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Zusammenfassung 

Derzeit ist die Regenerative Medizin eines der vielversprechendsten Forschungsge-

biete für zukünftige, innovative Behandlungsansätze von Krankheiten, für die es bisher 

noch keine oder nur unzureichende Therapien gibt. Im Rahmen dieses Forschungs-

gebietes wird unter anderem an Strategien für die Geweberegeneration geforscht. In 

der Vergangenheit mangelte es vor allem an autologen Zellen, aber auch die Nachbil-

dung realitätsgetreuer Gewebestrukturen war ein limitierender Faktor. In diesem Zu-

sammenhang hat die Möglichkeit, aus somatischen Zellen patientenspezifische indu-

zierte pluripotente Stammzellen (hiPSCs) zu generieren, hat eine nahezu unbegrenzte 

Quelle an autologen Zellen eröffnet. 

In dieser Arbeit wurde zunächst eine nicht-integrative, synthetische selbstreplizierende 

Messenger Ribonukleinsäure (RNA; srRNA) verwendet, um renale Epithelzellen 

(RECs) zu rückstandsfreien hiPSCs zu reprogrammieren. Die erhaltenen hiPSCs zeig-

ten typische Charakteristika pluripotenter Stammzellen. Unter anderem war es möglich 

sie in die drei Keimbahnen (mesoderm, endoderm und ektoderm) zu differenzieren, 

was anhand des erstmals hierfür eingesetzten Chorion-Allantois-Membran (CAM)-As-

says bestätigt werden konnte.  

 

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde ein Differenzierungsverfahren etabliert, um die 

aus RECs generierten hiPSCs in autologe hepatozytenähnliche Zellen (HCLs) zu dif-

ferenzieren. Diese Zellen exprimierten hepatozytenspezifische Marker und zeigten 

wichtige zellspezifische Funktionen, wie die Albumin-Synthese, Cytochrom-(CYP)-

P450 Aktivität, Glykogenspeicherung und Indocyaningrün (ICG)-Verstoffwechselung. 

Im Anschluss daran wurden biokompatible, dreidimensionale (3D) schmelzelektro-

gesponnene Poly-·-Caprolacton (PCL)-Scaffolds hergestellt und mit vordifferenzierten 

Hepatoblasten besiedelt, die sich gleichmäßig an die Fasern der Scaffolds anlagerten 

und erfolgreich zu HLCs ausgereift werden konnten. Die Verwendung von patienten-

spezifischen HLCs stellt eine vielversprechende Zellquelle für personalisierte Leberre-

generationsstrategien dar und bietet in Kombination mit biokompatiblen 3D-Modellen 

ein breiteres Anwendungsspektrum, das von der Gewebeherstellung über die Arznei-

mittelprüfung und -testung bis hin zur Krankheitsmodellierung reicht.  

Um die Versorgung von Zellen bzw. Organen mit ausreichend Nährstoffen 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 blutgefäßähnliches 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 vaskulärer Implantate zu testen. Zukünftig 

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 Gefäßimplantaten und -beschichtungen auf die Endotheli-

alisierung zu testen und somit kontinuierlich zu verbessern.  

 

Im Bereich der regenerativen Medizin eröffnet der Einsatz von patientenspezifischen 

hiPSCs vielfältige Anwendungsmöglichkeiten. Unter Verwendung von srRNA können 

somatische Zellen in einem ersten Schritt zu pluripotenten Stammzellen reprogram-

miert und anschließend 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 für 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-·-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 
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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. 
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1 Einleitung 

1.1 Regenerative Medizin 

Die derzeitige Möglichkeit 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 Ansätze zur Umgehung dieser Problematiken wer-

den im Bereich der Regenerativen Medizin entwickelt. Die regenerative Medizin ist ein 

multidisziplinäres Forschungsgebiet, das die Molekular- und zellbiologie, mit der Ge-

webezüchtung (auch als Tissue Engineering bezeichnet) und der Biomaterialfor-

schung vereint (Abbildung 1). Im Rahmen der Regenerativen Medizin werden Thera-

piemöglichkeiten erforscht und entwickelt, die es ermöglichen, Zellen, Gewebe oder 

ganze Organe zu regenerieren oder zu ersetzen, die durch Alterung, Erkrankungen 

oder Traumata nicht mehr voll funktionsfähig sind oder auch um angeborene Defekte 

zu behandeln [2]. Dabei werden sowohl Möglichkeiten eines biologischen Gewebeer-

satzes [3] als auch die Anregung körpereigener 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 Säugetiere, 

einschließlich des Menschen, eine der schlechtesten Regenerationsfähigkeiten aller 

Wirbeltiere aufweisen [5]. Ein wichtiges Ziel der Regenerationsforschung ist daher das 

Verständnis der molekularen Mechanismen, die die Regeneration steuern. Durch die 

Stammzellforschung, aber auch durch die Möglichkeit Genom- und transkriptomana-

lysen durchzuführen hat sich das Wissen über molekulare Mechanismen, die an der 

Geweberegeneration beteiligt sind stetig weiterentwickelt. Dadurch wurde die Rege-

nerative Medizin zu einem möglichen Therapieansatz für Erkrankungen, für die bis 

dato nur begrenzte Behandlungs- bzw. therapiemöglichkeiten verfügbar waren.  
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Abbildung 1: Übersicht der Teilgebiete und Anwendungsbereiche der Regenerativen Medizin. 
Die Regenerative Medizin ist ein multidisziplinäres Forschungsgebiet der translationalen Medizin und 
verbindet die Biomaterialforschung, Zell-basierte Therapien und das Tissue Engineering mit dem Ziel 
der Entwicklung von Therapien, die die Möglichkeit 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 können in vitro oder in vivo zu der gewünschten Zellart 

differenzieret und anschließend zur Stimulation endogener Reparaturmechanismen 

genutzt werden. Aber auch der Einsatz bioaktiver Materialien, die Wachstumsfaktoren 

freisetzen oder die Transplantation von biotechnologisch hergestellten Gewebestü-

cken kann zur Geweberegeneration führen, bevor es zu einem lebensbedrohlichen 

Organversagen kommt. 

Vor allem die Zelltherapie gilt als eine der vielversprechendsten Zukunftstechnologien 

für die Reparatur von beschädigtem oder zerstörtem 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 multizelluläre Therapien mit unterschiedlichen, immunphänotypischen 

Profilen, Isolierungstechniken, Wirkmechanismen und Regulierungsebenen [8]. Durch 
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gezieltes Einbringen von neuem, gesundem zellulärem Material in den Körper eines 

Erkrankten ist es möglich, kranke oder geschädigte Zellen eines Gewebeverbands zu 

ersetzen, neu zu generieren oder zu reparieren und somit Krankheiten zu behandeln. 

Des Weiteren können hierdurch lösliche Faktoren wie Zytokine, Chemokine und 

Wachstumsfaktoren freigesetzt werden, welche eine parakrine oder endokrine Wir-

kung erzielen können [9]. Trotz kontinuierlicher Fortschritte bei zellbasierten Behand-

lungen verschiedener Indikationen ist die Entwicklung neuer Produkte oder Therapie-

ansätze ein schwieriger und zeitintensiver Prozess. Innovative Zelltherapien können 

auf Grund ihrer neuartigen Wirkmechanismen unterschiedliche Risiken für den Patien-

ten mit sich bringen, wie beispielsweise Immunogenität oder Tumorigenität. 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 behördlichen Überprüfung unterzogen, was viele Jahre dauern kann [10]. Zu den 

aktuell zugelassenen zellbasierten Therapien gehören unter anderem die Behandlung 

von Lymphdrüsenkrebs mittels Zelltransfer von genetisch veränderten CAR-T-Zellen 

[7], die Verwendung von patienteneigenen Limbusstammzellen zur Reparatur geschä-

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 Knorpelschäden im Kniegelenk zugelas-

sen. Den Patienten werden dabei Chondrozyten entnommen und expandiert, um an-

schließend Sphäroide zu generieren, die dann im Kniegelenk eingesetzt werden [13].  

Die für Zelltherapien häufig verwendeten patienteneigenen Zellen werden meist durch 

eine Biopsie des entsprechenden Gewebes gewonnen. Anschließend werden sie vom 

Gewebeverband getrennt bzw. daraus isoliert und in einer in vitro-Zellkultur expandiert, 

um sie daraufhin dem Patienten zu Therapiezwecken wieder zuzuführen. Diese auto-

logen Zellpopulationen sind für zelltherapeutische Behandlungsstrategien von großem 

Interesse, da sie ein minimales Abstoßungsrisiko aufweisen [9, 14]. Allerdings hängt 

der Erfolg der Therapie sowohl entscheidend von der Zellverfügbarkeit 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 geringfügige Differenzierung auf, wodurch 

ihre Funktion im späteren Organismus noch nicht festgelegt ist. Aus Stammzellen kön-

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].  

 

Abbildung 2: Schematische Abbildung der Einteilung von Stammzellen. 
Mit zunehmender Spezialisierung der Stammzellen nimmt deren Differenzierungsfähigkeit allmählich 
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 
übergegangen ist. Pluripotente Zellen können sich in gewebespezifische Zellen aller drei Keimbahnen 
(meso-, endo- und ektoderm) differenzieren. Die fortschreitende Spezialisierung führt zu multipotenten 
Stammzellen, die sich ausschließlich 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 einschließlich vier bis acht Zellteilungen können sie 
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sich zu einem vollständigen 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 übergehen und sich somit ausschließlich in 

die drei embryonalen Keimbahnen differenzieren können. Nach weiteren Teilungen 

beginnt die postembryonale Phase und die Zellspezialisierung schreitet weiter voran, 

was letztendlich zum Verlust der pluripotenten Eigenschaften führt. Die Fähigkeit zur 

Differenzierung ist dann auf Zellarten einer bestimmten Keimbahn oder eines Gewe-

bes beschränkt, 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 während der gesamten Lebenszeit in einem Organismus nachweis-

bar [18], beispielsweise in den Organen und im Knochenmark. 

