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HRP  horseradish peroxidase, Meerrettichperoxidase 

HRST  Herzrhythmusstörungen 

ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 

ICD-10 Internationale, statistische Klassifikation der Krankheiten und verwandter 
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PCR  polymerase chain reaction, Polymerase Kettenreaktion 

PECAM1 platelet and endothelial cell adhesion molecule 1 
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qPCR  quantitative PCR 

RLT  RNeasy Lysis Buffer 
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1 EINLEITUNG 

1.1 Klinische Relevanz struktureller Herzerkrankungen 

 

Die Versorgung von Patientinnen und Patienten mit einer strukturellen Herzerkrankung 

wird dank neuer Untersuchungs- und Behandlungsmethoden stetig verbessert. 

Trotzdem sterben immer noch die meisten Menschen an den Folgen einer 

kardiovaskulären Erkrankung wie Herzinfarkt, Herzinsuffizienz, oder ischämisch-

cerebraler Insult. Zu den häufigsten Todesursachen gehören chronisch ischämische 

Herzkrankheit, akuter Myokardinfarkt sowie akute und chronische Herzinsuffizienz (HI) 

(Tabelle 1). 2019 betrug die vollstationäre Hospitalisationsrate für Herzerkrankungen 

wie koronare Herzkrankheit (KHK), kardialer Insult, HI, Herzklappenerkrankungen und 

Herzrhythmusstörungen (HRST) 8,8 %1. Die KHK ist als Hospitalisationsgrund seit 

Jahren rückläufig. Verglichen mit 2016 gab es 2019 3,8 % weniger vollstationäre Fälle 

mit der Diagnose KHK. Schwerere Verläufe, die zur Hospitalisation führen, können 

durch stetig verbesserte primäre sowie sekundäre Präventionsmaßnahmen und 

verbesserte Therapie- und Interventionsmöglichkeiten verhindert werden. Die 

Inzidenzen der Herzklappenerkrankungen, der HI und der HRST haben seit 2016 

jedoch insgesamt um mehr als 5 % zugenommen1, 2. 

Auflistung der absoluten Sterbefälle der häufigsten 10 Todesursachen mit Anteil an der 
Gesamtsterberate in Prozent. ICD-10= International Statistical Classification of Diseases and 
Related Health Problems (Internationale statistische Klassifikation der Krankheiten und 
verwandter Gesundheitsprobleme) 
 

In den Leitlinien wird die HI als Zustand unzureichender Herzleistung, um den Körper 

in Ruhe- oder Belastungssituationen mit oxygeniertem, nährstoffreichen Blut zu 

versorgen, definiert. Klinisch äußert sich diese Funktionsstörung durch Dyspnoe, 

Leistungsminderung und Flüssigkeitsretention. Pathophysiologisch steht bei der 

Tabelle 1: Todesursachenstatistik in Deutschland (2019) 
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chronischen HI die myokardiale Schädigung durch dauerhafte Druck- oder Volumen-

belastung im Vordergrund. In den meisten Fällen sind Vorerkrankungen wie KHK oder 

arterielle Hypertonie ursächlich. Ebenso führt plötzlicher Gewebsuntergang zu einer 

Einschränkung der Myokardfunktionalität3. Herzklappenerkrankungen, HRST und 

nicht ischämische Kardiomyopathien, aber auch Alkoholmissbrauch oder bestimmte 

Arzneimittel können ebenfalls eine Schädigung des Myokards und somit eine HI 

auslösen3-5. In Tabelle 2 werden die Risikofaktoren für HI zusammengefasst. Die 

Herzleistung kann bei fortschreitender myokardialer Funktionseinschränkung nicht 

mehr suffizient aufrechterhalten werden, weshalb Kompensationsmechanismen, wie 

die Erhöhung der Herzfrequenz, aktiviert werden. Kurzzeitig kann somit eine 

Besserung erzielt werden, langfristig resultiert es aber in der Manifestation der HI durch 

progrediente Schädigung des Myokards (kardiales Remodeling)3. Die pharma-

kologischen Therapieansätze greifen in die Regulationsmechanismen ein und 

versuchen somit dieser Schädigung vorzubeugen oder sie abzumildern (reverses 

Remodeling). Die Behandlung der Komorbiditäten, wie arterielle Hypertonie oder 

Diabetes mellitus, spielen ebenfalls eine wichtige Rolle in der Therapie6, 7. 
 

Tabelle 2: Zusammenfassung der Risikofaktoren für Herzinsuffizienz  

Risikofaktoren für Herzinsuffizienz 

- Vorerkrankungen: arterielle Hypertonie, KHK, Diabetes mellitus 

- Lebensstil: Nikotinabusus, Alkoholabusus, Adipositas 

- Familiäre Disposition 

- Sekundär: Arzneimittel (z.B. Amiodaron), Therapien von Tumorerkrankungen (z.B. 

Chemotherapie mit Antrazyklinen) 

Die Zusammenfassung ist angelehnt an die Auflistung der Risikofaktoren in der 

Herzinsuffizienz Leitlinie der European Society of Cardiology von 20213 
 

 

Die Hospitalisations- und Rehospitalisationsraten aufgrund von dekompensierter HI 

sind trotz aller Therapieansätze sehr hoch und werden mit einem erhöhten 

Mortalitätsrisiko assoziiert8. Außerdem wird die Schwere der Erkrankung, welche 

klinisch durch die NYHA-Klassifikation (New York Heart Association) eingestuft wird, 

ebenfalls mit der Mortalitätsrate in Verbindung gesetzt9. Die HI gehört zu den 

häufigsten Todesursachen in Deutschland (Tabelle 110): die zweithäufigste 

Todesursache bei Frauen und die vierthäufigste bei Männern3. 

Aus dem oben genannten Kontext ergibt sich die Notwendigkeit für Grundlagen-

forschung und für klinische Forschung an humanem Herzgewebe zur Erweiterung des 

Verständnisses der Physiologie und Pathologie des Myokards. Zusätzlich wird 
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dadurch eine Möglichkeit geschaffen bestehende Therapieoptionen sowie ambulante 

und stationäre Versorgungstechniken zu optimieren und neue Therapieoptionen zu 

entwickeln. 

1.2 Kardiale Histologie und Physiologie aus Kardiomyozyten-basierter 

Grundlagenforschung 

Erste Versuche an Kardiomyozyten (englisch: cardiomyocytes, CM) wurden mit 

kultivierten Hühnerembryozellen und isolierten, embryonalen Zellen von Mäusen, 

Hamstern und Ratten durchgeführt11-17. Die Isolation adulter CM war komplizierter, da 

die Zellen starke interzelluläre Verbindungen (Disci intercalares) aufwiesen und bei 

dem Versuch der Isolation beschädigt wurden18. Erst 1960 wurde eine Methode 

entwickelt um adulte, ventrikuläre CM aus Rattenmyokard zu isolieren16. Diese 

isolierten, adulten CM waren jedoch zu fragil und konnten nicht ausreichend lange 

kultiviert werden, um ihr Expressionsverhalten oder kardiale Pathologien zu 

erforschen19. 1986 beschrieben Jacobson und Piper zwei grundlegende Methoden zur 

Kultivierung adulter CM aus Säugetiermyokard20. Ihnen war es gelungen adulte CM 

bis zu zwei Wochen lang zu kultivieren20. Jedoch gab es bei beiden Methoden 

Schwierigkeiten die CM in ihrer ursprünglichen Form und Struktur zu erhalten20. 

Versuche der Kultivierung von humanen, adulten CM aus Myokardbiopsien, welche 

beispielsweise bei Herzoperationen oder durch transkutane Biopsien gewonnen 

wurden, waren ebenfalls nicht effektiv genug, um umfangreiche Langzeitexperimente 

mit den Zellen durchzuführen18, 21, 22. 

Die Generierung von CM konnte mithilfe von pluripotenten, embryonalen 

Stammzellen (englisch: embryonic stem cells, ESC) erreicht werden. Sie besitzen eine 

hohe Proliferationsfähigkeit und können sich in verschiedene Gewebe differenzieren23. 

Die Differenzierung von aus tierischen ESC generierten CM (ESC-CM) wurde bereits 

in den frühen 90er Jahren erfolgreich durchgeführt24, 25. Die Gewinnung von humanen 

ESC und die Forschung daran unterliegt in Deutschland jedoch streng dem 

Embryonenschutzgesetz und wird aufgrund der starken Einschränkungen nicht 

praktiziert26. 

Der Aufbau des Myokards wurde mithilfe von Tierexperimenten genaustens 

untersucht20, 27, 28. Morphologisch nimmt das Myokard eine Stellung zwischen Skelett-

muskulatur und glatter Muskulatur ein. Es weist eine Querstreifung wie die 

Skelettmuskulatur auf. Die einzelnen CM sind jedoch nicht vollständig voneinander 
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isoliert, sondern bilden ein funktionelles Synzytium29-31. Das Myokard setzt sich aus 

Zellen des Arbeitsmyokards und Zellen des Erregungsbildungs- und Erregungs-

leitungssystems zusammen32. Der Anteil der CM an der Gesamtzellanzahl des 

Herzens beträgt knapp 30 %, allerdings nehmen sie 70 % des Gesamtvolumens ein28, 

33, 34. Sie befinden sich in einem dreidimensionalen Netzwerk aus Kollagenfasern - der 

extrazellulären Matrix (EZM)35. Die weiteren Zellarten im Myokard sind beispielsweise 

Fibroblasten, glatte Muskelzellen, Neuronen, Endothelzellen oder Fettzellen28, 34, 36, 37. 

Bei Myokardschädigung kann das Gewebe nicht in Form einer Restitutio ad integrum 

wieder komplett durch funktionelles Gewebe ersetzt werden, denn adulte CM haben 

eine sehr geringe Fähigkeit zur Selbsterneuerung. Lediglich 1 % der CM werden im 

Laufe eines Jahres ersetzt38. Durch diese niedrige Regenerationsrate kann 

myokardialer Schaden nicht effizient kompensiert werden. Es resultieren funktionelle 

Defizite bis hin zur chronischen HI38, 39. Durch Fibrose der EZM und Hypertrophie der 

intakten CM entsteht eine Defektheilung (Remodeling), dabei nehmen vor allem 

kardiale Fibroblasten (englisch: cardiac fibroblasts, CF), eine wichtige Nichtkardio-

myozytenart (englisch: non-cardiomyocytes, NCM), eine entscheidende Rolle ein40. 

