, a significantly increased
number of granulocytes was detected on the inflamed endothelium (Figure 5C). Images
and recorded time points were also acquired after 2, 4, 6, and 8 min of perfusion in
Supplementary Figure $4 and Supplementary Time Point Videos S1 and S2.
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Figure 5. Analysis of the interaction of immune cells with the generated endothelium in the blood
vessel-like PDMS model. 1 x 107 calcein AM-labeled granulocytes per ml were perfused with a
flow rate of 150 pL/min for 10 min over the ECs, corresponding to a shear stress of 0.4 dyne/cm?.
Images were acquired after 10 min of perfusion in the PDMS model. (A) Representative image of the
interaction of calcein AM (green)-labeled granulocytes with unstimulated and (B) TNF-c-stimulated
hiPSC-ECs in the PDMS model after 10 min of perfusion. (C) Numbers of attached granulocytes to
unstimulated and TNF-«-stimulated hiPSC-ECs. Results are shown as mean + SEM (1 = 3). Statistical
differences were determined using the paired t-test (* p < 0.05).

3.6. Evaluation of the Stent Endothelialization

The endothelialization of blood-contacting implant surfaces is of great importance,
since the coverage of the implant surface significantly influences the patency of the blood
vessel, for example after the implantation of a stent. Thus, to evaluate the applicability
of the designed model for the analysis of the interaction of the stent material with the
ECs lining the blood vessel after the implantation, the diameter of the lumen of the PDMS
model was increased to 3.5 mm and endothelialized with hiPSC-ECs. Vitronectin-coated
and uncoated nitinol stents were implanted into the endothelialized lumen of the PDMS
model. After 24 h, the cells were stained with ActinRed, and the fluorescence microscopy
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analysis revealed an increased migration and attachment of hiPSC-ECs and lining of the
surface of the vitronectin-coated stent (Figure 6B). Uncoated stents (negative control) only
rested on the dense EC-monolayer; however, the cells showed no tendency to overgrow
the stent struts (Figure 6A). These results could be confirmed by generating thin sections
of the implanted stents using the cutting-grinding technique (Figure 6C). Uncoated stents
exhibited less endothelialization, whereas stents coated with vitronectin were much more
densely endothelialized.

ActinRed™ Merge

w/o Vitronectin

10 pg/ml
Vitronectin

c Overview
Lil

wio Vitronectin

10 pg/ml Vitronectin

Figure 6. Analysis of the endothelialization of vascular stents in the blood vessel-like PDMS model.
Representative immunocytochemistry images of hiPSC-ECs stained with ActinRed 24 h after the
implantation of (A) an uncoated or (B) vitronectin (10 pg/mL)-coated stent into the PDMS model. En-
dothelialized stent struts within the PDMS model are indicated with white arrows. (C) Representative
immunocytochemistry images of stents after applying the cutting-grinding technique: overviews
(composition of four single images) and magnified sections. The hiPSC-ECs on the stent surface were
stained 24 h after the implantation of an uncoated and vitronectin-coated stent into the PDMS model
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with ActinRed and embedded in Technovit 7200. Using a diamond band saw and grinding, 50-100 pm
thick crosssections were generated. Images of the stents were composed of four single images. Scale
bars represent 100 or 500 um. (n = 3).

4. Discussion

The insertion of implants into blood vessels results in injury to the endothelium
accompanied by an inflammatory reaction and the activation of coagulation and platelets.
This leads to a risk of re-stenosis in the area of stent implantation due to the proliferation
of SMCs and the activation of coagulation. Although DES can inhibit the proliferation of
SMCs and reduce restenosis, this is associated with delayed healing. The absence of an
endothelium on the implant material also poses the risk of artificial surface recognition and
late stent thrombosis. Therefore, the development of new coatings and materials is needed
to improve the compatibility of current stents. In addition to the development of new
materials and coatings, their preclinical testing also plays an important role in finding the
most suitable material and coating for treatment. In this study, a blood vessel-like model
was developed using a PDMS material and ECs derived from hiPSCs to create a blood
vessel-like in vitro model for the in vitro evaluation of the endothelialization of inserted
stents and the interaction of ECs with blood-derived cells, such as immune cells.