Adulte Stammzellen liegen in jedem Menschen vor. Dies eröffnet die Möglichkeit eines 

autologen Einsatzes für stammzellbasierte Therapien [19]. Des Weiteren können in 

diesem Zusammenhang auch embryonale Stammzellen (ESCs) oder pluripotente 

Stammzellen (PSCs) für innovative Therapieansätze 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 Lösung darstel-

len, um Gewebe- oder Organstrukturen zu generieren. Sie sind in der Lage, sich in 

unterschiedliche, spezifische Zelltypen zu differenzieren, die für die Reparatur von er-

kranktem Gewebe benötigt werden [20]. In den letzten Jahren hat sich die Anzahl kli-

nischer Studien, die sich mit stammzellbasierten Therapien befassen, stark erhöht 

[21]. Gewebespezifische adulte Stammzellen, weisen dabei allerdings meist ein limi-

tiertes Proliferations- und Differenzierungspotenzial auf. PSCs im Gegensatz dazu, 

haben die Fähigkeit der Selbsterneuerung, um Tochterzellen zu produzieren, die die 

gleichen Eigenschaften der Vorläuferzelle besitzen [22]. Unter bestimmten Bedingun-

gen oder bei bestimmten Signalen sind PSCs in der Lage in die drei Keimbahnen zu 

differenzieren [23]. Dadurch können nahezu unbegrenzt gewebespezifische Zellen für 

verschiedene Anwendungsmöglichkeiten 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 

Präimplantationsembryonen gewonnen [24] und können in vitro ihren pluripotenten Zu-

stand unbegrenzt aufrechterhalten bzw. expandiert werden. Trotz zahlreicher Einsatz-

möglichkeiten, die vor allem humane ESCs für die Forschung und Medizin bieten gibt 

es sowohl technische als auch ethische Limitierungen, die den klinischen Einsatz von 

humanen ESCs einschränken [25]. Insbesondere die Isolation der ESCs aus der 

Blastozyste geht mit ethischen Bedenken einher, da dieses Verfahren zur Zerstörung 

eines Embryos führt [24]. Neben der Zerstörung des Embryos handelt es sich bei hu-

manen ESCs um eine ausschließlich allogen verfügbare Zellquelle, deren geringe Ver-

fügbarkeit, aber auch die Risiken der Immunreaktion den klinischen Einsatz weiter ein-

schränken. Um dieser Problematik entgegenzuwirken, wurde in den vergangenen Jah-

ren an alternativen Möglichkeiten geforscht, die es ermöglichen ausdifferenzierte 

adulte somatische Zellen in PSCs umzuwandeln.  

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-

bonukleinsäure (DNA) ermöglicht. Die anschließende Überexpression 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 stärksten exprimiert. Weiterhin spielen 

auch die Expression von cMyc, Krüppel-like factor (Klf4) 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 durchgeführt. Durch Zellkerntransfer einer Darmzelle der Xenopus-Kaul-

quappe in ein enukleiertes Froschei gelang ihm die Einführung 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, Klf4 und cMyc), die von 24 Faktoren reduziert wurden, 

mittels retroviraler Transduktion an murinen und kurze Zeit später auch an humanen 

Fibroblasten durchgeführt [29, 30]. Diese Faktoren haben die Fähigkeit, Pluripotenz 

bei somatischen Zellen zu induzieren, so dass die entstandenen PSCs theoretisch, 

durch reversible epigenetische Veränderungen, in jeden der 220 bekannten Zelltypen 

differenzieren können [31]. Weiterführend 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 können. Seitdem wurden 

weitere Reprogrammierungsfaktoren und -methoden getestet, sodass nun zur Gene-

rierung von hiPSCs Kombinationen verschiedener Reprogrammierungsfaktoren, Pro-

teine, RNAs, Peptide usw. zur Verfügung stehen [32]. 

Die Generierung von hiPSCs aus patienteneigenen Zellen (Abbildung 3) ist im Ver-

gleich zu ESCs oder dem Zellkerntransfer ethisch unbedenklich und ermöglicht die 

personalisierte Generierung unterschiedlichster Zellarten aus hiPSCs, wodurch die in 

vitro-Erforschung von Krankheitsbildern oder Medikamenten möglich ist. Aber auch für 

den Bereich der Regenerativen Medizin stellt die Möglichkeit der Generierung von 

hiPSCs eine nahezu unerschöpfliche Zellquelle dar.  

 

Abbildung 3: Generierung von hiPSCs durch Reprogrammierung somatischer Zellen und an-
schließende Differenzierung. 
Schematische Darstellung der Reprogrammierung von humanen somatischen Zellen, anhand des Bei-
spiels renaler Epithelzellen (RECs). Häufig eingesetzte Zellarten für die Reprogrammierung sind unter 
anderem Fibroblasten, oder RECs, welche über 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. Klf4, Oct4, Sox2, c-Myc) können hiPSCs entstehen, die anschließend wieder zu 
gewebespezifischen Zellen differenziert werden können.  

Zur Induktion der Pluripotenz somatischer Zellen können integrierende und nicht-in-

tegrierende Reprogrammierungsmethoden angewendet werden. Vor allem integrie-

rende virale Vektoren wurden in der Vergangenheit häufig zur Reprogrammierung so-

matischer Zellen verwendet [33]. Neben ihrer Immunogenität [34] kann die konstante 

Präsenz der Vektoren im Genom auch nach Beendigung der Reprogrammierung zu 

einer unerwünschten Reaktivierung der Transkriptionsfaktoren führen und dadurch die 

Genexpression oder die DNA-Methylierung verändern [35]. Außerdem wurde gezeigt, 

dass die Qualität der erzeugten hiPSCs beeinträchtigt sein kann, da die Expression 

endogener Gene, die mit Pluripotenz assoziiert sind, nicht vollständig aktiviert wurde 

[36]. Verschiedene Studien deuten darauf hin, dass eine potentielle Reaktivierung des 

viralen Transgens und seine Restaktivität in den entstandenen hiPSCs den zellulären 

Entwicklungsprozess verändern und zur Tumorentstehung führen 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 große Fortschritte mit hiPSCs im Bereich der Grundlagenforschung, 

aber auch in der klinischen Anwendung gemacht werden. Bereits im Jahr 2014 wurde 

die Sicherheit von regenerativen Therapieansätzen 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 für 

die "Yamanaka"-Faktoren (Oct4, Klf4, Sox2 und c-Myc) und zusätzlich Lin28 kodieren 

[50], können 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 großer 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-Moleküle in einem Zeitraum von 2-3 Tagen physiologisch von 

der Zelle abgebaut werden [48, 51] und eine Reaktivierung der Reprogrammierungs-

faktoren zu einem späteren Zeitpunkt nicht mehr möglich ist. Allerdings erfordern die 

transienten Eigenschaften der mRNA eine tägliche Transfektion der Zellen, um eine 

kontinuierliche Expression der Reprogrammierungsfaktoren über den gesamten Zeit-

raum des Reprogrammierungsprozesses zu gewährleisten [48]. Die Erkennung der 

fremden RNA aktiviert, demzufolge täglich die angeborene Immunantwort, was zu er-

höhtem zellulärem Stress und Zytotoxizität führt [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 

rückstandsfreien hiPSCs, die erstmals von Yoshioka et al. im Jahr 2013 veröffentlicht 

wurde [53]. Im Rahmen dieser Studie wurde eine RNA entwickelt, die sich für 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 infektiöses, selbstreplizierendes RNA-Replikon 

des Venezolanischen Pferdeenzephalomyelitis (VEE)-Virus [54]. Das VEE-Virus ist ein 

positives einzelsträngiges RNA (ssRNA)-Virus, das die Information für eine RNA-Po-

lymerase in Form der nichtstrukturellen Proteine (nsPs) 1-4 in die Zelle einschleust 

[55]. Die Translationsmaschinerie der Wirtszelle gewährleistet die Expression der 

nsPs. Über 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 für 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 enthält ausschließlich die nsP1 bis nsP4, die für den RNA-Selbstrep-

likationskomplex VEE-Virus kodieren [44, 57]. Zusätzlich sind die "Yamanaka"-Tran-

skriptionsfaktoren (Oct4, Sox2, Klf4, 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 über mehrere 

Zellteilungen hinweg möglich ist.  

Die VEE-srRNA ahmt mit der 52-Cap-Struktur und dem Poly(A)-Schwanz zelluläre 

mRNA nach [58]. Um eine Positivselektion der erfolgreich transfizierten Zellen durch-

führen zu können, wurde sie durch die Sequenz für eine Puromycin N-acetyltrans-

ferase (PAC) ergänzt, da Puromycin zytotoxisch wirkt. Strukturell ähnelt 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 führt zu einem irreversiblen vorzeitigen Abbruch der Trans-

lation und die Zelle geht durch die Anhäufung von fehlerhaften Proteinen zu Grunde 

[59].  

Durch zelleigene Nukleotide findet die Replikation der srRNA im Zytoplasma der zu 

transfizierenden Zellen statt. Dafür ist eine einzige Transfektion ausreichend. Dies re-

duziert die Immunogenität und den zellulären Stress. Dennoch wird auch die srRNA 

als fremd erkannt, was zu einer Immunreaktion (Typ-I-IFN Antwort) bei den Wirtszellen 

führt [61]. Die in Folge dessen freigesetzten Interferone (IFN)-³ und IFN-´ werden an 

IFN-Rezeptoren auf der Zellmembran gebunden. Dies führt über 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 während der Repro-

grammierung entsprechend reduzieren zu können, 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 rückstandsfreie 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 für die "Yamanaka"-Faktoren (Oct4, Klf4, Sox2 und c-Myc) und Lin28 
kodieren, können mittels einer in vitro-Transkription (IVT) synthetisiert werden und anschließend an-
hand einer Transfektion in die Zellen eingebracht werden, um eine Reprogrammierung zu induzieren. 
(B) srRNA ist in der Lage, sich für 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 natürlichem Wege abgebaut, wodurch mehrere Transfektionen für eine Reprogram-
mierung notwendig sind.  

1.4 Somatische Zellquellen  

Nachdem hiPSCs erstmalig aus humanen Fibroblasten generiert werden konnten, 

wurden weitere Arten somatischer Zellen für die Reprogrammierung etabliert, wie zum 

Beispiel Periphere Mononukleäre 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 täglich zwischen 2000 und 7000 

Epithelzellen des proximalen Nierentubulus über den Urin ausgeschieden [65]. Die 

Gewinnung und Reprogrammierung dieser Zellen ist somit eine nicht-invasive Strate-

gie zur Gewinnung körpereigener Zellen von Patienten dar. 

1.5 Tissue Engineering 

Patienten, die an angeborenen oder erworbenen Erkrankungen leiden, werden derzeit 

häufig mit chirurgischen Therapien oder Proteinersatztherapien behandelt. Durch 

diese Ansätze kann jedoch nicht immer ein physiologischer Zustand erreicht werden. 

Auch chirurgische Verfahren können 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 Hämatomen einher. Im Fall einer Allotransplantation ist das zur 

Verfügung stehende Gewebe ebenfalls begrenzt und es besteht die Gefahr einer Ab-

stoßung des Empfängers. Auch können Infektionen oder Krankheiten vom Spender 

auf den Empfänger übertragen werden [67]. 