Zu den wichtigsten kardialen Strukturproteinen gehören TNNT2, TTN und CTF1. 

TNNT2 ist ein spezifisches Gen für Kardiomyozyten. Es kodiert für Troponin 

T2 (kardialer Typ), welches als Untereinheit des kardialen Troponin-Komplexes der 

Muskelkontraktion dient41. TTN ist das Gen für Titin, welches Bestandteil der 

funktionellen Einheit des quergestreiften Muskels ist41. CTF1 steht für Cardiotrophin 1, 

ein Zytokin, welches zur Induktion der Kardiomyozytenhypertrophie und der 

Angiogenese im kardialen Muskel beiträgt42. Wichtige Kardiomyozyten-typische 

Ionenkanäle sind HCN2, HCN4, SCN5A und SLC8A1. Die Gene HCN2 (englisch: 

hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium and sodium channel 2) 

und HCN4 (englisch: hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium 

channel 4) kodieren für hyperpolarisationsabhängige Kationenkanäle, welche durch 

Natrium- und Kaliumefflux und -influx an der Erzeugung der Schrittmacheraktivität von 

CM beteiligt sind41. HCN2 und HCN4 werden vorzugsweise in Herz und Gehirn 

exprimiert43. SCN5A (englisch: sodium voltage-gated channel alpha subunit 5) ist das 

Gen des spannungsabhängigen Natriumkanals, welcher in der initialen 

Depolarisationsphase des kardialen Aktionspotentials mitwirkt. Das Gen 

SLC8A1 (englisch: solute carrier family 8 member A1) oder auch NCX1 (englisch: 

Na+/Ca2+ exchanger 1) steht für einen Natrium-Kalzium-Austauscher, welcher die 
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intrazelluläre Kalziumkonzentration in CM reguliert. Mutationen in diesen Genen 

führen zu verschiedenen HRST41. 

Die Verbindungsbereiche zwischen den CM werden Disci intercalares genannt. Sie 

beinhalten Gap Junctions (GJ), Desmosomen und Adherens Junctions44, 45. 

Desmosomen und Adherens Junctions sind für die Kraftübertragung und Festigkeit der 

Zellverbände zuständig44. GJ dienen der interzellulären metabolischen und 

elektrischen Kommunikation und spielen in Bereichen der Zellphysiologie, wie 

Wachstum, Differenzierung und Apoptose, eine wichtige Rolle29, 46. Außerdem sind sie 

in pathologischen Prozessen, wie der Entstehung von Herzinsuffizienz, Neuro-

pathologien, Taubheit oder sogar Krebsgeschehen, involviert47, 48. Sie bestehen aus 

Transmembranproteinen, den Connexinen (Cx)49, 50. Insgesamt wurden Stand 2023 

21 verschiedene Cx in Wirbeltieren beschrieben51-53. Im Myokard werden Cx40, Cx43 

und Cx45 am häufigsten exprimiert54, 55. Die Zahlen im Namen repräsentieren das 

erwartete Molekulargewicht der jeweiligen Cx-Isoformen in Kilodalton56, 57. Durch ihren 

porenähnlichen Aufbau gewährleisten GJ eine kontrollierte Erregungsweiterleitung 

und einen interzellulären, molekularen Austausch49. Ihre Permeabilitätseigenschaften 

werden durch die Zusammensetzung aus jeweils 6 Cx definiert52, 58, 59. Es gibt isomere, 

also nur aus einer Cx-Art bestehende, und heteromere GJ49. Die Zusammensetzung 

der GJ sowie deren Verteilungsmuster im Herzen wurden mithilfe von verschiedenen 

Tiermodellen beschrieben27, 51, 60-65. Jedes Herzareal weist eine spezifische 

Zusammensetzung und Verteilung der GJ auf, wodurch die Gewebe jeweils optimal 

an ihre Funktion und die beispielsweise damit verbundenen Ansprüche der 

elektrischen Weiterleitung angepasst sind66-68. Cx43 ist Hauptbestandteil der GJ im 

Ventrikelmyokard, es wurde aber auch im Vorhof und in den Purkinje Fasern 

nachgewiesen64, 69. Cx40 bildet Kanäle mit hoher Leitgeschwindigkeit. Es wird 

überwiegend im Vorhof und im Erregungsleitungssystem, dominierend im His-

Purkinje-System, exprimiert 60, 69. Kanäle mit Cx45 werden hauptsächlich im 

Atrioventrikularknoten (AV-Knoten) und in den His-Bündeln gefunden. Durch ihre 

niedrige Leitungsgeschwindigkeit ermöglichen sie eine kontrollierte Impulsausbreitung 

zwischen den Vorhöfen und den Ventrikeln60, 70. Jede Modifizierung der 

Zusammensetzung oder Verteilung der Cx in diesen Bereichen könnte 

proarrhythmisch wirken49, 71. Studien an murinen CM zeigen, dass während eines 

pathologischen Prozesses ein Remodeling der GJ stattfindet62. Im ischämischen 

Myokard wird die Expression von Cx43 in den infarktfernen Herzabschnitten 
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herunterreguliert57, 60. Diese Veränderungen führen zu einer verlangsamten 

Erregungsweiterleitung und zu einer Diskontinuität im Ionenaustausch, was sich 

proarrhythmogen auswirken könnte62. Beim Linksherzversagen wird die Expression 

von Cx43 ebenfalls herunterreguliert, wobei Cx45 vermehrt exprimiert wird, was 

ebenfalls mit einer abnormalen Impulsweiterleitung assoziiert wird72. 

Eine der wichtigsten NCM-Arten im Herzen sind Fibroblasten27. Camelliti et al. 

beschrieben ihre Morphologie und Funktion sowie ihre Wechselbeziehungen zu den 

CM in unterschiedlichen Säugetiermodellen mit Maus-, Schaf-, oder Rattenmyokard73. 

Fibroblasten tragen zur Herzentwicklung, Herzstruktur, Zellsignalisierung und zur 

elektromechanischen Funktion bei gesundem und krankem Myokard bei74-76. Sie sind 

essentielle Zellen im kardialen Verband73. Aufgrund ihres enormen 

Proliferationspotentials überwachsen Fibroblasten CM in vitro27. Zur optimalen 

Forschung an CM werden die CM-Kulturen deshalb so optimiert, dass ein maximal 

hoher CM-Anteil resultiert. Aktuelle Differenzierungsprotokolle bringen Kulturen mit 80-

90 % CM hervor77. Der Anteil an NCM ist in vitro somit deutlich geringer als in vivo35. 

Endothelzellen sind die zahlenmäßig am häufigsten vorkommenden NCM und spielen 

neben Fibroblasten ebenfalls eine essentielle Rolle im Myokard34. Weitere wichtige 

NCM sind glatte Muskelzellen und Adipozyten. Die Oberflächenantigene CD31, CD54, 

ACTA2, APOA1, FABP3 und CD36 sind für diese Zellarten relevant. CD31, oder 

PECAM1 (englisch: platelet and endothelial cell adhesion molecule 1), kodiert für ein 

Protein, welches interzelluläre Endothelzellkontakte begünstigt. Es ist außerdem 

häufig auf der Oberfläche von Blutplättchen, Monozyten oder Neutrophilen zu finden. 

Das Gen CD54, oder ICAM1 (englisch: intercellular adhesion molecule 1), steht für ein 

Zelloberflächenglykoprotein von Endothelzellen und Zellen des Immunsystems. 

ACTA2, oder Actin Alpha 2 ist das Gen eines Aktinproteins der glatten Muskulatur41. 

Es kommt häufig im Endometrium und in Gefäßwänden vor. APOA1 kodiert für 

Apolipoprotein A1, eine Proteinkomponente von High Density Lipoprotein (HDL), 

welche den Cholesterintransport steuert und vor allem in der Leber vorkommt41. 

Zudem hat HDL eine kardioprotektive Wirkung78. FABP3 (englisch: fatty acid binding 

protein 3) steht für das fettsäurebindende Protein vom Herztyp und regelt den 

intrazellulären Transport von Fettsäuren und anderen lipophilen Substanzen in den 

CM41. Es steuert somit den kardialen Lipidstoffwechsel. Fettsäuren sind ein wichtiger 

Teil des Energiestoffwechsels der CM79. Außer in CM kommt FABP3 in geringeren 

Mengen auch in allen anderen Zellarten der EZM wie Endothelzellen, glatten 
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Muskelzellen und in Fibroblasten vor80-82. Das Gen CD36 kodiert für ein 

Transmembranglykoprotein, welches als Fettsäuren-Translokase bekannt ist und an 

der Lipidhomöostase, Angiogenese, Immunantwort und anderen zellulären 

Geschehen beteiligt ist83. Außerdem wird CD36 als Marker für Adipozyten-

Progenitorzellen verwendet84. 

1.3 Induzierte, pluripotente Stammzellen und Kardiomyozytendifferenzierung  

Takahashi, Yamanaka et al. entwickelten 2006 eine Methode zur Generierung von 

induzierten, pluripotenten Stammzellen (englisch: induced pluripotent stem cells, 

iPSC)85. Murine, entdifferenzierte Hautfibroblasten konnten mit dieser Methode durch 

retrovirale Transduktion von 4 Transkriptionsfaktoren (Oktamer-bindendes Protein 4 

(OCT4), SRY-Box-Transkriptionsfaktor 2 (SOX2), MYC-Protoonkogen (c-MYC) und 

Kruppel-like Faktor 4 (KLF4)) in einen pluripotenten Zustand zurück geführt werden85. 

Dieselbe Methodik wurde anschließend angewandt um auch aus humanen 

Fibroblasten humane iPSC (hiPSC) zu generieren86 87, 88. HiPSC sind pluripotente 

Zellen mit einer hohen Proliferationsneigung. Dies stellte einen Paradigmenwechsel 

dar, da bis dato die Differenzierung von Zellen nur in eine Richtung gelang. In den 

darauffolgenden Jahren wurden die Differenzierungsmethoden immer weiter optimiert. 