Various strategies have been developed to fabricate in vitro vascular models, including
electrospun constructs [16], 3D-printed polymeric [17] or decellularized scaffolds [18], and
hydrogel-based approaches [19]. The elastomeric polymer PDMS has several interesting
properties for biomedical applications, such as chemical stability, gas permeability, good
mechanical properties, biocompatibility, excellent optical transparency, and ease of fabri-
cation by molding [20,21]. Therefore, this material was used in this study to create blood
vessel-like structures for endothelialization. In particular, its transparency allowed for
microscopy without destroying the material and allowed for the real-time monitoring of
cell adhesion as well as the visualization of cells under static and flow conditions. The
created PDMS model also allowed for a controlled and easily adjustable environment for
the endothelialization and implantation of a stent into an endothelialized lumen and a
subsequent analysis by fluorescence microscopy and histology using thin sections obtained
by the cutting and grinding method. To create a more in vivo blood vessel-mimicking
model with the complex structure of a vessel, it is planned to additionally integrate SMCs
and fibroblasts in a follow-up study.

To obtain adult autologous human ECs, a vascular biopsy is often required, which is an
invasive procedure with a limited number of ECs obtained. HUVECsS are the most widely
used cell type for in vitro EC research [22,23]. However, despite their benefits, HUVECs
are not patient-specific and are also limited in terms of their proliferation [24]. To obtain
adult ECs in sufficient numbers, ECs derived from hiPSCs are particularly valuable, since
these cells offer a nearly unlimited source for generating donor-specific ECs [25]. In this
study, easily accessible urine-derived RECs were used to be reprogrammed by srRNA into
hiPSCs [13]. The use of self-replicating mRNA allows for a less time-consuming, faster,
and more efficient reprogramming of cells compared to reprogramming with synthetic
mRNA [26]. Subsequently, a differentiation method was established to obtain autologous
ECs. To increase the efficiency of the differentiation, forskolin was used since it can strongly
increase the concentration of the second messenger cAMP in cells [27], which leads to the
enhanced expression of VEGFR-2 [28].

An essential function of the vascular endothelium is to respond to injury and attract
immune cells. Unfortunately, the stenting procedure induces extensive injury to the vascu-
lar endothelium, which may lead to complications, such as thrombogenicity, inflammation,
and SMC hyperplasia [29,30], and eventually to implant failure [31]. Therefore, the stent
design and material, as well as the interaction with the vascular endothelium are constantly
being researched [32,33]. To date, computer simulations [11] or idealized vessel models
without cells have often been applied to test vascular implants [12]. Moreover, stents have
been exclusively seeded with ECs without a surrounding vessel-like structure [34], which
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does not adequately mimic in vivo conditions. Thus, the vascular implants are tested in
in vivo animal models such as pigs [35] or dogs [36], or ex vivo models such as rabbits [37].
These models are very costly, contribute to animal suffering, and have limited translatability
to the human body. Using the established blood vessel-like model, animal testing could
be reduced or avoided, and the use of human cells allows for better comparability with
the human in vivo system. This model could also be used to analyze the development of
diseases affecting the blood vessels and the influence of growth factors or therapeutics
on disease development [38]. In particular, the combination of PDMS and patient-specific
hiPSCs represents a step towards personalized treatment, making the artificial model even
more realistic.

5. Conclusions

In summary, an in vitro PDMS-based model was established to generate a blood-vessel-
like model for the analysis of the interaction of the endothelium with vascular implants, as
well as blood cell components, such as immune cells. Using patient-specific, footprint-free
hiPSCs and subsequent differentiation, ECs with specific markers and functions were
obtained and used for the endothelialization of an artificial lumen. The established blood
vessel-like model allows for real-time imaging of the interaction of the created endothelium
with immune cells. Furthermore, a vascular stent could be implanted into the endothelial-
ized lumen to analyze the endothelialization of implant surfaces. In the future, this blood
vessel-like model could be used to test the influence of different vascular implants and
coatings on endothelialization, as well as to analyze the interaction of the endothelium with
blood cells, such as immune cells. Furthermore, the use of human models for pre-clinical
analyses will improve the clinical translation of novel treatment strategies.
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