Die Reparatur oder Regeneration von geschädigtem Gewebe oder Organen und die 

Wiederherstellung ihrer Funktionen bleibt daher ein großes Bestreben im Bereich der 

Regenerativen Medizin. Das Tissue Engineering bietet dafür therapeutische Techni-

ken, die sich auf die Reaktivierung von Entwicklungsprozessen in vivo und ex vivo 

stützen, um Produkte oder Modelle zu entwickeln, die zur Linderung von Gesundheits-

problemen beitragen können, einschließlich des Verlusts von Gewebe-/Organfunktio-

nen aufgrund von Traumata [68]. Um funktionelle, vorzugsweise autologe Ersatzstoffe 

[69] herzustellen, die ein beschädigtes Gewebe regenerieren oder ersetzen macht sich 

das Tissue Engineering im Allgemeinen drei wesentliche Komponenten zunutze [70]: 

Dazu zählen gewebespezifische Zellen sowie Gerüststrukturen (auch als >Scaffolds< 

bezeichnet), die eine realitätsnahe Umgebung für die Zellen nachahmen,  und spezifi-

sche Biomoleküle die eine Signalvermittlung innerhalb des Gewebes ermöglichen und 

gegebenenfalls die Zelldifferenzierung oder die Proliferation fördern [71].  

Obwohl die beschriebenen Strategien noch am Anfang stehen, gibt es bereits einige 

Beispiele für eine erfolgreiche klinische Umsetzung des Tissue Engineerings. Dazu 

zählen unter anderem der Ersatz von Bronchialsegmenten [72], die Wiederherstellung 

von Knochen [73], sowie Knorpeldefekten [74] oder Therapiemöglichkeiten bei Bla-

dendefekten [75]. Aber auch für die Entwicklung externer Hilfsmittel wie beispielsweise 

einer extrakorporalen Leber [76] oder künstlichen Geweben, die als in vitro-Modelle 

zur Untersuchung des Zellverhaltens und anderer Entwicklungsprozesse dienen, so-

wie für die Entwicklung neuer molekularer Therapeutika wird das Tissue Engineering 

bereits erfolgreich eingesetzt [77].  
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1.5.1 Biomaterialien im Tissue Engineering 

Um möglichst gewebespezifische Bedingungen nachbilden zu können und eine Kulti-

vierung unter möglichst physiologischen Bedingungen sicherzustellen, werden unter-

schiedliche Biomaterialien eingesetzt. Als Biomaterialien werden synthetische oder na-

türliche (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 Körpers kommen können. Als 

Materialien können natürliche Polymere (z.B. Collagen, Alginat, Gelatine, Chitosan 

etc.) [78], dezellularisierte Extrazellulärmatrices [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 Gläser und Glaskeramiken) [83, 

84] verwendet werden. Im Bereich des Tissue Engineerings sind vor allem Parameter 

wie Porosität und Architektur des Materials entscheidend für die Funktionalität der ein-

gesetzten Zellen und an die spezifische extrazelluläre Matrix des jeweiligen Gewebes 

angepasst.   

Zur Nachbildung der gewebespezifischen Architektur der extrazellulären Matrix (ECM), 

aber auch der biologischen und mechanischen Gewebeeigenschaften können 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 können zusätzlich Plas-

mabestrahlung oder verschiedene Beschichtungen als Oberflächenbehandlung durch-

geführt werden. Aber auch eine Ergänzung der Trägermaterialien mit funktionellen 

Gruppen (z.B. Arg-Gly-Asp-Peptid) oder Wachstumsfaktoren ist möglich. Dadurch 

können die Zelladhäsion, Migration und Proliferation verbessert bzw. die Expression 

von spezifischen Faktoren gesteigert werden [86]. Für den klinischen Einsatz sollten 

Materialien zum Einsatz kommen, die biologisch abbaubar oder bioresorbierbar und 

vor allem biokompatibel sind. Etwaige Abbauprodukte sollten über Stoffwechselwege 

ausgeschieden werden können, um die Funktionen im Gewebe aufrecht zu erhalten. 

Die größte Herausforderung beim Einsatz von Biomaterialien liegt aber nach wie vor 

in der potenziellen Induktion von inflammatorischen Prozessen [87]. Diese körpereige-

nen Entzündungsreaktionen können zu nekrotischen Prozessen oder zur Abstoßung 

des Materials führen und müssen daher verhindert werden.  
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1.5.2 Limitierungen des Tissue Engineerings 

Das Hauptziel des Tissue Engineerings besteht darin, geschädigtes Gewebe zu erset-

zen oder zu reparieren und die Lebensqualität der Patienten auf sichere Weise zu 

verbessern, indem verschiedene unerwünschte 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 durchgeführt wurden, gibt es kritische Faktoren (Zellquelle, Konstruktion 

der Trägermaterialien (Scaffolds), Zellaussaat, Kulturumgebung, mechanische Eigen-

schaften des Zell-Scaffold-Konstrukts) zu beachten [89].  

Ein häufig beschriebenes Problem bei biotechnologisch hergestellten Geweben ist, 

dass mit zunehmender Komplexität der biologischen Systeme und Prozesse das Mo-

dell selbst zunehmend komplizierter und individualisierter wird/werden muss [90]. Dies 

führt häufig zu einer eingeschränkten klinischen Anwendbarkeit oder Kommerzialisie-

rung. Auch die Zellquelle hat einen enormen Einfluss auf den Erfolg des Tissue Engi-

neering. Zellen für das Tissue Engineering werden dazu in autologe, allogene und xe-

nogene Zellen unterteilt [91]. Autologe Zellen sind für das Tissue Engineering am bes-

ten geeignet, während allogene und xenogene Zellen immunogen sind und eine zu-

sätzliche immunsuppressive Therapie benötigen, wenn neues Gewebe hergestellt 

werden soll. Eine Einschränkung 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 Fällen bieten 

vor allem Stammzellen ein enormes Potenzial für den Ersatz oder die Regeneration 

von geschädigtem Gewebe. Insbesondere hiPSCs erlauben hierbei die Möglichkeit für 

personalisierte Therapieansätze sowie eine nahezu unerschöpfliche 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 für Misserfolge bei der Arzneimittelentwicklung [93] oder bei der 

Entwicklung von Krankheitsmodellen angeführt [94], was die Verwendung von huma-

nen Modellen umso erforderlicher macht. Fortschritte auf dem Gebiet der induzierten 

pluripotenten Stammzellen haben der therapeutischen Forschung viele Möglichkeiten 
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eröffnet [32]. Vor allem die Pluripotenz und das Potential der Selbsterneuerung sind 

einzigartige Eigenschaften von hiPSCs [95]. Ihre Fähigkeit, sich unbegrenzt in Zellen 

aller drei Keimblätter zu differenzieren, ist für die Behandlung von Verletzungen und 

Krankheiten besonders vorteilhaft. 

Seit der Einführung 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 Störungen zeigen [96-98]. Aber auch für personalisierte Zelltherapien, die 

Modellierung von Krankheiten sowie für den Bereich des Tissue Engineerings haben 

hiPSCs großes Potential [95]. Dies konnte bereits bei der Behandlung genetischer 

Störungen (z.B. Sichelzellenanämie), sowie bei der Modellierung komplexer degene-

rativer Erkrankungen wie Diabetes und Alzheimer gezeigt werden [26, 99].  

Somit stellt die Forschung an hiPSC-basierten Therapiemöglichkeiten einen Schlüs-

selaspekt für das Verständnis, aber auch für die zukünftige Behandlung menschlicher 

Krankheiten dar. Vor allem Probleme wie die Verfügbarkeit von patientenspezifischen 

Zellen oder mögliche Immunreaktion des Wirts, können durch die Anwendung von 

hiPSCs, bzw. durch patientenspezifische hiPSC-basierte Modelle umgangen werden 

[100, 101]. Häufig ist für realitätsnahe 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 Biomolekülen, 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 Störung oder Einschränkung der Leberfunktio-

nen zu einer Vielzahl von nachfolgenden Komplikationen des Körpers (darunter Infek-

tionen, Blutungen oder erhöhter Druck im Gehirn) mit unterschiedlichem Schweregrad, 

Morbidität oder Mortalität führen [104].  
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Die Leber ist die größte Drüse des Körpers, die bei Erwachsenen etwa 1,5 kg wiegt 

und in einen großen rechten Lappen und einen kleineren linken Lappen (Abbildung 

5A) unterteilt ist [105]. Jeder Lappen ist weiter in Leberläppchen unterteilt, die die 

Funktionseinheiten der Leber darstellen (Abbildung 5B). Die Leberläppchen, die 

kleinsten Strukturen der Leber, sind ein Netzwerk aus Hepatozyten und weiteren le-

berspezifischen Zellen, sowie Gallengängen und Lebersinusoiden, die zwischen den 

Hepatozyten verlaufen (Abbildung 5C). Primäre Hepatozyten machen 60-80 % der 

Lebermasse aus und erfüllen viele wichtige Funktionen im Körper [106]. Sie werden 

als parenchymale Zellen bezeichnet, während Cholangiozyten, Endothelzellen, gewe-

beansässige 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 

für ihre Aufrechterhaltung sowie ordnungsgemäße Funktion erforderlich [107].  

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Komplexität der Leber. 
(A) Die Leber besteht aus dem großen rechten Leberlappen und dem kleineren linken Leberlappen. An 
der Unterfläche der Leber treten die große Leberarterie und die Pfortader in das Organ ein, zudem 
verlässt der Gallengang hier die Leber und mündet in den Zwölffingerdarm. (B) Die beiden großen Le-
berlappen bestehen aus sogenannten Leberläppchen. (C) Jedes Leberläppchen besteht aus einem 
dreidimensionalen Netz aus verschiedenen hepatischen Zellen, Sinusoiden, und Gallenkanälchen. Im 
Zentrum jedes Leberläppchens liegt außerdem ein Ästchen der Lebervene.  
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Eine gesunde Leber verfügt über eine ausgezeichnete Regenerationsfähigkeit als Re-

aktion auf Verletzungen. Diese Fähigkeit kann erheblich beeinträchtigt werden, wenn 

die Leber einer schweren akuten Verletzung oder einer extremen chronischen Erkran-

kung ausgesetzt ist, die in der Regel mit einer fortschreitenden Leberentzündung und 

Fibrose einhergeht [108]. Die orthotope Lebertransplantation ist noch immer der "Gold-

standard" und die einzige etablierte Behandlungsoption für Lebererkrankungen im 

Endstadium und bei akutem Leberversagen. Allerdings ist die Lebertransplantation mit 

bekannten Einschränkungen 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 Einschränkungen sind daher alternative therapeutische Ansätze 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 für die Behandlung verschiedener Krankheitsbilder eingeführt wurde [111-114]. 