Zur Eliminierung von transduktionsassoziierten Problemen, wie der retroviral 

induzierten Insertionsmutagenese, erfolgte das Übertragen der Gene durch 

Adenoviren oder Plasmide89, 90. Die Reinheit der Zellkulturen und die kontrollierte 

Reproduzierbarkeit des generierten Gewebes war ein wichtiges Ziel91. Neben 

Fibroblasten konnte die Pluripotenzinduktion auch in anderen somatischen Zellarten 

beschrieben werden87, 92. Die Gewinnung der Ausgangszellen erfolgte durch 

minimalinvasive Eingriffe wie Hautbiopsien oder Blutprobenentnahmen92. Zur 

Erforschung genetischer Erkrankungen konnten dadurch krankheitsspezifische hiPSC 

aus Biopsaten von Patientinnen und Patienten mit angeborenen Erkrankungen 

generiert werden93. Diese hiPSC trugen identische, genetische Merkmale wie die 

Spenderinnen und Spender93. Durch spezielle Kultivierungsmethoden konnten aus 

diesen hiPSC autologe, patientenspezifische Gewebe erzeugt werden93. Eine 

intensive Forschung an krankheitsspezifischem Gewebe in Bezug auf Pathogenese 

oder pharmakologische Interaktionen wurde hierdurch ermöglicht89, 90.  

Die Generierung von CM aus ESC wurde bereits ausführlich an Tiermodellen 

beschrieben94, 95. Park et al. wandten diese Methode erfolgreich an, um hiPSC zu 
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hiPSC-CM zu differenzieren92. Zu Beginn der Versuchsreihen mit hiPSC wurden die 

ESC-Differenzierungsprotokolle angewandt92. Verschiedene Studien zeigten, dass 

hiPSC und ESC keine wesentlichen Unterschiede in den grundlegenden 

Eigenschaften besitzen und somit molekular und funktionell als gleichwertig betrachtet 

werden konnten96, 97. Beide Zellarten zeigten nach der Differenzierung zu CM nahezu 

gleiche Genexpressions- und Proliferationsmuster. Es ließen sich keine Unterschiede 

in der immunhistochemischen Darstellung der intrazellulären Organisation der 

Sakromere feststellen98, 99. Mithilfe von elektrophysiologischen Studien wurde gezeigt, 

dass hiPSC-CM und ESC-CM sich zu nodalen, atrialen und ventrikulären CM 

ausdifferenzierten96. Ferner ähnelten die hiPSC-CM den aus Myokardbiopsien 

gewonnenen CM. Sie zeigten morphologische Merkmale von ventrikulären, atrialen 

und Erregungsleitungssystem-Zellen100-104.  

Die Forschung mit hiPSC stößt jedoch in verschiedenen Bereichen an ihre Grenzen. 

Die „Reprogrammierung“ adulter Zellen wird mithilfe von Faktoren induziert, welche 

die Proliferation begünstigen88. Die in vitro Kultivierung kann ebenfalls unkontrollierte 

Proliferation begünstigen. Diese beiden Punkte können Mutationen im Gewebe 

auslösen und zu Tumorgenese führen105, 106. Außerdem weisen einige Studien darauf 

hin, dass die Reife der hiPSC-CM nicht mit adulten humanen CM vergleichbar sei und 

sie eher fetalen CM ähneln107-109. 

1.4 Ziele der Arbeit 

Im Rahmen dieser Arbeit soll zunächst der Differenzierungsprozess von hiPSC zu 

hiPSC-CM beschrieben werden. Dabei sollen vor allem die Genexpression 

verschiedener Kardiomyozyten-typischer Gene und die zelluläre Morphologie der 

hiPSC-CM genauer betrachtet werden. Zur besseren Vergleichbarkeit der hiPSC-CM 

mit adulten CM sollen nach Abschluss der Differenzierung Kardiomyozyten-typische 

Strukturproteine und transmembranöse Proteine mithilfe von Immunhistochemie (IHC) 

in den hiPSC-CM dargestellt werden. Für eine bessere Einordnung der hiPSC-CM-

Kultur in die kardiale Forschung soll der Anteil der hiPSC-CM an der gesamten 

Mischkultur bestimmt und eine Aufschlüsselung der zellulären Zusammensetzung der 

NCM-Arten in der hiPSC-CM-Mischkultur durchgeführt werden. Dies soll mithilfe von 

Genexpressions- und Durchflusszytometrie (englisch: fluorescence activated cell 

sorting, FACS) -Analysen ermittelt werden. Anschließend soll eine Visualisierung der 

verschiedenen Zellarten mithilfe von IHC erfolgen. Ferner sollen GJ, im Genaueren die 
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Cx-Gene, in Expressionsverhalten und morphologischer Anordnung zum besseren 

Verständnis der interzellulären Kommunikation und Konnektivität der hiPSC-CM 

beschrieben werden. Dies soll ebenfalls durch Genexpressionsuntersuchungen, 

FACS-Analysen und IHC-Darstellungen geschehen. 

Mit dieser Arbeit sollen gezielte Ansätze für hiPSC-basierte Forschung an CM 

generiert werden. Die Subgruppenanalyse der Mischkultur soll die Einordnung der 

bereits generierten Forschungsergebnisse in den ganzheitlichen Kontext erleichtern. 

Durch die Beschreibung der Zellzusammensetzung der kardialen Mischkultur sollen 

ferner Hinweise generiert werden, ob für Untersuchungen wie Medikamenten- oder 

Inflammationsexperimente auch der NCM-Anteil relevant sei. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 

2.1  Methoden 

2.1.1 Ethikvotum und Bereitstellung der Zellen 

Die hiPSC wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. J. Utikal vom Deutschen 

Krebsforschungszentrum (DKFZ) Heidelberg zur Verfügung gestellt. Zur Herstellung 

der hiPSC wurden nach schriftlicher Einverständniserklärung Hautbiopsien von 

Spenderinnen und Spendern entnommen. Die Entnahme und Bearbeitung der 

Biopsate wurden nach Vorschrift der positiven Ethikvoten der Ethikkommission der 

Medizinischen Fakultät Mannheim und der Universität Heidelberg (Zulassungs-

nummer: 2009-350N-MA, 2018-637N-MA) durchgeführt. Die hiPSC der Zellreihe 

D1 (D1er) stammen von einer gesunden, weiblichen Spenderin. Die hiPSC der 

Zellreihe D2 (D2er) stammen von einem gesunden, männlichen Spender. Die hiPSC 

wurden in Kryoröhrchen in einem Nitrogen-Tank mit flüssigem Stickstoff tiefgefroren 

aufbewahrt. In diesem Zustand konnten sie mehrere Jahre gelagert werden. 

Die Differenzierung der hiPSC erfolgte nach dem Protokoll der Stem Cell Unit (SCU) 

Göttingen des Deutschen Zentrums für Herz-Kreislauf-Forschung (DZHK)110. 

2.1.2 Zellkulturelles Arbeiten 

Zur Vermeidung von Kontamination wurde vor Beginn der zellkulturellen Arbeit auf 

gründliche Desinfektion der Hände sowie Anlegen von Schutzkleidung wie Kittel, 

Mundschutz, Haube und Handschuhe geachtet. Alle Arbeitsschritte mit den 

Zellkulturen und den Medien wurden an der Sterilarbeitsbank durchgeführt. Diese 

wurde nach jeder Benutzung mit alkoholhaltigem Desinfektionsspray desinfiziert und 

nach abgeschlossener Tagesarbeit für eine Stunde (h) mit ultraviolettem Licht (UV-

Licht, d/s Modus der Sterilarbeitsbank) bestrahlt. 

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Inkubator bei einer Temperatur von 37°C, 

einer Luftfeuchtigkeit von 95 % und einer atmosphärischen Kohlenstoffdioxid (CO2)-

Konzentration von 5 %. Die Zellen wurden regelmäßig lichtmikroskopisch auf 

Kontaminationen untersucht. Als kontaminationsverdächtig galt eine Trübung des 

Nährmediums, oder ein Wachstum von nicht Kardiomyozyten-typischen Strukturen. 

Eine Kontamination mit Pilzsporen konnte im Lichtmikroskop als eine extrazellulär 

wachsende, rundliche Struktur mit feinen Ausläufern erkannt werden. Bei 
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Kontamination wurden die Behälter entleert und tot autoklaviert. Zusätzlich wurde ein 

Dekontaminationsprogramm des Inkubators bei 95°C für 20 h durchgeführt. Alle nicht 

betroffenen Zellen wurden für diese Zeit in einen sauberen Inkubator transferiert. Eine 

gezielte Dekontaminationsbehandlung der betroffenen Zellen mit Antibiotika oder 

Antimykotika wurde nicht durchgeführt. 

Die Chemikalien wurden abhängig von ihrer Toxizität in angrenzenden Laborräumen 

entweder in einem Chemikalienregal oder in einem Giftschrank gelagert. Noch nicht 

vorbereitete Basislösungen für die Kulturmedien wurden nach Herstellerangaben im 

Kühlschrank (KS) bei +4°C gelagert. Die Supplemente wurden bei -20°C entweder als 

Rohmaterial oder als vorbereitete Aliquote gelagert. 

Vor dem Beginn der Differenzierung wurden die Behältnisse für die Zellen vorbereitet. 

Diese waren Zellkulturflaschen mit 25 cm² Bodenfläche (T25er) zum Auftauen der 

hiPSC, Zellkulturflaschen mit 75 cm² Bodenfläche (T75er) zum Heranzüchten der 

hiPSC, 24-Well-Platten (24-WP) für den Differenzierungsprozess der hiPSC-CM und 

Chamberslides (CS) für immunhistochemische Darstellungen. Jedes Behältnis wurde 

mit einer Mischung aus Phosphate buffered saline (PBS) und Matrigel im Verhältnis 

50:1 beschichtet. Das Matrigel bildete eine basalmembran-artige Matrix auf dem 

Boden der Behältnisse, welche die Adhäsion der Zellen begünstigte111. Das 

PBS/Matrigel-Gemisch konnte laut Hersteller für bis zu drei Wochen in einem 50 ml 

Falcon Zentrifugenröhrchen (Tube) im KS gelagert werden. Bei Bedarf wurden die 

Behältnisse mit diesem Gemisch beschichtet und für mindestens 30 Minuten (min) im 

Inkubator erwärmt. Pro T25er wurden je 2 ml, pro T75er je 10 ml, pro Well einer 24-

WP je 250 µl und pro Chamber eines CS je 250 µl pipettiert. 