Die Infusion von reifen, isolierten primären Hepatozyten ist jedoch mit einer geringen 

Anheftungsrate der implantierten Zellen verbunden [115]. Aus diesem Grund wird kon-

tinuierlich an Tissue Engineering-Ansätzen gearbeitet, die darauf abzielen, dreidimen-

sionales (3D)-Lebergewebe oder ganze biotechnologisch hergestellte Lebermodelle 

oder Leberteile herzustellen, um die eingeschränkte Leberfunktion selbst nach massi-

ven Verletzungen wiederherzustellen und das Problem des Spendermangels zu um-

gehen [106].  

Um leberähnliche Strukturen zu generieren können unterschiedliche Verfahren zum 

Einsatz kommen. Unter anderem werden dezellularisierte Lebergerüste (z.B. vom 

Schwein) verwendet, die den Aufbau einer natürlichen extrazellulären 3D-Matrix recht 

präzise nachbilden können und dadurch eine gute Integration, Differenzierung und 

Reifung der verwendeten Zellen zur Folge haben [116].  

Häufig werden aber auch biologisch abbaubare Gerüststrukturen (sogenannte Scaf-

folds) aus natürlichen 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 Biokompatibilität und 

ihrer mechanischen Eigenschaften, die denen von natürlichem Gewebe ähneln, als 

Gerüstmaterialien für die Generierung von Gewebestrukturen von großem Interesse 

[118]. Durch die Zugabe von Zellen vor dem Gelierprozess können die Zellen homogen 

im Gel verteilt werden. Darüber hinaus können Hydrogele dazu verwendet werden, 

lösliche oder immobilisierte Signalmoleküle an Zellen abzugeben, als Stützstrukturen 

für Zellwachstum und -funktion zu fungieren und als Raumfüller für das zukünftige Ein-

wachsen von Gewebe zu dienen [119].  

Auch unterschiedliche 3D-Biodrucktechnologien werden eingesetzt um Biomaterialien 

mit hoher Komplexität zu entwerfen. Aufgrund der Vielfalt der verfügbaren Druckver-

fahren (darunter Stereolithografie, lasergestützte System, düsenbasierte Bioprinting-

Techniken, Extrusions-Bioprinting, mikrofluidisches Bioprinting oder Multi-Material-Bi-

oprinting [120, 121]) und der präzisen Steuerbarkeit konnten bereits Fortschritte bei 

der Bildung von Gefäßnetzwerken von Lebergewebe und anderen Organen erzielt 

werden [122]. Verstärkt wird aktuell auch an der Verbesserung von 3D-gedruckten va-

skulären Strukturen gearbeitet, um Tissue Engineering Konstrukte in den medizini-

schen Bereich einzuführen [122]. 

Neben den genannten Verfahren im Bereich des Leber Tissue Engineerings kommt 

häufig auch die Methode des Elektrospinnens zum Einsatz um poröse Scaffolds, be-

stehend aus elektrogesponnenen Fasern, herzustellen [123], die das dichte Kollagen-

netz der natürlichen ECM nachahmen. Durch Elektrospinnen können benutzerdefi-

nierte Gerüste aus unterschiedlichen Materialien mit einer Porengröße entsprechend 

den Anforderungen der Zellen hergestellt werden. Die Ausrichtung der elektrogespon-

nenen Nanofasern kann die Anheftung von Zellen fördern, indem sie optimale Ab-

stände für die Integrinbindung bietet [124]. 

Häufig bestehen Scaffolds aus Hybridmaterialien, Biokeramik oder Polymeren [125], 

welche zusätzlich mit ECM-Proteinen kombiniert werden, um eine bessere Zellanhaf-

tung zu erreichen und die Oberfläche den in vivo-Bedingungen anzunähern. Entweder 

werden die entsprechenden ECM-Proteine direkt in die Gerüstmatrix integriert oder 
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das Gerüst wird nachträglich mit ihnen beschichtet. Neben den leberspezifischen 

ECM-Proteinen werden häufig auch Fibronektin, Kollagen Typ I und Gelatine verwen-

det, die nachweislich ebenfalls zu einer verbesserten Zelladhäsion führen [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 kön-

nen sich die Zellen in einem perfusionsbasierten Kultursystem übereinander anlagern, 

was wiederum zu einem verbesserten Materialaustausch und einer besseren Kommu-

nikation zwischen den Zellen führt, insbesondere bei längerer Kulturdauer [128, 129]. 

Auch verschiedene Nanomaterialien, die die native Extrazellulär 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 Moleküle, Wachstumsfaktoren, Zytokine und Proteine 

direkt an die Zellen abzugeben [131].  

Ansätze im Bereich des Leber Tissue Engineering entwickeln sich kontinuierlich wei-

ter. Dabei sind die Bereiche Stammzellbiologie, Gen-Editing-Technologie, Synthese 

von biofunktionalen Gerüsten, Nanotechnologie und intelligenter 3D-Druck die zu-

kunftsträchtigsten 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 primären Hepatozyten, Hepatozyten-Zellli-

nien bis hin zu patientenspezifischen Hepatozyten, die aus hiPSCs generiert wurden, 

reicht, kommen im Leber Tissue Engineering zu Einsatz. Humane primäre Hepatozy-

ten, die als eine der ausgereiftesten Leberzellquellen gelten, verlieren bei der Kultivie-

rung in vitro aufgrund der großen Unterschiede zwischen der nativen und der Kultu-

rumgebung innerhalb kurzer Zeit viele leberspezifischen Funktionen [133, 134]. Dar-

über hinaus erfordert deren Gewinnung Leberbiopsieproben von jedem Patienten, was 

deren Verwendung in personalisierten Lebermodellen zusätzlich erschwert. Transfor-

mierte Zelllinien (am häufigsten verwendet werden HepG2-Zellen) weisen nur eine ge-

ringe Kapazität zur Verstoffwechselung von Arzneimitteln und eine eingeschränkte all-

gemeine Funktionalität auf, was sie für die Modellierung von Lebererkrankungen und 



Einleitung 

20 
 

die Prüfung der Toxizität von Arzneimitteln suboptimal macht [135]. Infolgedessen wur-

den Hepatozyten, die aus hiPSCs gewonnen wurden, als eine der vielversprechends-

ten Zellquellen für die Entwicklung patientenspezifischer humaner Lebermodelle aner-

kannt, da sie leicht zugänglich sind [136, 137] und zudem in großer Menge generiert 

werden können sowie eine angemessene Kompatibilität mit dem Wirtsimmunsystem 

aufweisen. In den letzten Jahren ist es gelungen, eine Differenzierung unter 2D Bedin-

gungen von hiPSCs in HLCs durchzuführen 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-Enzymaktivitäten 

noch als nicht komplett ausgereift [139] und viele Ansätze zur Verwendung von hiPSC-

abgeleiteten Hepatozyten für 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 adäquaten 

Vaskularisierung ermöglicht 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-Signalübertragung abzubilden, können für eine patien-

tenspezifische Vorhersage der Toxizität von Arzneimitteln [135], aber auch zur Model-

lierung von Krankheiten genutzt werden.  

1.5.5 Vaskuläres Tissue Engineering 

Unter physiologischen Bedingungen ist das Gewebe auf das Kreislaufsystem des Kör-

pers angewiesen, um die einzelnen Zellen bzw. Organe mit Nährstoffen und Sauerstoff 

zu versorgen, so dass die Vaskularisierung eine wesentliche Voraussetzung für die 

erfolgreiche (Wieder-)Herstellung von Gewebe ist.  

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

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

bei Diabetikern) ein Risikofaktor für schwere Infektionen und Geschwüre 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 Blutgefäße 
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zu berücksichtigen, da das Verständnis dieser Parameter für das Biomaterialdesign 

und die Auswahl einer geeigneten Zellquelle erforderlich ist. 

Viele Blutgefäße weisen gemeinsame strukturelle Merkmale auf. Die Wände 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 gesäumt, die die Grenzschicht zum Blut darstellen, die Gerinnung regu-

lieren, selektive Permeabilität verleihen und am Transport von Immunzellen beteiligt 

sind [146]. Arterien und Venen sind außerdem durch eine zweite Schicht, die Tunica 

media, verbunden. Während Arterien und Venen grundsätzlich aus denselben Be-

standteilen aufgebaut sind (glatte Muskelzellen (SMCs), Kollagen, Elastin und Proteo-

glykanen) unterscheiden sie sich in der Stärke der Tunica media, die aufgrund der 

Nähe zum Herzen und der damit einhergehenden höheren Pumpkraft bei Arterien di-

cker ausfällt. Die äußerste Schicht der Blutgefäße ist die Tunica adventitia (Tunica 

externa). Sie besteht hauptsächlich aus Kollagen Typ I und in Arterien noch zusätzlich 

aus elastischem Bindegewebe. Diese äußere Schicht dient der Befestigung der Ge-

fäße an angrenzende Strukturen. 

 Arteriolen und Venolen, die kleinere Äquivalente von 

Arterien und Venen, welche mit dem bloßen Auge für den Menschen noch sichtbar 

sind und im weiteren Verlauf unmittelbar in eine Kapillare übergehen. Sie sind nach 

den größeren Arterien und Venen geschaltet [147].  
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Abbildung 6: Schematische Abbildung unterschiedlicher Blutgefäßarten 
Blutgefäße ermöglichen einen Blutfluss durch den Körper. Arterien transportieren das Blut aus dem 
Herz in die Peripherie und Venen transportieren es zurück. Die Kapillaren dienen als Verbindungen 
zwischen den Arterien und Venen. Die Wand der meisten Blutgefäße besteht aus drei Schichten: Tunica 
externa (Adventitia), Tunica media und Tunica interna. Durch diese Schichten ist das Lumen umschlos-
sen.  

Die Herstellung von implantierbaren Gefäßen in klinischer Qualität, die im Wirt gesund 

überleben könnten und langfristig durchgängig sind, ist jedoch nach wie vor eine große 

Herausforderung und trotz aller Bemühungen haben die künstlichen Gefäßtransplan-

tate noch immer nicht die Leistungsfähigkeit körpereigener Gefäße erreicht, so dass 

es keine kommerziell erhältlichen Transplantate gibt [148]. Das vaskuläre Tissue En-

gineering zielt demnach darauf ab, die oben beschriebenen Gefäßstrukturen nachzu-

bilden, um diese entweder in Zukunft zu transplantieren bzw. die Bildung neuer Gefäße 

an der Transplantationsstelle zu stimulieren [149] oder aber um realitätsnahe in vitro-

Modelle zur Erforschung von Krankheiten [150] oder der Austestung von Gefäßimplan-

taten [151] zu etablieren.  

Zu diesem Zweck können unterschiedliche Herstellungsverfahren der Blutgefäße an-

gewandt werden. Rein experimentelle Modelle können 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 für das vaskuläre Tissue Engineering sehr 
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vielversprechend, da die meist porösen 3D-Architekturen eine Vaskularisierung und 

die damit einhergehende Diffusion von Nährstoffen ermöglichen, was die Neubildung 

von Gewebe und den biologischen Abbau von Materialien erleichtert [153]. Auch das 

Abformen (Molding) von Biomaterialien, zur Herstellung tubulärer Gefäßstrukturen ist 

ein mögliches Vorgehen [154, 155]. Dabei wird eine vormodellierte gefäßähnliche 

Struktur zur Besiedelung mit Zellen verwendet. Des Weiteren können auch mittels 3D-

Druck künstliche Blutgefäße gefertigt werden. Hierbei ist es möglich, die benötigten 

Zellen direkt im Biomaterial zu drucken. Dadurch können komplexe und funktionelle, 

heterozelluläre Strukturen mit dem Potenzial einer anatomischen Morphologie und ei-

ner präzisen Platzierung von Zellen hergestellt werden [156].  

hiPSCs im Vaskulären Tissue Engineering 

Sowohl für mögliche in vivo-Anwendungen also auch für in vitro-Modelle ist eine ge-

eignete Zellquelle erfolgsentscheidend. Autologe primäre Patientenzellen sind eine 

mögliche Zellquelle. Allerdings sind sowohl Isolierung als auch Vermehrung lebensfä-

higer primärer Zellen in therapeutisch relevantem Ausmaß 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 vaskulären Tissue Engineerings eine vielversprechende 

Zellquelle [157, 158].  

Heutige Gefäßmodelle sind oft noch auf primäre Zellen gestützt [159-161]. Humane 

Endothelzellen der menschlichen Nabelschnurvene (HUVECs) sind der am häufigsten 

verwendete Zelltyp für die vaskuläre Forschung. Für die Gewinnung dieser Zellen ist 

eine Gefäßbiopsie 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 

vaskuläre Modelle beinhalten die Verwendung von Kleintieren; diese Experimente kön-

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 großer Menge und einheitlicher 

Qualität [164], was die möglichen Qualitätsschwankungen primärer zellbasierter vas-

kulärer Modelle umgeht und gleichzeitig auch einen klinischen Einsatz möglich macht. 

Die zunehmende Verfügbarkeit von hiPSCs, hat auch die Entwicklung experimenteller 
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Modelle des Gefäßsystems beschleunigt: Humane ECs, aber auch Perizyten sowie 

SMCs können mit hoher Effizienz aus hiPSCs erzeugt und in Modellen verwendet wer-

den [148]. Dadurch ist es möglich Krankheitsmodelle, Gefäßtransplantate, oder auch 

in vitro-Modelle auf den individuellen Patienten abzustimmen. Aber auch Modelle an-

derer Organe (z.B. Lebermodelle) können durch eine ergänzende Vaskularisierung mit 

denselben Ausgangszellen noch realitätsgetreuer und funktionaler abgebildet werden.  
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2 Zielsetzung 

Die Anwendungsmöglichkeiten der Regenerativen Medizin sind vielfältig und tragen 

zu einer kontinuierlichen Erforschung und Entwicklung neuartiger Therapien für die 

Behandlung unterschiedlichster Krankheitsbilder bei. So wird unter anderem das Ziel 

verfolgt, durch Alterung, Erkrankungen oder Traumata nicht mehr voll funktionsfähiges 

oder fehlendes Gewebe sowohl strukturell als auch funktionell wirksam zu ersetzen 

oder die körpereigene Regeneration anzuregen. Mit der Kombination aus Biomateria-

lien und de novo erzeugten, autologen Zellen soll dafür die Grundlage geschaffen wer-

den.  

Die Transplantation autologer Zellen kann zur Regeneration von Geweben beitragen. 

Allerdings sind deren Verfügbarkeit, Anzahl und Integrationsfähigkeit 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 Möglichkeit, sichere und rückstands-

freie hiPSCs herzustellen und dadurch eine nahezu unbegrenzte Quelle autologer Zel-

len zu schaffen, die nach Bedarf in die benötigten Zelltypen differenziert werden kön-

nen.  

Zu diesem Zweck sollten im Rahmen dieser Arbeit in einem ersten Schritt RECs mittels 

einer srRNA, die für die Reprogrammierungsfaktoren Oct4, Klf4, Sox2 und c-Myc ko-

diert, in hiPSCs reprogrammiert werden. Zur Untersuchung der pluripotenten Eigen-

schaften der hiPSCs sollte zunächst 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 zukünftig eine Tierleid-

reduzierende Option zur Verfügung zu stellen. Daher sollte der CAM Assay modifiziert 

und erstmals als Testplattform für 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 für ein in vitro-Modell geschaffen wer-

den, das zukünftig unterschiedliche Anwendungsmöglichkeiten (z.B. Untersuchung 

der Regenerationsfähigkeit von Lebergewebe, Analyse patientenspezifischer geneti-

scher Krankheiten oder Entwicklung personalisierter Medikamente) bieten kann. Dazu 
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wurden die generierten HLCs zunächst auf Hepatozyten-spezifische Marker und ver-

schiedene essenzielle Leberfunktionen untersucht. Anschließend 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 Blutgefäßen auskleiden, erforderlich. In dieser Arbeit sollte daher weiterfüh-

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 anschließend zur Etablierung eines vereinfachten vaskulären in vitro-Modells 

eingesetzt werden. Anhand dieses Modells sollten einerseits die Funktionalität der Zel-

len unter realitätsnahen Bedingungen und andererseits zellspezifische Reaktionen auf 

vaskuläre Implantate gezeigt werden.  



Ergebnisse 

27 
 

3 Ergebnisse  

3.1 Publikation I 

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 

* gleichermaßen 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 gewünschten Zelltypen ist eine vielversprechende 

Strategie für die Regeneration von erkranktem oder geschädigtem Gewebe. Zur Si-

cherstellung der pluripotenten Eigenschaften werden die hergestellten hiPSCs in der 

Regel in immundefiziente Mäuse implantiert und 4 bis 6 Wochen später auf die spon-

tane Entstehung von Teratomen analysiert.  

Im Rahmen dieser Studie wurde auf Basis der CAM von Hühnereiern 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 106 Zellen) auf die CAM appliziert und anschlie-

ßend 9 Tage lang unter definierten Bedingungen inkubiert. Die Applikation von 2 x 106 

Zellen (70 %) und 4 x 106 Zellen (100 %) führte 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 Immunfluoreszenzfärbungen sowie eine Gen-

expressionsanalyse von Keimbahn-spezifischen Markern durchgeführt. Alle Teratome 

wiesen typische Gewebestrukturen der drei Keimbahnen auf und zeigten vaskuläre 

Strukturen. Somit konnte die Tauglichkeit des CAM Assays als alternatives Modell zu 

immundefizienten Mäusen bestätigt werden. Durch die Verwendung von zwei weiteren 

hiPSC-Linien (aus Fibroblasten und Kieferperiostzellen) konnte die uneingeschränkte 

Eignung des Modells sichergestellt werden.  
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Durch diese innovative Methode konnte eine optimale Testplattform für die Bewertung 

der Pluripotenz von hiPSC-Linien etabliert werden. Auch das Tierleiden kann einge-

schränkt und somit die Prinzipien der 3R (Replacement, Reduction, Refinement) um-

gesetzt werden. 
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3.2 Publikation II 

Combination of melt-electrospun poly-·-caprolactone scaffolds and hepato-

cyte-like cells from footprint-free hiPSCs to create 3D biohybrid constructs for 

liver tissue engineering  

Josefin Weber1, Carsten Linti2, Christiane Lörch1, Marbod Weber1, Madelene Andt2, 

Christian Schlensak1, Hans Peter Wendel1, Michael Doser2, Meltem Avci-Adali1 

1 University Hospital Tuebingen, Department of Thoracic and Cardiovascular Surgery, Calwerstraße 

7/1, 72076 Tuebingen, Germany 

2 Biomedical Engineering, German Institutes of Textile and Fiber Research Denkendorf DITF, 

Körschtalstraße 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 Prävalenz von Lebererkrankungen erfordert die Entwicklung wirksamer Be-

handlungen, Modelle und regenerativer Ansätze. Durch das hiPSC-basierte Leber 

Tissue Engineering ist es möglich, neue Plattformen für die patientenspezifische 

Krankheitsmodellierung und therapeutische Ansätze für Lebererkrankungen zu entwi-

ckeln, um geschädigte Organe zu regenerieren, zu reparieren oder zu ersetzen. In 

dieser Studie wurde zunächst 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-Aktivität, Glykogenspeicherung und Indocyaningrün-Stoff-

wechsel. 

Anschließend wurden poröse 3D-Biohybridkonstrukte hergestellt. Diese wurden aus 

biokompatiblem Poly-·-Caprolacton (PCL) mit Hilfe eines Schmelz-Elektrospinn-Ver-

fahrens hergestellt und mit vordifferenzierten Hepatoblasten besiedelt. Die He-

patoblasten lagerten sich gleichmäßig 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 für personalisierte Leberregenerationsstrategien dar. In Kombination mit bi-

okompatiblen 3D-Scaffolds bietet dieser innovative Ansatz ein breiteres Anwendungs-

spektrum, das von der Generierung von Gewebestrukturen über die Arzneimittelprü-

fung bis hin zur Modellierung von Krankheiten reicht. 
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3.3 Publikation III 

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 Nährstoffe und Sauerstoff wichtig, dies kann durch eine funktionierende Vasku-

larisierung sichergestellt werden. Diese wird vor allem durch ECs, welche das Lumen 

von Blutgefäßen auskleiden, gewährleistet. Daher wurden im Rahmen dieser Studie 

unter Verwendung von rückstandsfreien hiPSCs und anschließender Differenzierung, 

funktionelle ECs innerhalb von 6 Tagen generiert. Diese wurden charakterisiert und 

anschließend verwendet um ein blutgefäßähnliches 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.  

Darüber hinaus wurden Stents in das endothelialisierte Lumen des Modells eingesetzt, 

um die Oberflächenendothelialisierung von vaskulären Implantaten zu untersuchen 

und deren Bio- und hämokompatibilität zu verbessern.  

In Zukunft könnten die generierten hiPSC-ECs in Tissue Engineering Konstrukte inte-

griert werden, um deren Funktionalität zu verbessern und sie somit noch realitätsge-

treuer zu gestalten. Außerdem könnte das etablierte blutgefäßähnliche Modell als in 

vitro-Plattform dienen, um die Interaktion des Endothels mit Blutzellkomponenten zu 

analysieren oder um den Einfluss von Gefäßimplantaten und -beschichtungen auf die 

Endothelialisierung zu testen.   
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4 Diskussion 

Ein sehr präsentes Thema im Bereich der Regenerativen Medizin, insbesondere des 

Tissue Engineerings, ist die Generierung von autologen Zellen oder Gewebeersatz-

strukturen, die zur Regeneration geschädigter Gewebe eingesetzt werden können. Pa-

tientenspezifische Ausgangszellen, vor allem hiPSCs, sind hierfür besonders gut ge-

eignet. Neben einer geeigneten und sicheren Reprogrammierungsmethode zur Gene-

rierung rückstandsfreier hiPSCs ist deren Differenzierung und Charakterisierung aber 

auch die Anwendung mit verschiedenen biokompatiblen Trägermaterialien 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 ermöglicht die Herstellung von hiPSCs in einem Zeitraum von 21-30 Tagen 

mit nur einer Transfektion. Die srRNA kodiert für 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 über den Reprogrammierungszeitraum zu gewährleisten 

wird der Typ-I-IFN Inhibitor B18R eingesetzt. 