Für das Auftauen der Zellen wurde eine beschichtete T25er und 10 ml TeSR™-

E8™ (E8) mit 5 µl Rho-Kinase Inhibitor Y27632 (RockI) benötigt. Durch das 

Hinzufügen des RockI in das Kulturmedium E8 wurde der dissoziationsinduzierten 

Apoptose entgegen gewirkt112, 113. Nach Absaugen des PBS/Matrigel-Gemischs wurde 

die vorgewärmte T25er mit 2,5 ml E8/RockI gefüllt. Das Kryoröhrchen mit den hiPSC 

wurde von außen desinfiziert und in der Hand erwärmt. Nach dem Auftauen wurde die 

hiPSC-Zellsuspension in einem 50 ml Tube mit 5 ml E8/RockI mehrmals auf- und 

abpipettiert und anschließend bei 1200 revolutions per minute (rpm) für 4 min bei 20°C 

zentrifugiert. Am Boden des Tubes entstand ein Zellpellet. Der Überstand wurde 

vorsichtig, ohne das Zellpellet zu berühren, abgesaugt. Das Zellpellet wurde mit den 

restlichen 2,5 ml E8/RockI durch viermaliges Auf- und Abpipettieren resuspendiert und 
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in die T25er gefüllt. Durch sanftes Hin- und Herschwenken wurden die Zellcluster auf 

dem Flaschenboden verteilt. Ein vermehrtes Auf- und Abpipettieren, oder ein zu 

intensives Schwenken der T25er resultierte in einer zu starken Vereinzelung der 

Zellen. Für eine optimale Entwicklung sollten die Zellen jedoch in kleinen Clustern 

vorliegen. Die T25er wurde im Inkubator gelagert und am Folgetag mit 5 ml E8 ohne 

RockI gefüttert. Die anschließenden Wechsel des Kulturmediums erfolgten zweitägig. 

Um das Zellwachstum zu beurteilen, wurden die Zellen regelmäßig lichtmikros-kopisch 

begutachtet. Die hiPSC wuchsen in rundlichen Kolonien mit einer zentralen 

Verdichtung. Bei konfluierendem Wachstum der Kolonien erhöhte sich die spontane 

Differenzierungsrate, deshalb wurden die hiPSC spätestens alle 3-4 Tage passagiert. 

Nach zweimaligem Passagieren und einer Zelldichte von über 85 % wurden die hiPSC 

auf 24-WP transferiert. Während der Kultivierung der Zellen wurde auf Klarheit und auf 

den Farbumschlag des Kulturmediums geachtet. Ein Farbumschlag von rot/rosa zu 

orange/gelb deutete auf einen guten Stoffwechsel der Zellen hin. Jegliche Trübung des 

Kulturmediums deutete auf eine Kontamination hin. 

Die hiPSC wurden nach dem Auftauen zunächst in einer T25er kultiviert, anschließend 

in eine T75er passagiert, um eine größere Zellzahl zu generieren. Es wurden 6 ml 

Ethylendiamintetraessigsäure (2mM) (EDTA) mit 3 µl RockI und 20 ml E8 mit 10 µl 

RockI benötigt. Das Kulturmedium in der T25er wurde abgesaugt, 3 ml EDTA/RockI 

hineinpipettiert und nach kurzem, sanftem Schwenken direkt wieder abgesaugt. Die 

restlichen 3 ml EDTA/RockI wurden anschließend für 4-6 min in der Zellkulturflasche 

inkubiert bis sich die Zellzwischenräume vergrößerten, was durch lichtmikroskopische 

Betrachtung verifiziert wurde. Durch das Einwirken von EDTA lockerten sich die Zell-

Zell-Kontakte. Das PBS/Matrigel-Gemisch wurde aus der T75er und das EDTA/RockI 

aus der T25er abgesaugt. Durch mehrmaliges Abspülen der Zellen mit 5 ml E8/RockI 

lösten sich die hiPSC endgültig vom Boden der T25er und es entstand eine 

Zellsuspension, welche mit E8/RockI verdünnt und in die vorbereitete T75er 

transferiert wurde. Die Verdünnung wurde jeweils an die gewünschte Zelldichte 

angepasst. Eine Mischung aus 0,5 ml der Zellsuspension und 14,5 ml E8/RockI erwies 

sich als zielführend. Falls sich die Zellen nicht durch das sanfte Abspülen lösten, 

konnte eine längere EDTA-Einwirkzeit von maximal 8 min in Betracht gezogen werden. 

Alternativ konnte durch leichte Wischbewegungen mit einem Cell Scraper auf dem 

Boden der Zellkulturflasche das Ablösen der Zellen bewirkt werden. Beide Methoden 
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können jedoch aufgrund der mechanischen und chemischen Beanspruchung der 

Zellen deren Qualität beeinträchtigen. 

Um eine adäquate Zellzahl zu erhalten, wurde eine T75er nach Inkubation auf 

mehrere, beispielsweise fünf T75er, gesplittet. Das Passagieren erfolgte äquivalent 

dem Ablauf bei der T25er, lediglich mit 15 ml EDTA+7,5 µl RockI (6 ml für das 

Waschen und 9 ml zum Einwirken) und 20 ml E8+10 µl RockI (5 ml zum Abspülen und 

je 15 ml neues Medium pro neue T75er) pro T75er. Ab dem Folgetag wurden je 30 ml 

E8 ohne RockI pro T75er als Kulturmedium benutzt. 

2.1.3 Kardiomyozytendifferenzierung  

2.1.3.1 Differenzierung der hiPSC-CM 

Die Differenzierung der hiPSC zu hiPSC-CM erfolgte in 24-WP. Am Tag vor Beginn 

der Differenzierung wurden die Zellen aus den T75ern in 24-WP transferiert. Dieser 

Vorgang wurde „Aussäen“ genannt. Der Tag an dem die Differenzierung begonnen 

wurde, wurde als Tag 0 (d0) definiert, somit war der Tag des Aussäens d-1. Die hiPSC 

sollten in homogenen, isolierten, rundlichen Kolonien wachsen und mindestens 85 % 

des Flaschenbodens ausfüllen77, 114. Die benötigten 24-WP wurden an d-1 für 30 min 

im Inkubator erwärmt. Es wurden 15 ml EDTA+7,5 µl RockI und 5 ml E8+2,5 µl RockI 

pro T75er benötigt. Nach dem Absaugen des Kulturmediums aus den T75ern wurde 

mit 6 ml EDTA+RockI gewaschen. Anschließend wurden 9 ml EDTA+RockI für 6 min 

dazugegeben. In dieser Zeit wurde das PBS/Matrigel-Gemisch aus den 24-WP 

abgesaugt und diese mit Zellreihe, Datum (d-1) und der Zellkonzentration/Well 

beschriftet. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das EDTA+RockI abgesaugt und 

die Zellen vorsichtig mit 5 ml E8+RockI vollständig vom Boden der T75er abgespült. 

Die komplette Zellsuspension wurde in ein leeres 50 ml Tube gegeben. Zur Ermittlung 

der Zellanzahl wurden 20 µl der Zellsuspension mit 20 µl 0,4%iger Trypanblaulösung 

vermischt und auf einem Objektträger mit einer Neubauer-Zählkammer untersucht. 

Unter dem Mikroskop erschienen geschädigte oder tote Zellen blau, da bei 

Zellmembrandiskontinuität die Trypanblaulösung ins Zellinnere absorbiert wurde, 

während vitale Zellen ungefärbt blieben. Diese wurden in zwei Quadranten der 

Neubauer-Zählkammer ausgezählt und die Zellanzahl gemittelt. Die Bestimmung der 

Zellanzahl in der Suspension erfolgte mit dieser Formel: Zellmittelzahl x 2 x 104 = 

Zellanzahl/ml. Außerdem wurde die Vereinzelung der Zellen beurteilt. Für eine 

erfolgreiche Differenzierung mussten die Zellen komplett vereinzelt vorliegen, um sich 
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dann in einem gleichmäßigen Monolayer in den Wells anzuordnen. Bei noch 

vorhandenen Zellclustern wurde die Zellsuspension erneut mehrmals auf- und 

abpipettiert. Die Verdünnung erfolgte mit E8+RockI mit dem Ziel durchschnittlich 

200 000 Zellen pro 0,5 ml Lösung zu erhalten. Pro Well wurde 0,5 ml der verdünnten 

Suspension distribuiert. Die Zusammensetzung der benutzten Medien wird unter 

„Material“ (Kapitel 2.2.1.) aufgeführt. 

Die Differenzierung wurde in eine Induktionswoche, eine Woche der Wnt-Signalweg-

Inhibition, eine Selektionswoche sowie eine abschließende Ruhewoche eingeteilt.  

Die Induktionswoche begann an d0. In dieser Woche wurde das mesodermale 

Medium (MDM) benutzt, welches vier Supplemente beinhaltete: GSK3β-Inhibitor 

Chir99021 (CHIR), Bone Morphogenetic Protein 4 (BMP4), Activin A (AA) und 

Fibroblast Growth Factor 2 (FGF2). An d0 wurde jedes Well mit 1 ml 37°C warmem, 

kardialem Medium (KM) gewaschen. In der gesamten Woche wurde täglich MDM als 

Kulturmedium benutzt. Die Menge des MDM pro Well war abhängig von der Zellreihe. 

Bei den D1ern wurde 1 ml und den D2ern 0,5 ml MDM benutzt. 

In der zweiten Woche erfolgte die Inhibition des Wnt-Signalwegs durch Inhibitor of Wnt-

Production 4 (IWP4)115. In der Embryogenese ist der Wnt-Signalweg essentiell. Der 

hierfür wichtigste Ligand Wnt wurde nach einer flügellosen Fliegenart (englisch: 

wingless) und dem Int-Gen benannt. Nach Absaugen des Kulturmediums und einem 

Waschvorgang mit 1 ml KM pro Well wurde 1 ml serumfreies Medium (SF) mit 1 µl 

IWP4 pro Well pipettiert. Das Medium wurde für zwei Tage in den Wells belassen, 

damit die Zellen keinem zusätzlichen Stress ausgesetzt wurden und die Inhibition 

erfolgreich ablaufen konnte. An d6 wurde ein Teil des Kulturmediums abgesaugt, dann 

sanft gegen die Kante der WP geklopft, um tote Zellen loszulösen und anschließend 

der Rest des Mediums abgesaugt. Jedes Well wurde daraufhin mit 0,5 ml KM 

gewaschen und es wurden 0,5 ml SF+IWP4 hinein pipettiert. Dieser Vorgang wurde 

an d8 noch einmal wiederholt. Nach jedem SF-Wechsel folgte ein Ruhetag. An d10 

wurde pro Well die doppelte Menge SF+IWP4 dazugegeben. 

Die letzte Woche der Differenzierung war die Selektionswoche. In dieser Woche wurde 

nach einem Waschvorgang mit 1 ml raumtemperaturwarmem PBS an d13, täglich 

0,5 ml raumtemperaturwarmes Selektionsmedium (SM) pro Well pipettiert. Das SM 

enthielt keine Glukose, sondern Laktat. Die metabolische Fähigkeit der CM Laktat zu 

verwerten, wurde hierdurch ausgenutzt, um den Anteil der CM in der Mischkultur zu 

erhöhen. Der Anteil an NCM wurde dadurch minimiert, da diesen die Fähigkeit der 
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Laktatmetabolisierung fehlt37. Bei erfolgreicher Differenzierung fingen die Zellen um 

d16-d17 an mikroskopisch sichtbar zu schlagen. Falls keine Zellkontraktilität in dieser 

Woche wahrnehmbar war, konnte die Selektionswoche für maximal drei weitere Tage 

verlängert werden. 

Anschließend folgte eine Erholungswoche, in der einmalig mit 1 ml PBS pro Well 

gewaschen und danach in zweitägigen Abständen jeweils 1 ml SF pro Well als 

Kulturmedium benutzt wurde. Ab d24 konnten die Experimente begonnen werden. 

Zusätzlich wurde die Differenzierung auch mit der Version des Differenzierungs-

protokolls der SCU Göttingen aus dem Jahr 2018 durchgeführt. Ziel war es zu eruieren, 

ob die vorgenommenen Änderungen des Protokolls zu einer effizienteren 

Differenzierung führten. Die hiPSC wurden hierbei ebenfalls in 24-WP ausgesät. Die 

Unterschiede der beiden Protokolle werden in Tabelle 3 gegenübergestellt. 
 

Tabelle 3: Vergleich der hiPSC-CM-Differenzierungsprotokolle der SCU Göttingen von 

2014 und 2018  

Vergleichspunkte Differenzierungsprotokoll der 

SCU Göttingen 2014  

Differenzierungsprotokoll der 

SCU Göttingen 2018  

Verwendetes 

Basismedium für 

Mesoderminduktion 

und Wnt-Inhibition 

Serumfreies Medium (SF)  

(RPMI mit Glutamax mit 1% 

Natrium- Pyruvat und 1% 

Penicillin/ Streptomycin zugesetzt 

mit 2% B27 und ASC) 

Kardiales 

Differenzierungsmedium (CDM) 

(RPMI mit Glutamax und 

HEPES, zugesetzt mit Albumin 

und ASC) 

Supplemente zur 

Mesoderminduktion 

CHIR, AA, BMP4, FGF2 CHIR  

Dauer der 

Mesoderminduktion 

72 mit täglichem Mediumwechsel 24 h mit CHIR und 

anschließend 48 h mit CDM 

Supplemente für 

Wnt-Inhibition  

IWP4 IWP2 

Dauer der Wnt-

Inhibition  

10 d mit viermaligem 

Mediumwechsel 

2 d ohne Mediumwechsel 

Selektionswoche Nach der Wnt-Inhibition mit 

Selektionsmedium zur Purifikation 

der Zellkultur, eine Woche lang 

täglicher Mediumwechsel 

keine 

Beginn der 

spontanen 

Zellkontraktionen 

Nach d17 Nach d8-10 

SF= serumfreies Medium, CDM= kardiales Differenzierungsmedium, RPMI= Basismedium 

für kardiale Differenzierung, AA= Activin A, CHIR= GSK3β-Inhibitor, BMP4= Bone 

morphogenetic Protein 4, FGF2= Fibroblastenwachstumsfaktor 2, Wnt= Signalprotein in der 

Embryogenese, IWP= Inhibitor des Wnt-Signalwegs 

 

Zusammengefasst benötigte das Protokoll von 2014 quantitativ mehr Supplemente 

und mehr Kulturmedium, außerdem dauerte es eine Woche länger bis makroskopisch 
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schlagende hiPSC-CM resultierten. Das Protokoll von 2018 war somit effektiver und 

kostengünstiger als das von 2014. 

2.1.3.2 Vereinzelung der Kardiomyozyten 

Für IHC-Darstellungen und für FACS-Analysen wurden die hiPSC-CM aus ihrem 

Zellverband herausgelöst und als Einzelzellen in die benötigten Behältnisse 

transferiert. Im ersten Schritt wurde 300 µl 37°C warme Collagenase-I (Coll-I) pro Well 

hinzugefügt und für 40 min inkubiert, dadurch lösten sich die Zellkontakte zum Boden 

der Wells116. Anschließend wurden die Zellen durch sanftes Auf- und Abpipettieren der 

Coll-I vom Boden abgespült. Die Zellsuspension aus je vier Wells wurde in einem 

1,5 ml Mikroreaktionsgefäß (Eppi) kombiniert. Nach jedem Arbeitsschritt wurde das 

Eppi bei 1500-2000 rpm für 2 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Dabei entstand 

ein Zellpellet am Boden des Gefäßes. Der Überstand wurde vorsichtig, ohne das 

Zellpellet zu berühren, abgesaugt. Falls Zellfäden, oder noch kein sichtbares Zellpellet 

vorhanden waren, wurde für eine weitere Minute bei maximal 2500 rpm 

nachzentrifugiert. Als zweiter Schritt wurde der Überstand abgesaugt und das 

Zellpellet mit 500 µl PBS resuspendiert. Um die Zell-Zell-Kontakte zu lösen, wurde 

300 µl raumtemperaturwarme 0,05%ige Trypsinlösung zugegeben, das Zellpellet darin 

gelöst und bei 37°C für mehrere Minuten inkubiert (für FACS- Analysen 2 min lang, für 

IHC 3 min lang). Eine längere Inkubation mit der Endopeptidase Trypsin würde die 

Zellen irreversibel beschädigen116. Nach der angegebenen Zeit wurden 300 µl 

RPMI+FKS (270 µl eines Zellkulturmediums, welches am Roswell Park Memorial 

Institute entwickelt wurde (RPMI) + 30 µl fetales Kälberserum (FKS)) dazu gegeben. 

Das FKS deaktivierte das Trypsin und stoppte den enzymatischen Vorgang117. Das 

RPMI war Hauptbestandteil des Kulturmediums für hiPSC-CM. Im letzten Schritt wurde 

das Zellpellet mit SF resuspendiert. Die Menge des SF war abhängig von der 

Zellanzahl und dem jeweils anschließenden Experiment. Für IHC wurden pro Chamber 

0,5 ml SF benötigt. Vor Überführung der Zellsuspension in die CS, musste das 

PBS/Matrigel-Gemisch in den Chambers abgesaugt werden. Pro Chamber wurden 

anschließend zweitägig je 0,5 ml frisches SF pipettiert. Vor Beginn der Experimente 

mussten die hiPSC-CM auf dem Chamberboden haften und wurden dafür 2-4 d in den 

CS kultiviert. Für FACS-Analysen wurde die Zellsuspension in Eppis gefüllt und die 

FACS-Präparation durchgeführt (Kapitel 2.1.7). 
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2.1.3.3 Lyse der Zellen 

Für die quantitative Polymerasekettenreaktion (englisch: quantitative polymerase 

chain reaction, qPCR)-Untersuchungen wurden die Zellen an acht verschiedenen 

Tagen – d0, d3, d10, d13, d17, d24, d35, d50 - lysiert. Jeweils vier Wells wurden lysiert 

und zu einer Probe zusammengeführt. Für Enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA)-Versuche wurden je 750 µl des Kulturmediums pro Well an diesen Tagen 

abpipettiert und in Eppis schockgefroren. Das restliche Medium wurde komplett 

abgesaugt. Die Zellen hafteten am Boden der Wells. Für die Lyse der Zellen von vier 

Wells wurden je 700 µl RNeasy Lysis Buffer (RLT) mit 7 µl beta-Mercapto-

ethanol (MCP) benötigt. Das MCP bewirkte die Denaturierung der Zellmembran und 

eine Deaktivierung der RNAsen, sodass intrazellulär befindliche Ribonukleinsäure-

Stränge (englisch: ribonucleic acid, RNA) frei in Lösung übergehen konnten118. Je 

350 µl des RLT+MCP wurden in zwei der vier Wells pipettiert und der Boden der Wells 

vorsichtig damit abgespült. Die gleiche Prozedur wurde mit zwei weiteren Wells 

wiederholt. Das gesamte Zelllysat wurde in ein Auffangröhrchen mit einem 

QIAshredder Homogenisator pipettiert. Durch das anschließende Zentrifugieren bei 

maximaler Geschwindigkeit für 2 min wurde eine Homogenisierung des Lysats 

erreicht. Der QIAshredder Homogenisator hielt Zellbestandteile zurück. Im 

aufgefangenen Lysat befand sich die RNA. Die Proben konnten entweder sofort 

weiterverarbeitet oder schockgefroren bei -80°C gelagert werden. 

2.1.4 Quantitative Polymerasekettenreaktion 

Die qPCR dient der Darstellung des zum Zeitpunkt der Zell-Lyse vorhandenen mRNA-

Angebots und somit zur Erfassung der Genaktivität in den Zellen. Für die qPCR wird 

komplementäre Desoxyribonukleinsäure (englisch: complementary desoxyribonucleic 

acid, cDNA) benötigt, welche vorher aus der isolierten messenger 

Ribonukleotidsäure (englisch: messenger ribonucleic acid, mRNA) revers transkribiert 

werden muss119. 