Die erste Reprogrammierung wurde zunächst mit murinen und später mit humanen 

Fibroblasten durchgeführt [29, 30]. Dabei wurde die Reprogrammierung mit vier Tran-

skriptionsfaktoren (Oct4, Sox2, Klf4 und cMyc) und retroviraler Transduktion herbeige-

führt. Noch immer sind Fibroblasten, welche einfach zu transfizieren sind und sich 

schnell und effizient reprogrammieren lassen [44] eine häufig verwendete Zellart für 

die Generierung von hiPSCs. Zusätzlich zu ihrer Verfügbarkeit können 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 können PBMCs aus Patientenblut isoliert und zur Reprogrammierung ver-

wendet werden [167, 168]. Es konnte gezeigt werden, dass bereits 10 µl Blut ausrei-

chend sind, um genügend PBMCs zur Reprogrammierung zu isolieren [169]. Aller-

dings ist die Transfektionseffizienz für Suspensionszellen verglichen mit adhärenten 

Zellarten geringer [170]. 
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Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten RECs stellen eine nicht-invasive, kosten-

günstige Methode zur Isolation somatischer Zellen für die Generierung von hiPSCs dar 

[171]. Jeden Tag werden zwischen 2000 bis 7000 Zellen über den Urin physiologischer 

Weise ausgeschieden [172]. Dieser Vorgang dient der Selbsterneuerung des Epithel-

gewebes im Urinaltrakt. Im Urin sind drei Arten von Epithelzellen (Nieren-, Übergangs- 

und Plattenepithelzellen) vorhanden [173]. Übergangszellen werden physiologisch 

eher selten ausgeschieden. Sie kommen vorwiegend nach einer Katheterisierung der 

Harnröhre oder des Harnleiters vor [173]. Plattenepithelzellen, die die Harnröhre und 

Vagina auskleiden, sind vermehrt in weiblichem Urin nachweisbar, adhärieren aller-

dings nach der Inkulturnahme nicht und werden aus dem Überstand entfernt. Folglich 

sind RECs den Nierenepithelzellen zuzuweisen, die das Nephron auskleiden [173]. 

Liegt eine erhöhte 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] 

ermöglichte die Herstellung von spenderspezifischen hiPSCs unter Verwendung von 

100-200 ml Urin. Nach einer Kulturdauer von nur 14 Tagen liegen die isolierten RECs 

gewöhnlich in ausreichender Anzahl für die Reprogrammierung vor. Um die Isolie-

rungseffizeinz der RECs zu steigern, können größere 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 ermöglicht die effiziente Generierung einer nahezu unbegrenzten An-

zahl von patientenspezifischen hiPSCs, die ohne genomische Integration in unter-

schiedliche gewünschte Zelltypen differenziert werden können. Vor allem für einen 

möglichen 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 Auflösung der Kernhülle während der 

Mitose abhängig. Die Transfektionseffizienz von Plasmiden und/oder viralen Vektoren 

in postmitotischen oder wachstumsgestörten Zellen ist folglich gering, wohingegen die 

in dieser Arbeit verwendete srRNA sowohl für die Transfektion mitotischer Zellen als 

auch sich langsam oder gar nicht teilender Zellen geeignet ist [175, 176]. Außerdem 
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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 natürliche Weise durch physiologische Stoffwechselvorgänge 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 großen Aufwand bei der Auf-

reinigung der Proteine mit sich [179]. Zusätzlich 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, täglich 

über den gesamten Zeitraum der Reprogrammierung wiederholt werden [48, 51]. Dies 

ist mit zellulärem Stress, sowie einem hohen Arbeitsaufwand verbunden und kann 

durch die Verwendung von synthetischer srRNA umgangen werden. Die srRNA enthält 

dabei alle erforderlichen Reprogrammierungsfaktoren und die Sequenz der nsP1-4, 

die wie beim VEE-Virus für den Selbstreplikationskomplex der RNA kodieren [54], in 

einem Molekül [44, 53, 57]. Die Ergänzung der srRNA um die eGFP-Sequenz ermög-

licht die mikroskopische Überwachung der Translation. Dadurch können 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 unterdrückt, 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 ausgelöst [48], 

was die Zugabe des IFN-Inhibitor B18R [183] erfordert um eine effiziente Reprogram-

mierung sicherstellen zu können. B18R ist dafür bekannt, die Lebensfähigkeit von Zel-

len und die Effizienz der mRNA-Transfektion zu erhöhen [184]. Es ist in der Lage, 

RNA-Replikone zu erhalten und die Lebensfähigkeit von Zellen nach Transfektion mit 

synthetischer mRNA zu erhöhen. 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 einschränken kann [44, 53, 57, 186, 187].  

4.2 In vitro Charakterisierung der hiPSCs aus RECs 

Bevor eine neue hiPSC-Linie für Experimente oder klinische Anwendungen verwendet 

werden kann, ist eine umfassende Charakterisierung erforderlich. Dazu gehören 

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 gewährleisten und mögliche Sicherheits-

probleme bei stammzellbasierten Therapien bereits in einem frühen Stadium der Ent-

wicklung auszuschließen. Um die Pluripotenz zu bestätigen, gibt es unterschiedliche 

Methoden. Dazu gehören 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 anschließender spezifischer Antikörper-

färbung und/oder Quantifizierung mittels Durchflusszytometrie [65]. Die Durchführung 

einer Karyotypisierung ist eine Möglichkeit die hiPSCs weiterführend auf chromoso-

maler Ebene zu analysieren [65]. Zudem kann die Abwesenheit der srRNA auf Nukle-

insäure-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 Überexpression mit einem erhöhten Tumorrisiko und der Entstehung von 

Krebs einhergehen kann [189-192].  

4.3 Der modifizierte CAM Assay als alternative Methode zu immun-

defizienten Mäusen 

Neben den bereits genannten in vitro-Methoden zum Nachweis der Pluripotenz, gilt 

die spontane in vivo-Teratombildung in immundeffizienten Mäusen noch immer als 

Goldstandard [193]. Teratome sind benigne d.h. gutartige Tumore mit pluripotenten 

Eigenschaften. Das bedeutet, sie können Zellen aus allen drei Keimbahnen enthalten. 
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Standardmäßig werden die zu analysierenden hiPSCs in 15 bis 20 Tiere im Alter von 

6 bis 10 Wochen [20, 193] subkutan [194] oder intramuskulär [195] injiziert. Die Mäuse 

werden dann für einen Zeitraum von etwa 4 bis 6 Wochen gehalten, um das Teratom-

wachstum zu ermöglichen. Nach diesem Zeitraum haben sich in der Regel deutlich 

sicht- und tastbare Teratome gebildet [196]. Die Bildung des Teratoms führt häufig 

durch Größe und Gewicht zu einer eingeschränkten Beweglichkeit oder zu einer ein-

geschränkten Futter- und Wasseraufnahme der Tiere durch Schmerzen und Ängste 

[193]. 

Um ein alternatives in vivo-Modell für die Bewertung der Pluripotenz von hiPSCs zu 

etablieren, welches das 3R-Prinzip (>Reduction, Replacement, Refinement<) berück-

sichtigt und das Leiden von Versuchstieren verringert, wurde in dieser Arbeit die An-

wendbarkeit eines modifizierten CAM Assays getestet. Die CAM wird ungefähr am 

dritten Tag der Entwicklung des Hühnerembryos gebildet und besteht aus einem Zu-

sammenschluss von Allantois und Chorion [197, 198]. Die stark vaskularisierte Memb-

ran stellt optimale Wachstumsbedingungen für 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 Hühnereier an Tag 3 nach Start 

der Inkubation freipräpariert und das Ei nach Applikation der hiPSCs an Tag 7 wieder 

verschlossen und weiter bebrütet. Anschließend 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-

tengünstiger. Zudem ist die CAM nicht innerviert. Dadurch entstehen keine Beeinträch-

tigungen für den Hühnerembryo [197] und das 3R-Prinzip kann umgesetzt werden 

[200], was einen ethischen Vorteil im Vergleich zu Mausmodellen darstellt. Außerdem 

ist die CAM natürlicherweise immundefizient, wodurch die Applikation xenogener Zel-

len möglich ist, ohne dass eine Abstoßungsreaktion auftritt. Die CAM ermöglicht das 

Wachstum von Xenotransplantaten und unterstützt das Wachstum des Teratoms effi-

zient.  

Entscheidend für die Bildung von Teratomen ist neben der Inkubationszeit auch die 

applizierte Zellzahl. Es konnte gezeigt werden, dass 1 x 106 PSCs pro Injektion zur 
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erfolgreichen Teratombildung im Nagermodell führen [193]. Wachstums- und Differen-

zierungsrate können abhängig von der verwendeten Zelllinie variieren, was eine An-

passung der Zellzahl erfordern kann [193]. Im hier etablierten CAM Modell führte die 

Erhöhung der hiPSC Anzahl von 0,5 x 106 auf 2 x 106 hiPSCs zu einer höheren 

Teratombildungseffizienz (von 30 % auf 70 %). Eine weitere Erhöhung der Zellzahl auf 

4 x 106 führte zu 100 % Teratombildungseffizienz. Allerdings konnten bereits bei einer 

Zellzahl von 2 x 106 applizierten hiPSCs Teratome explantiert werden, die Gewe-

bestrukturen aller drei Keimbahnen aufwiesen, was mittels H&E Färbung, spezifischer 

Antikörperfärbung (Immunhistochemie und Immuncytochmie) sowie qRT-PCR gezeigt 

wurde. 

Obwohl die etablierte Methode auf Grundlage des CAM Assays einige Vorteile gegen-

über dem Mausmodell bietet, weist sie auch einige Einschränkungen auf. Die CAM 

wird am dritten Tag der Bebrütung gebildet und ist erst ab Tag 7 für Zellapplikationen 

ausreichend vaskularisiert. Da die Küken 21 Tage nach Beginn der Inkubation schlüp-

fen muss die Inkubationsdauer auf maximal 12 weitere Tage beschränkt sein. Im Ge-

gensatz dazu beträgt die gängige Inkubationszeit beim Mausmodell 4 bis 6 Wochen 

[193]. Durch die größere Zeitspanne können Größe 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 Mäusen. Dennoch konnten unter Verwendung des CAM Assays Gewe-

bearten der drei Keimbahnen nachgewiesen werden, wodurch der CAM Assay zur in 

vivo-Analyse und Bestätigung 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.   