2.1.4.1 mRNA-Präparation 

Für die mRNA-Präparation wurde ein RNeasy Mini Kit von Qiagen benutzt. Die Proben 

der zuvor lysierten Zellen (siehe Kapitel 2.1.3.3) wurden entweder für 15-20 min in 

einem Heating Block aufgewärmt, falls sie schockgefroren gelagert wurden, oder direkt 

nach dem Lysieren verarbeitet. Im ersten Schritt wurde 70%ige Ethanol- Lösung dem 

Probematerial in äqiuvalentem Volumen zugefügt und gut durchgemischt. Von dieser 
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Mischung wurden 700 µl auf die Silikatmembran des RNeasy Mini Columns pipettiert 

und für 15 Sekunden (s) bei 12000 rpm zentrifugiert. Die mRNA wurde dabei an der 

Silikatmembran gebunden und vom übrigen Zelllysat separiert. Der Durchfluss wurde 

entsorgt und der Vorgang mit den restlichen 700 µl des Gemischs wiederholt. 350 µl 

eines Waschpuffers (RW1) wurden hinein pipettiert und für 15 s bei 12000 rpm 

zentrifugiert. Das RW1 enthielt Guanidinisothiocyanat sowie Ethanol und wurde zum 

Auswaschen von Biomolekülen wie Kohlenhydraten, Proteinen oder Fettsäuren, die 

unspezifisch an der Silikat-membran gebunden haben, benutzt120. 80 µl 12,5%iger 

DNAse-Lösung wurden auf die Silikatmembran gegeben und für 15 min bei 25°C im 

Heating Block inkubiert. Die DNAse spaltete noch vorhandene DNA-Fragmente, 

welche dann durch anschließende Waschschritte rausgespült wurden. Der 

Waschschritt mit RW1 wurde zum Auswaschen der DNAse wiederholt. Nach jedem 

Waschschritt wurde der Durchfluss entsorgt. Um Reste von Salzen und andere 

Bestandteile des RW1 auszuwaschen, wurde zweimal mit 500 µl eines zweiten 

Waschpuffers (RPE) gewaschen und für 15 s sowie für 2 min bei 12000 rpm 

zentrifugiert121. Zum Lösen der gesammelten mRNA aus der Silikatmembran wurden 

30 µl RNAse-freies Wasser in das Mini Column pipettiert. Der Durchfluss wurde nach 

der Zentrifugation bei 12000 rpm für 1 min in ein steriles, RNAse-freies Eppi 

transferiert. Das Eppi wurde auf Eis oder gefroren aufbewahrt. Für die Herstellung der 

cDNA aus der isolierten mRNA musste zunächst die Konzentration und die Reinheit 

der mRNA mittels Spektrophotometer bestimmt werden. Der Quotient der 

Absorptionen bei 260 nm und bei 280 nm (A(260nm)/A(280nm)) spiegelte die Reinheit 

der mRNA wider und sollte zwischen 1,6 und 2,1 liegen. Das Gerät berechnete die 

Konzentration der mRNA mit folgender Formel: mRNA-

Konzentration (µg/µl) = 40 x A(260 nm) x Verdünnungsfaktor. Für die Messungen 

wurden je 198 µl RNAse-freies Wasser mit 2 µl mRNA in einer Mikro- Küvette (UV-

Küvette) gemischt. Als Referenzwert wurde eine UV-Küvette mit 200 µl RNAse-freiem 

Wasser benutzt. Die Konzentration der mRNA wurde drei Mal gemessen und gemittelt. 

Dieser Wert wurde als Ausgangswert für die Reverse Transkription (RT) benutzt. 

2.1.4.2 Reverse Transkription 

Die RT bezeichnet den Vorgang, bei dem aus der zuvor isolierten mRNA mit Hilfe des 

Enzyms Reverse Transkriptase cDNA hergestellt wird, welche als Ausgangsprodukt 

für die qPCR dient122. Die notwendigen Schritte und die Konzentrationen der benutzten 

Substrate waren abhängig von der gemessenen mRNA-Konzentration der Proben. Die 



 

 

Material und Methoden 

23 

 

mRNA wurde mit RNAse-freiem Wasser und 6 µl eines 25 µM p(dT)15-Primers 

vermischt. Dieser Primer bestand aus 15 Desoxythymidinnukleotiden ((dT)15), war 

komplementär zum Poly(A)-Schwanz am 3´-Ende der mRNA und diente als Startpunkt 

der RT122. Das Anlagern der p(dT)15-Primer an die mRNA wurde durch ein 6-minütiges 

Programm im Thermocycler katalysiert. Dabei wurden die Eppis auf 110°C erhitzt und 

anschließend für 4 min auf 72°C gebracht. Danach wurden sie zum Lagern auf 4°C 

heruntergekühlt. Der nächste Schritt war das Zufügen von RNAse-freiem Wasser und 

des Master Mix. Der Master Mix bestand aus einem RT-Puffer, einem 

Desoxyribonukleosidtriphosphat-Mix (dNPT-Mix), RNAse Out, bovinem Serum-

albumin (BSA) und der Reversen Transkriptase des Avian Myeloblastosis 

Virus (AMV). Der dNTP-Mix bestand aus vier Desoxyribonukleosidtriphosphaten: 

Desoxyadenosintriphosphat (dATP), Desoxyguanosintriphosphat (dGTP), Desoxy-

cytidintriphosphat (dCTP) und Desoxythymidintriphosphat (dTTP) in der finalen 

Konzentration von 220 µM. RNAse Out war ein RNAsen-Inhibitor und wurde in der 

Konzentration von 40 U/µl eingesetzt. BSA wurde in der Konzentration 10 mg/ml 

benutzt. Die RT erfolgte im Thermocycler für 90 min bei 42°C. Anschließend wurde die 

DNA/RNA-Hybridhelix bei 94°C über 10 min denaturiert. Mit der gewonnenen cDNA 

konnte direkt die qPCR angeschlossen werden. Alternativ konnte die cDNA in Eppis 

tiefgefroren gelagert werden. 

2.1.4.3 Quantitative Polymerasekettenreaktion 

Die qPCR-Vorbereitung erfolgte in speziellen 96-Well-Platten (96-WP). Die 

Experimente wurden mit 4 biologischen Replikaten mit je 2 technischen Replikaten 

durchgeführt, somit wurden 8 Einzelwerte (n=8) für die statistische Auswertung 

benutzt. Bei der qPCR wurde die entstandene DNA kontinuierlich gemessen, es 

erfolgte also keine Endpunktbestimmung123. Für diese Messungen wurde der Farbstoff 

SYBR-Green benutzt, welcher nach der Bindung an die DNA zu fluoreszieren 

begann124. Insgesamt wurden 40 Zyklen durchgeführt. Bei jedem Zyklus fand eine 

exponentielle Vermehrung der DNA statt und somit eine Zunahme der Fluoreszenz 

(Abbildung 1b). Diese Fluoreszenzzunahme wurde in jedem Zyklus gemessen und 

wurde in einem Diagramm als Verlaufskurve abgebildet (Abbildung 1d). Die dabei 

entstandenen Amplifikationskurven stellten zusätzlich den Schwellenwert (englisch: 

Cycle Threshold, Ct-Wert) jeder Probe dar (Abbildung 1c). Dieser Wert beschrieb, ab 

wann die Fluoreszenz der Probe über die ubiquitäre Fluoreszenz des Hintergrunds 

anstieg und war in Abbildung 1 als Schnittpunkt der horizontalen Linie (Schwellenwert 
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der Hintergrundfluoreszenz, Abbildung 1a) und der Amplifikationskurve dargestellt. 

Der Ct-Wert war abhängig von der DNA-Konzentration, die sich anfangs in der Probe 

befand: je mehr DNA, desto schneller wurde der Ct-Wert erreicht. Die vorhandene 

Menge der DNA konnte mithilfe der Amplifikationskurven abgeleitet werden. 

 

Je 1 µl einer cDNA-Probe wurde in ein Well der 96-WP pipettiert. 1 µl eines Primers 

(oder 1,5 µl der Primer Assay Lösung), 10,5 µl des RNAse-freien Wassers und 12,5 µl 

des SybrOx-Mastermix wurden dazugegeben. Der SybrOx-Mastermix bestand aus 

folgenden Substanzen: mit Antikörpern blockierte Taq-DNA-Polymerase, PCR-Buffer 

mit 3 mM MgCl, 400 μM von jedem dNTP und 0,1 μM ROX reference dye. Es wurden 

entweder bereits fertige Primer der Firma Qiagen, oder QuantiTech Primer Assays 

benutzt. Diese wurden durch Zugabe von RNAse-freiem Wasser zu der Assaylösung 

hergestellt. Als Negativkontrolle für jeden Primer wurde je ein Well mit Wasser und 

dem Primer-Mastermix-Gemisch benutzt. Als Referenzwert für die Genaktivitäten der 

cDNA-Proben wurde die Aktivität der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

(GAPDH) als Positivkontrolle benutzt. GAPDH ist ein Haushaltsgen, also ein Gen, das 

ubiquitär vorkommt und dessen Expression unabhängig von Zelltyp, Zellstadium und 

äußeren Einflüssen konstant bleibt125. Die 96-WP wurden nach dem Pipettieren kurz 

Abbildung 1: Exemplarische Darstellung der Amplifikationskurven  
a) Schwellenwert der Hintergrundfluoreszenz (horizontale Linie) 
b) Messpunkt der Fluoreszenz in einem Zyklus  
c) Ct-Wert (Schnittpunkt der Amplifikationskurve mit der horizontalen Linie) 
d) Zusammenfassung der Messpunkte einer Probe zu einer Amplifikationskurve, jede 
Kurve in unterschiedlicher Farbe dargestellt 
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zentrifugiert. Das qPCR-Programm wurde am Stratagene MX3000P durchgeführt und 

dauerte 1 h 52 min 51 s (Abbildung 2). Als Erstes erfolgte dabei die initiale 

Denaturierung der DNA-Stränge bei 95°C, danach die Anlagerung (Annealing) der 

spezifischen Primer und anschließend die Amplifikation der DNA bei 60°C. Dieser 

Zyklus wurde 40-mal wiederholt. Dabei entstanden Amplifikationskurven der DNA-

Proben und der Wasser-Proben.  

 

Zum Auswerten der Ergebnisse wurde mit dem Programm Microsoft Excel eine 

Tabelle erstellt, in der aus den Ct-Werten der cDNA-Proben und den Ct-Werten der 

GAPDH-Proben die delta Ct- und die delta delta Ct-Werte errechnet wurden. Diese 

Methode lieferte normalisierte Werte, welche miteinander verglichen werden konnten. 

Die Signifikanz der Ergebnisse wurde mit dem delta Ct-Wert mittels One Way Anova 

oder mit dem Dunnet Test ermittelt (siehe Kapitel 2.3). 

2.1.5 Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

Das Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein Nachweisverfahren, bei 

dem durch Markierung von Proteinen mit spezifischen Antikörpern (AK) eine 

enzymatische Farbreaktion ausgelöst wird, welche zur Bestimmung der 

Abbildung 2: Thermal Profil der quantitativen Polymerasekettenreaktion 

Dauer des Programms: 1h 52 min 51 s. In Segment 1 werden die Proben auf 95°C erwärmt 

und für 5 min bei der Temperatur belassen. Segment 2 besteht aus 40 Zyklen, die je 15 s 

bei 95°C und dann 1 min bei 60°C ablaufen. Segment 3 dauert 1 min bei 95°C. Segment 4 

beginnt bei 55°C und endet bei 95°C, je 30 s. In Segment 5 wird auf 25°C abgekühlt. 
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1 Zyklus 
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Substratkonzentration genutzt wird126, 127. Es wurden je 750 µl des Kulturmediums pro 

Well an d0, d3, d10, d13, d17, d24, d35 und d50 entnommen und in sterilen Eppis 

schockgefroren. Ein ELISA-Kit für humanes Troponin T der Firma RayBiotech mit einer 

96-WP als Reaktionsgefäß wurde nach Herstellerangaben verwendet. Alle 

Arbeitsschritte wurden auf Raumtemperatur durchgeführt. Der Boden der Wells war 

mit einem spezifischen AK für humanes Troponin T beschichtet. Im ersten Schritt 

wurden 100 µl des unverdünnten Kulturmediums pro Well hineingegeben. Das 

Troponin T im Kulturmedium wurde durch diese AK gebunden. Zusätzlich wurde eine 

für dieses Kit spezifische Verdünnungsreihe mit festgelegten Standards erstellt, 

anhand welcher im Auswertungsprogramm Magellan V7.1 der Firma Tecan die 

Substratkonzentrationen der Proben errechnet wurde. Als zweiter Schritt wurde nach 

Abkippen des Kulturmediums und vier Waschvorgängen ein biotinylierter AK für 1 h 

dazugegeben. Dieser war ebenfalls spezifisch für humanes Troponin T und heftete 

sich an das bereits durch die AK am Boden der WP gebundene Troponin T. Zusätzlich 

bot der biotinylierte AK durch das angeheftete Biotin eine Bindungsstelle für das 

Streptavidin, welches im nächsten Schritt verwendet wurde127. Zum Detektieren der 

AK wurde nach dem Waschen der Wells als dritter Schritt Streptavidin, das mit einer 

Horseradish Peroxidase (HRP) konjugiert war, für 45 min dazugegeben. Das HRP-

Streptavidin wurde im darauf folgenden Schritt mit einem Tetramethylbenzidin-

Substrat aktiviert und erzeugte eine Farbreaktion127 (Abbildung 3). Die Farbintensität 

war von der quantitativen AK Bindung des Substrats in den Wells, also von der 

Konzentration des Substrats im Kulturmedium, abhängig. Um eine überschießende 

Farbreaktion zu vermeiden und statistisch relevante und vergleichbare Werte zu 

erhalten, wurde die Reaktion nach 30 min mit einer schwefelsäurehaltigen Lösung 

gestoppt. Die Auswertung erfolgte am Mikroplatten-leser Tecan infinite M200. Die 

Farbintensität wurde bei einer Wellenlänge von 450 nm gemessen. 
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Abbildung 3: Schematischer ELISA-Versuchsaufbau in einem Well 

2.1.6 Immunhistochemie 

Die IHC ermöglicht die Darstellung von intrazellulären und intramembranösen 

Zellbestandteilen durch deren Markierung mit AK128, 129. Jeder AK bindet dabei an ein 

bestimmtes Epitop129. Die AK sind zusätzlich mit verschiedenen Detektionssystemen 

ausgestattet und ermöglichen dadurch die Darstellung des markierten Gewebes128. 

Die Immunfluoreszenz (IF) ist eine Unterform der IHC und arbeitet mit 

fluoreszierenden AK. Es gibt zwei Arten der IF: die direkte und indirekte IF. Bei der 

direkten IF binden die konjugierten AK direkt an die Antigene (AG) und können sofort 

mikroskopiert werden. Bei der indirekten IF wird erst ein unkonjugierter AK benutzt, 

um das AG zu markieren. Danach wird ein zweiter, mit einem Fluoreszenzfarbstoff 

konjugierter AK benutzt, welcher den unkonjugierten AK bindet. Die dabei entstehende 

Fluoreszenzantwort fällt intensiver aus, als bei der direkten IF130, 131. Fluoreszenz-

farbstoffe senden eine bestimmte Wellenlänge des Lichts aus (Emissionsspektrum), 

wenn sie durch eine passende Wellenlänge angeregt wurden (Anregungs-

spektrum)132. Diese Emission kann im Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht 

werden und als Bild festgehalten werden. Die dabei entstehenden Bilder haben einen 

schwarzen Hintergrund und nur die mit AK markierten Zellbestandteile sind farblich 

hervorgehoben.  

Zur Darstellung verschiedener Strukturen eines Präparats in unterschiedlichen Farben 

mussten die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe unterschiedliche Anregungs- und 

Emissionsspektren haben. Die DNA im Zellkern wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff 

4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) angefärbt. DAPI wird durch UV-Licht angeregt und 

emittiert im kurzwelligen, blauen Wellenlängenbereich. Die Zellkerne wurden damit 
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blau dargestellt133. Die beiden Fluoreszenzfarbstoffe, die verwendet wurden, um 

Zellbestandteile anzufärben, waren Alexa Fluor 647 (AF647) und Fluorescein 

Isothiocyanat (FITC). AF647 fluoreszierte rot und FITC grün. Um die 

Fluoreszenzfarbstoffe im Mikroskop anzuregen, musste für jedes Konjugat eine 

individuelle Belichtungszeit bestimmt werden. Anschließend konnte eine 

Bildaufnahme angefertigt werden. Es entstanden einzelne Bilder der Konjugate, 

welche durch das Leica LAS X Programm aufgenommen und zu einem Image Overlay 

zusammengefügt wurden. Eine zu lange Belichtungszeit führte zum 

Ausbleichen (Fading) der Präparate134. Beim Fading entsteht durch verlängerte 

Aktivierung der fluoreszierenden Farbstoffe eine Reaktion mit den umgebenden 

Molekülen und somit ein irreversibler Verlust der Fluoreszenzfähigkeit134. 

Zur Durchführung der IHC wurden die Zellen nach d24 vereinzelt und in CS transferiert 

(siehe Kapitel 2.1.3.2.). Die Zellen mussten komplett vereinzelt vorliegen, damit im 

Färbeprozess die einzelnen Zellbestandteile deutlich sichtbar wurden und es nicht zu 

starken Überlagerungseffekten kam. Nach 24 h hafteten die Zellen am Boden der CS 

und konnten für die IHC-Darstellungen markiert werden. Die CS bestanden aus vier 

15 mm² großen, einzelnen Kammern auf einem Objektträger, welche durch ein 

Plastikgerüst begrenzt waren. 

Die Vorbereitung der hiPSC-CM für IHC erfolgte in einer Abzugsarbeitsbank. Im ersten 

Arbeitsschritt wurde das Kulturmedium abgekippt und für 5 min 1 ml PBS pro Chamber 

hinein pipettiert. Zum Fixieren der Zellen wurden anschließend je 250 µl 4 %iges 

Formaldehyd (Histofix) pro Chamber für 10 min dazugegeben. Das CS wurde zum 

Ausspülen des Histofix in einen Behälter mit PBS eingetaucht, kurz geschwenkt, 

entleert und am Zellstoff abgetupft. Anschließend erfolgte ein erneuter Waschschritt 

mit PBS. Zur Betrachtung der intrazellulären Zellbestandteile, wie Troponin T, mussten 

die Zellen permeabilisiert werden. Dazu wurde pro Chamber 1 ml 0,5 %ige Triton-

Lösung (0,5 ml Triton in 100 ml PBS (ohne Kalzium (Ca), ohne Magnesium (Mg)) für 

10 min hineingegeben. Danach wurde es abgekippt, in einem frischen PBS-Bad 

ausgespült und mit 1 ml PBS gewaschen. Die Blockierung der reaktiven Bereiche 

erfolgte mit 1 ml 1 %iger BSA-Lösung (1 g BSA in 100 ml PBS (ohne Ca, ohne Mg)) 

für 30 min. Andernfalls würden die reaktiven Bereiche zu einer unspezifischen Bindung 

der AK und somit zu einer unspezifischen Fluoreszenzantwort führen135. Anschließend 

wurden die Chambers im PBS-Bad ausgespült. Mit diesem Schritt war die 

Vorbereitung der Zellen für IHC-Darstellungen abgeschlossen. 
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Zur korrekten Darstellung der Zellbestandteile wurden zunächst Titrationsmessungen 

zur Bestimmung der optimalen AK-Konzentration durchgeführt. In der anschließenden 

Betrachtung im Fluoreszenzmikroskop wurde darauf geachtet, dass der AK die zu 

detektierenden Strukturen spezifisch gebunden hat. 

Konjugierte AK wurden nach der Vorbereitung direkt als PBS/AK-Mischung in die 

Chambers gegeben. Nach 1 h Inkubation bei 4°C wurden die AK mit PBS 

ausgewaschen. Als letzter Schritt wurde ein Tropfen DAPI pro Chamber 

hineingegeben. Zum Einwirken wurden die CS für 5 min lichtgeschützt auf einem 

Schüttler bei langsamer Geschwindigkeit hin und herbewegt. Das überschüssige DAPI 

wurde anschließend vorsichtig abgeklopft. Abschließend wurde der Chamberaufsatz 

vom Objektträger abgespalten und ein Deckglas vorsichtig aufgesetzt. Das Deckglas 

durfte nicht zu stark gedrückt und danach auch nicht mehr verschoben werden, da 

sonst die gefärbten Zellen geschädigt worden wären. 

Bei Verwendung von unkonjugierten AK musste ein zusätzlicher Schritt durchgeführt 

werden. Zunächst wurde die Mischung aus unkonjugiertem AK und PBS in die 

Chambers pipettiert und bei 4°C für 24 h in einer Feuchtkammer auf einer ebenen 

Fläche abgedeckt inkubiert. Anschließend wurden dieselben Schritte, wie mit 

konjugierten AK, durchgeführt. Der Ablauf der IHC-Vorbereitungen wird in Abbildung 

4 schematisch zusammengefasst. 

 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung der IHC-Vorbereitungen 
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2.1.7 Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie oder FACS ist eine Methode, mit der Zellen anhand von 

Größe, Granularität und Markierung mit AK unterschieden werden können132. 