Für den klinischen Einsatz müssen hiPSCs zwingend vollständig in einen ausgereiften 

Zelltyp differenziert sein, um die Bildung von Teratomen in vivo auszuschließen. 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 Prüfung 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 Mäuse führten [202-204]. Für eine klinische Studie der Phase 1 

mit hiPSC-abgeleiteten MSCs [205] wurden dazu entsprechende Freigabetests etab-

liert, um die Qualität und Sicherheit der hergestellten Zellen sicherzustellen. Die Ar-

beitsgruppe führte zu diesem Zweck zunächst einen PCR-Assay mit Primern, die spe-

zifisch für den Reprogrammierungsvektor für die Erzeugung der hiPSC-Linie durch, 

um zu überprüfen, dass die Reprogrammierungsplasmide nicht in die reprogrammier-

ten Zellen integriert wurden. Anschließend wurde mit Hilfe eines TaqMan-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 Tumorigenitätstest mit einer Soft-

Agar-Koloniebildung in vitro durchgeführt. Ein in vivo-Modell wie der CAM Assay wird 

allerdings bisher noch nicht für solche Sicherheitstests durchgeführt.  

4.4 Differenzierung und Anwendung von hiPSCs-abgeleiteten He-

patozyten 

Nach der erfolgreichen Herstellung von sicheren und rückstandsfreien hiPSCs wurden 

diese zu HLCs differenziert und in einem PCL-Modell angewendet. Lebererkrankun-

gen sind weltweit für etwa zwei Millionen Todesfälle pro Jahr verantwortlich, von denen 

eine Million auf Komplikationen der Leberzirrhose und eine Millionen auf virale Hepa-

titis und hepatozelluläres Karzinom zurückzuführen sind [206]. Daher ist die Entwick-

lung neuer Strategien zur Regeneration der Leber, zur medikamentösen Behandlung 

und zur Modellierung von Krankheiten von großer Relevanz. 

In dieser Arbeit wurden zwei komplementäre Komponenten des Tissue Engineerings 

kombiniert. In einem ersten Schritt wurde eine Methode zur Differenzierung von pati-

entenspezifischen hiPSCs in HLCs etabliert, die dann weiterführend auf biokompatible, 

schmelzelektrogesponnene 3D-PCL-Scaffolds übertragen wurden, um die Grundlage 

für 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)-Aktivität auf. Insbeson-
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dere die CYP-Enzymaktivität 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 primäre Hepatozyten während der in vitro-Kul-

tivierung schnell ihre leberspezifischen Funktionen, einschließlich der CYP-Induzier-

barkeit und der Produktion von Plasmaproteinen wie Albumin, verlieren [208]. Auch 

weisen die meisten Zelllinien, z.B. HepG2 [209], nur eingeschränkt die natürlichen 

funktionellen Eigenschaften von Hepatozyten auf [210]. Darüber hinaus sind Krebs-

zelllinien bis zu einem gewissen Grad unreif und zeigen aufgrund ihres tumorigenen 

Ursprungs ein verändertes apoptotisches Verhalten, was sie potenziell resistent ge-

genüber toxikologischen Einflüssen und daher für etwaige Wirkstoff-Test-Systeme un-

geeignet macht. 

Die etablierte Differenzierungsstrategie beinhaltet zusätzlich eine selektive Eliminie-

rung undifferenzierter hiPSCs durch eine einstündige 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-ähnliche 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 

Übertragung und Modifikation dieser einfachen, kostengünstigen und sicheren Elimi-

nierungsmethode bereits zu Beginn des Differenzierungsprozesses eine reine En-

doderm-Population erzielt werden, wodurch die Effizienz der weiteren Differenzierung 

und Ausreifung gefördert werden konnte. Auch für eine spätere, mögliche klinische 

Anwendung sind undifferenzierte verbleibende Stammzellen aufgrund des Tumorrisi-

kos in jedem Fall auszuschließen [211].  

Studien haben gezeigt, dass in 3D-Modellen kultivierte Zellen die leberspezifischen 

Funktionen im Vergleich zu 2D-Kulturen verbessern können, da die 3D-Modelle in 

vivo-ähnliche Bedingungen imitieren [212]. Insbesondere hepatische 3D-Modelle sind 

ein wertvolles in vitro-Instrument für unterschiedlichste Anwendungen, wie z.B. die Un-

tersuchung der Organogenese, der Lebermorphologie und des Stoffwechsels, aber 

auch für 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 Ansätze verfolgt. 

Vor allem dezellularisierte Leber-Scaffolds wurden und werden aufgrund ihrer Fähig-

keit, die in vivo-Mikroumgebung naturgetreu nachzubilden häufig im Bereich des Leber 

Tissue Engineerings verwendet [213]. Allerdings beinhaltet die Methode der Dezellu-

larisierung enzymatische, chemische oder physikalische Prozesse, um die ursprüngli-

chen Leberzellen zu entfernen und ein wenig immunogenes Scaffold zu schaffen [213]. 

Darüber hinaus mangelt es dezellularisierten Scaffolds häufig an einem noch intakten 

vaskulären 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 kön-

nen synthetische Scaffolds dazu beitragen, diesen Herausforderungen entgegen zu 

wirken. Zu diesem Zweck werden häufig gedruckte 3D-Hydrogele [216] oder poröse, 

faserbasierte 3D-Scaffolds eingesetzt [106]. Porosität, 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-

rüste sollten das Anheften von Zellen erleichtern, die Versorgung mit Nährstoffen zur 

Aufrechterhaltung der Lebensfähigkeit der Zellen ermöglichen 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 für ein vereinfachtes Lebergewebe zu schaffen. Dazu wurden die aus Fasern 

bestehenden, porösen 3D-PCL-Scaffolds mittels Schmelzelektrospinnen hergestellt. 

In einer Studie konnte gezeigt werden, dass solche Strukturen vollständig von Zellen 

durchdrungen werden können, was zur Bildung einer ECM innerhalb des Gerüsts führt 

[217]. Dies hat sich vor allem für die Kommunikation zwischen den Zellen als vorteilhaft 

erwiesen [218]. Außerdem konnte gezeigt werden, dass Endothelzellen nach einer po-

tentiellen Transplantation in porösen PCL-Strukturen einwandern können, um eine Va-

skularisierung zu gewährleisten [123, 219] und die Lebensfähigkeit der Zellen in den 

3D-PCL-Scaffolds verbessern. Mehrere Studien konnten außerdem zeigen, dass die 

Verwendung poröser, durch Elektrospinnen hergestellter Scaffolds im Bereich des Le-



Diskussion 

41 
 

ber Tissue Engineerings gewinnbringend ist, insbesondere im Hinblick auf die Zell-

funktionalität, die durch Albuminsekretion, Harnstoffsynthese und enzymatische Akti-

vität nachgewiesen wurde [220-222]. Interessanterweise wurde festgestellt, dass 

elektrogesponnene PCL-Konstrukte teilweise ähnliche Reaktionen wie das ursprüng-

liche Lebergewebe zeigen [223]. Insbesondere die Wachstumsrate von Hepatozyten 

zeigte auf PCL-Scaffolds vergleichbare Werte wie Hepatozyten, die auf natürlichen 

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

Auch die in dieser Arbeit präsentierten Ergebnisse zeigten, dass die ausgesäten Zellen 

(Hepatoblasten) gleichmäßig an die PCL-Fasern anhefteten und zu funktionalen HLCs 

heranreiften. Eine lebend/tot-Zellanalyse konnte ebenso zeigen, dass die Nährstoffzu-

fuhr der Zellen bis in den Kern der Scaffolds gewährleistet werden konnte. Die erfolg-

reich ausgereiften HLCs wiesen zudem Hepatozyten-spezifische Marker und Funktio-

nen auf und bildeten somit eine stark vereinfachtes dreidimensionales Leber-ähnliches 

Gewebe. Diese Beobachtungen decken sich mit den Erkenntnissen von Studien, die 

gezeigt haben, dass bei der Bildung und dem Selbstaufbau künstlicher Gewebestruk-

turen ähnliche 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 für Langzeitimplantate oder für künstliche 

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 kürzere Degradationszeit im Vergleich zu einem 

PCL-Block, was auf ein höheres Verhältnis von Oberfläche zu Volumen und eine ge-

ringere Kristallinität durch den Elektrospinnprozess zurückzuführen 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 für eine in vitro-Kultivierungsdauer von 14 Tagen verwendet. In 

diesem Zeitraum wurde keine Degradation beobachtet. Allerdings müssen Langzeit-

experimente durchgeführt werden, um die Degradationszeit der Scaffolds unter den 

beschriebenen Bedingungen zu analysieren.  
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Trotz des außergewöhnlichen Selbstorganisationsverhaltens von Hepatozyten in 3D-

Umgebungen bleibt es eine Herausforderung, die Komplexität der Leberarchitektur in 

vivo zu reproduzieren, z.B. Leberläppchen in Mikrogeweben [229] aber auch die Vas-

kularisierung. Darüber hinaus können 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-

verhältnis für die Co-Kultivierung leberspezifischer Zelltypen in einem Modell auszu-

wählen [230]. Diese Herausforderungen sowie die Stabilität und Lebensfähigkeit der 

HLCs in den Scaffolds müssen über einen längeren Zeitraum detailliert untersucht und 

durch eine vereinfachte Vaskularisierung ergänzt werden. 

4.5 Differenzierung und Anwendung von hiPSC-abgeleiteten En-

dothelzellen  

Eine unzureichende Vaskularisierung während der Gewebereparatur ist häufig mit 

schlechten klinischen Ergebnissen verbunden [231]. Dies ist vor allem bei Verletzun-

gen kritisch, bei denen die Größe des Defekts die Vaskularität einschränkt, oder auch 

bei Defekten, die unter besonderen Bedingungen behandelt werden müssen, wie z. B. 

mit einer Strahlentherapie, die die Vaskularisierung behindert [232]. Tatsächlich ist 

eine schlechte Vaskularisierung eines der größten Hindernisse für 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 führen. Darüber hinaus beeinträchtigt eine schlechte 

Vaskularisierung die Lebensfähigkeit von tiefer im Scaffold/Transplantatmaterial lie-

genden Zellen, aufgrund von Hypoxie und unzureichender Nährstoffversorgung [233]. 

Um biomimetische Gewebekonstrukte herzustellen, welche die natürliche Gewebeum-

gebung annähernd nachbilden und ggf. auch implantiert werden können, müssen Stra-

tegien zur Vaskularisierung entwickelt werden. Ins Besondere das Verständnis einer 

funktionierenden Endothelialisierung ist entscheidend und kann durch realitätsnahe in 

vitro-Modelle unterstützt werden.  

Vor allem ECs sind an der Vaskulogenese beteiligt und tragen somit entscheidend zur 

Ausbildung eines Gefäßsystems bei [234]. Durch sie wird der Blutfluss ermöglicht und 

somit die Versorgung aller Körperteile mit Nährstoffen und Sauerstoff gewährleistet. 

Aus diesem Grund wurde im weiteren Verlauf dieser Forschungsarbeit eine Methode 

zur Generierung autologer ECs aus hiPSCs etabliert, um mit diesen anschließend ein 
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blutgefäßähnliches Modell herzustellen. Dieses Modell kann für 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 vaskuläre Implantate in Kontakt mit ECs zu testen.  

Um autologe humane ECs zu gewinnen, ist häufig eine Gefäßbiopsie erforderlich, ein 

invasives Verfahren, bei dem nur eine begrenzte Anzahl von ECs gewonnen werden 

kann. HUVECs sind der am häufigsten verwendete Zelltyp für 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 für 

die Erzeugung spenderspezifischer Zellen darstellen [236]. Auch die in dieser Studie 

verwendeten hiPSCs wurden aus RECs reprogrammiert. Um die anschließende 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 erhöhen kann 

[237], was zu einer verstärkten Expression des vaskulären endothelialen Wachstums-

faktorrezeptors (VEGFR)-2 führt [238]. VEGF-A ist ein Protein, das an der Vaskuloge-

nese und der Angiogenese beteiligt ist. Dieses wird während 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 blutgefäßähnliches PDMS-Kanal-Modell entwickelt. Für die Her-

stellung solcher in vitro-Gefäßmodellen wurden bis dato verschiedenste Strategien 

entwickelt, darunter elektrogesponnene Konstrukte [239], 3D-gedruckte Polymere 

[240] oder auch dezellularisierte Gerüste [241] und hydrogelbasierte Ansätze [242]. 

Das in dieser Studie eingesetzte Polymer, auf Siliciumbasis, PDMS hat für biomedizi-

nische Anwendungen einige relevante Eigenschaften, wie z.B. chemische Stabilität, 

Gasdurchlässigkeit, gute mechanische Eigenschaften, Biokompatibilität, optische 

Transparenz und einfache Herstellung durch z.B. Abformung [243, 244]. Zur Generie-

rung von blutgefäßähnlichen Strukturen für Endothelialisierungsexperimente ist PDMS 

daher besonders geeignet. Vor allem die transparenten Eigenschaften ermöglichen 

das Mikroskopieren ohne Zerstörung des Materials und erlauben die Visualisierung 
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der Endothelialisierung unter statischen und Fließbedingungen, sowie die Echtzeitde-

tektion der Adhäsion von Blutzellen. Das etablierte EC-PDMS-Modell stellt somit eine 

kontrollierte und leicht anpassbare in vitro-Testplatform für Endothelialisierungsexpe-

rimente aber auch für die Untersuchung von vaskulären Implantaten dar.  

Eine wesentliche Funktion des Gefäßendothels besteht darin, auf Verletzungen und 

Entzündungen zu reagieren und Immunzellen zu stimulieren. Das etwaige Einsetzen 

von Implantaten in Blutgefäße führt häufig zu einer Verletzung des Endothels, begleitet 

von einer Entzündungsreaktion und der Aktivierung von Gerinnung und Blutplättchen 

sowie einer SMC-Hyperplasie [245, 246], was schließlich zum Versagen des Implan-

tats [247] oder einer erneuten Stenose im Bereich der Stentimplantation führen kann. 

Obwohl medikamentenfreisetzende Stents (DES) die Proliferation von SMCs hemmen 

und somit das Risiko einer Restenose reduzieren können, ist dies mit einer verzöger-

ten Heilung verbunden. Eine fehlende Interaktion des Endothels mit dem Implantatma-

terial birgt zusätzlich das Risiko einer künstlichen Oberflächenerkennung und einer 

späten Stentthrombose [248]. Daher werden das Stentdesign und -material sowie die 

Interaktion mit dem Gefäßendothel ständig weiter erforscht [249, 250]. Neben der Ent-

wicklung neuer Materialien und Beschichtungen spielt auch deren präklinische Prüfung 

eine wichtige Rolle. Bislang wurden zur Prüfung von Gefäßimplantaten häufig Compu-

tersimulationen [251] oder idealisierte Gefäßmodelle ohne Zellen verwendet [252]. 

Darüber hinaus wurden Stents ausschließlich mit ECs ohne eine umgebende, gefäß-

ähnliche Struktur besiedelt [253], was die in vivo-Bedingungen nicht adäquat nach-

ahmt. Daher werden die Gefäßimplantate 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 Prüfkörper nur begrenzt auf den menschlichen Körper übertragbar.  

Mit dem etablierten PDMS-Modell könnten Tierversuche reduziert oder vermieden 

werden. Auch die Verwendung humaner Zellen ermöglicht eine bessere Vergleichbar-

keit mit dem menschlichen in vivo-System. Zudem könnten auch die Entstehung von 

Krankheiten, die die Blutgefäße betreffen, und der Einfluss von Wachstumsfaktoren 

oder Therapeutika auf die Krankheitsentwicklung zukünftig mit dem beschriebenen 

Modell analysiert werden [257]. Darüber hinaus bietet das Modell eine gute Grundlage 



Diskussion 

45 
 

für das Verständnis eines funktionierenden Endothels und könnte 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 realitätsgetreuer.  

  



Ausblick 

46 
 

5 Ausblick 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte durch eine Modifikation des CAM Assays eine alter-

native Strategie zur Teratombildung in Nagetieren für 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-

gefäßähnliches Modell. 

Beide beschriebenen humanen in vitro-Modelle oder eine Kombination dieser könnten 

künftig im Bereich präklinischer Analysen Anwendung finden und dadurch zu einer 

Verbesserung der klinischen Umsetzung neuer Behandlungsstrategien beitragen. Für 

die Weiterentwicklung der Modelle und einen möglichen 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 erhöhten Tumorentwick-

lung in Zusammenhang stehen kann. Der abgewandelte CAM Assay kann somit zu-

künftig eine kostengünstige 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 Oberflächenmoleküle mittels Magnet-

(MACS)-gestützten Systeme durchgeführt werden. Aber auch der CAM Assay könnte 

zur Analyse der Zellreinheit-und sicherheit wieder Einsatz finden. Die reine Zellpopu-

lation kann anschließend weiter differenziert oder expandiert werden. Zudem kann 

durch chemische Inhibitoren oder die selektive Abtötung von verbliebenen hiPSCs be-

reits während 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 venöse ECs kann durchgeführt wer-

den, um die Funktionalität der Zellen optimal auf den jeweiligen Verwendungszweck 

abzustimmen. 
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Darüber hinaus stellen hiPSC-basierte realitätsnahe Modelle eine wichtige Kompo-

nente im Bereich der Regenerativen Medizin dar. Insbesondere die Leber erfüllt viel-

fältige Funktionen im Körper, die für Gesundheit und Langlebigkeit unerlässlich sind. 

Sie sorgt beispielsweise für die Entgiftung von Arzneimitteln, reguliert das Blutvolu-

men, unterstützt das Immunsystem und steuert über endokrine Signale verschiedene 

Stoffwechselvorgänge. Erkrankungen der Leber, die unbehandelt bleiben oder nicht 

behandelt werden können z.B. auf Grund von Mangel an Spenderorganen, gehen 

meist mit einer hohen Mortalität einher. Daher sind Modelle erforderlich, um Krank-

heitsmechanismen besser verstehen zu können, oder um wirksame Behandlungen zu 

entwickeln. Vor allem biohybride künstliche Lebersysteme als künstliche extrakorpo-

rale Hilfsmittel für Patienten mit Leberversagen gilt es zu entwickeln. In Zukunft sollen 

3D in vitro-Modelle im Bereich der Krankheitsmodellierung sowie der Arzneimittelprü-

fung und -entwicklung eingesetzt werden. Allerdings stellt die Nachbildung der Kom-

plexität der Leberarchitektur (z.B. die Mikrogefäße oder Leberläppchen) nach wie vor 

eine sehr große Herausforderung dar. Die Integration mehrerer leberspezifischer Zell-

typen innerhalb eines Systems kann die Funktionalität aufgrund ihrer physiologischen 

Interaktion weiter verbessern, allerdings ist es schwierig, alle Zellarten ausreichend zu 

versorgen und somit das Verhältnis der Zellen in der Co-Kultur langfristig aufrecht zu 

erhalten.  

Zur optimalen Funktionalität von Gewebekonstrukten trägt eine Vaskularisierung ent-

scheiden bei, ist aber noch immer eines der größten Hindernisse für die klinische An-

wendung von Tissue Engineering-Methoden. Eine unzureichende Vaskularisierung 

des Konstrukts beeinträchtigt die Lebensfähigkeit von Zellen. Bei einer möglichen kli-

nischen Anwendung kann eine schlechte Vaskularisierung zu einer mangelnden In-

tegration und damit zum Versagen des Transplantats führen. Um biomimetische Ge-

webekonstrukte herzustellen, welche die natürliche Gewebeumgebung annähernd 

nachbildet bzw. sich potentiell in die in vivo-Bedingungen integrieren lässt, müssen 

daher Strategien zur Vaskularisierung entwickelt werden. Vor allem hiPSC-basierte, 

patientenspezifische Ansätze mit autologen Zellen könnten zukünftig zur Entwicklung 

personalisierter Therapien beitragen.  

Ein funktionierendes Endothel stellt die Grundlage eines intakten vaskulären Systems 

dar. Erkrankungen dieses Systems können unbehandelt zum Tod führen. Vor allem 

verschlossene oder verengte Blutgefäße müssen umgehend mit Gefäßimplantaten 
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(wie z.B. Stents) behandelt werden. Bei dem sogenannten Stenting-Verfahren kommt 

es jedoch häufig zu einer umfassenden Verletzung des Gefäßendothels, was zu Kom-

plikationen (Thrombogenität, Entzündung und SMC-Hyperplasie etc.) führen kann. Zu-

dem können sich auch bereits behandelte Blutgefäße wieder verschließen. 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 

benötigt, um innovative Stentmaterialien und -beschichtungen zu testen und präklini-

sche Teststrategien zu entwickeln, um die Bio- und Hämokompatibilität der derzeitigen 

Stents kontinuierlich zu verbessern. Im Rahmen solcher Modelle könnten auch die 

Entwicklung von Krankheiten, die die Blutgefäße 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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