Für FACS-Analysen mussten die Zellen komplett vereinzelt vorliegen (siehe Kapitel 

2.1.3.2). Nach der Resuspension mit SF wurde für 2 min bei 2000 rpm zentrifugiert 

und der Überstand abgesaugt. Die Fixierung der Zellen erfolgte mit PBS/Formalin 

(37 ml PBS mit 1 ml 37%iges Formalin). Das Zellpellet wurde in 500 µl PBS/Formalin 

gelöst, für 2 min bei 2000 rpm zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. Zur 

Darstellung intrazellulärer Moleküle wie Troponin T mussten die Zellen permeabilisiert 

werden. Hierfür wurde 1 ml der PermWash-Lösung (1 ml PermWash mit 9 ml 

AquaDest) vorsichtig in dem Eppi mit dem Zellpellet bis zum Schäumen auf- und 

abpipettiert. Das Eppi wurde lichtgeschützt für 10 min im KS inkubiert. Nach 

Zentrifugation bei 2000 rpm für 2 min wurde der Überstand abgesaugt. Das Zellpellet 

wurde mit 500 µl PBS resuspendiert und abhängig von der Zellanzahl und Anzahl der 

Experimente auf 100/ 200/ 250 µl der Mischung pro FACS-Röhrchen aufgeteilt. Jedes 

Röhrchen wurde mit PBS auf 500 µl Inhalt aufgefüllt und bei 2800 rpm für 2 min 

zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt. Damit war die FACS-Vorbereitung 

abgeschlossen und die Zellen konnten mit AK markiert werden. Die benötigte 

Konzentration der konjugierten AK wurde vorher in Titrationsmessungen ermittelt. Die 

benutzten Materialien und AK sind in Kapitel 2.2.4 aufgeführt. Die Färbung erfolgte mit 

einer PBS/AK-Mischung (100 µl PBS mit AK in der benötigten Konzentration). Die 

FACS-Röhrchen wurden lichtgeschützt für 30 min im KS inkubiert. Zum Auswaschen 

der AK wurden 400 µl PBS hinzugefügt, bei 2800 rpm für 2 min zentrifugiert und der 

Überstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde mit 100 µl PBS resuspendiert. Nach 

diesem Schritt waren die Zellen bereit für FACS-Messungen.  

Die Messungen erfolgten direkt im Anschluss an einem FACS Canto II-Gerät mit der 

Software BD FACSDiva™. Unterschiedliche Zelleigenschaften wurden genutzt, um die 

Zellen differenziert zu quantifizieren. Die Zellen passierten nacheinander einen 

Laserstrahl, dabei wurde das Licht in verschiedene Richtungen gestreut und der 

Fluoreszenzfarbstoff angeregt136. Alles, was den Laserstrahl passierte, wurde als 

Ereignis (englisch: event) registriert und nach den Eigenschaften des gestreuten Lichts 

charakterisiert. Die Größe der Zellen wurde durch das Vorwärtsstreulicht (englisch: 

forward scatter, FSC) und die Granularität durch das Seitwärtsstreulicht (englisch: side 
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scatter, SSC) erfasst136. Zusätzlich wurden die Events nach dem Fluoreszenzsignal 

der AK markierten Zellbestandteile eingeordnet136.  

In der Zellsuspension befanden sich nicht nur Einzelzellen, sondern auch Zelldetritus, 

oder Zelldubletten, welche jeweils auch als Events gemessen wurden. Für unsere 

Messungen waren jedoch nur die Einzelzellen relevant. Zum Ausschluss der nicht 

relevanten Events mussten die Messbereiche angepasst werden. Dafür wurden alle 

gemessenen Events zunächst in einem Dot Plot-Diagramm, welches die Events nach 

FSC und SSC einteilte, dargestellt. Jeder Punkt bildete dabei ein Event ab. Ein 

Zielbereich (englisch: gate) (P1) wurde definiert, dabei wurden Events, die sich zu weit 

links auf der x-Achse befanden, ausgeschlossen (Abbildung 5a). Diese Events stellten 

Zelldetritus dar und sollten nicht berücksichtigt werden. Zusätzlich wurde ein Contour-

Plot erstellt, welches FSC-A (englisch: area, A) als x-Achse und FSC-W (englisch: 

width, W) als y-Achse hatte. Innerhalb der einzelnen Contour-Linien befanden sich 

Zellen gleicher Größe. Alle Zellen, die sich außerhalb der Linien befanden, waren 

deutlich inhomogener und von unterschiedlicher Größe. In dem Contour-Plot wurde 

ein horizontales Gate (P2 ≙ Einzelzellen) festgelegt, welches Einzelzellen von 

Dubletten abgrenzte (Abbildung 5b). Mit diesen zwei Diagrammen wurden die 

Bereiche festgelegt, in denen sich Events befanden, welche als Einzelzellen definiert 

wurden.  

Zur weiteren Charakterisierung der Einzelzellen wurden zwei Histogramme erstellt, 

welche die Fluoreszenzsignale der beiden benutzten AK (in Abbildung 5 FITC und 

APC (Allophycocyanin)) darstellten. Im Histogramm wurde die Fluoreszenzintensität 

(x-Achse) in Abhängigkeit zur Häufigkeit dieser Events (y-Achse) abgebildet. Zum 

Festlegen der Grenzen von spezifischer und unspezifischer Fluoreszenz wurden 

zusätzlich ungefärbte Zellen gemessen und ihre Eigenfluoreszenz berücksichtigt. Im 

Histogramm zeigte sich bei Messungen der mit AK markierten Zellen idealerweise ein 

Doppelgipfel (Abbildung 5c), wobei der erste Gipfel für die unspezifische 

Eigenfluoreszenz und der zweite Gipfel für die spezifische AK-Fluoreszenz der Zellen 

stand.  

Es erfolgte stets eine Doppelfärbung der Zellen mit den Konjugaten FITC und APC 

beziehungsweise AF675. Diese Konjugate wurden benutzt, weil sich ihre 

Emissionsspektren nicht überschnitten und somit keine Kompensationsmessung 

notwendig war. Zur besseren Übersicht der mit den fluoreszierenden AK markierten 

Zellen wurde ein Dot Plot mit beiden Fluoreszenzfarbstoffen erstellt und die 
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verschiedenen Anteile in einem Vier-Quadranten-Gate hervorgehoben. Die vier 

Quadranten zeigten die Aufteilung der Zellen, die entweder keine AK Markierung, mit 

einem AK oder mit zwei AK markiert wurden (Abbildung 5d).   

Eine Populationshierarchie zeigte die prozentualen Anteile der Subpopulationen sowie 

die absolute Anzahl der Events (Abbildung 5e). In der statistischen Auswertung wurde 

zusätzliche die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) tabellarisch aufgeführt (Abbildung 

5f).  
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Abbildung 5: Exemplarische FACS-Messung 
a) Dot Plot mit Forward und Side Scatter (FSC-A (A≙ area), SSC-A). Jeder Punkt im 
Diagramm stellt ein Event dar. FSC ist ein Maß für die Größe, SSC ein Maß für Granularität 
der Events. Definition des Messgates P1 (solide Zellen). Ausgeschlossene Events aus dem 
P1-Gate stellen Zelldetritus dar. Die verschiedenen Farben stellen unterschiedliche 
Populationen dar. 
b) Contour Plot mit FSC-A und FSC-W (W≙ width). Senkrechtes Gate, welches die 
Contouren einschließt. Innerhalb dieser befinden sich Zellen, die homogen groß sind. Alle 
sich darüber befindenden Zellen unterscheiden sich in ihrer Größe deutlich von den anderen. 
Definition des Messgates P2 (Einzelzellen). 
c) Histogramme mit Verteilung der Events innerhalb der FITC-/ APC-Intensität. Das FITC- 
Histogramm zeigt die typische Doppelgipfligkeit, welche die spezifischen und unspezifischen 
AK-Bindungen darstellt. 
d) Dot Plot mit einem Quadranten Gate mit der Doppelfärbung FITC-A und APC-A. Q1= nur 
APC positiv, Q2= APC und FITC positiv, Q3= negativ für APC und FITC, Q4= nur FITC 
positiv. 
e) Darstellung der Hierarchie innerhalb der Gates mit jeweils der Anzahl der gemessenen 
Events und dem prozentuellen Anteil an der Gesamtpopulation und an der übergeordneten 
Population. 
f) Tabellarische Darstellung der statistischen Auswertung mit jeweils der mittleren 
Fluoreszenzintensität (MFI).  
FITC ≙ Fluorescein Isothiocyanat, APC ≙ Allophycocyanin 

P2 Einzelzellen 

 Einzelzellen 

 Einzelzellen 
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Die FACS-Messungen wurden genutzt um die Effektivität beider Differenzierungs-

protokolle (2014 vs 2018) in Bezug auf hiPSC-CM Anteil in der Mischkultur zu 

vergleichen. Zusätzlich wurde der Anteil der NCM an der Mischkultur ermittelt.  

2.2 Material 

2.2.1 Medien, Supplemente und Puffer 

Die Medien, Supplemente oder Puffer werden hier in chronologischer Reihenfolge in 

der zellkulturellen Arbeit und der kardialen Differenzierung aufgeführt. Zusätzlich 

werden die Zusammensetzungen der verschiedenen Medien aufgelistet. Die 

Supplemente wurden nach Herstellerangaben vorbereitet und gelagert. 

 

Benötigte Materialien: 

- DPBS, with calcium, with magnesium (Katalognummer: 14040091), Gibco™, 

Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten 

- Corning® Matrigel® Growth Factor Reduced (GFR) Basement Membrane 

Matrix, *LDEV-Free, 10mL (Katalognummer: 354230), Corning, New York, 

Vereinigte Staaten 

- 500ml TeSR™-E8™ (Katalognummer: 05990), Stemcell Technologies Inc., 

Vancouver, Kanada 

- Rock- Inhibitor Y27632 (Katalognummer: 130-103-922), Miltenyi Biotec, 

Bergisch Gladbach, Deutschland 

- EDTA- Lösung (pH8,0) 0,5M (Katalognummer: A4892.0500), AppliChem 

GmbH, Darmstadt, Deutschland 

- DPBS, ohne Calcium, ohne Magnesium (Katalognummer: 14190144), Gibco™, 

Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten 

- Sodium Chlorid (NaCl) (Katalognummer: S7653-250G), Merck, Darmstadt, 

Deutschland 

- Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) (Katalognummer: 15140122), Gibco™, 

Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten 

- 0,4%ige Trypanblaulösung (Katalognummer: T8154), Merck, Darmstadt, 

Deutschland 

- RPMI 1640 Medium, GlutaMAX™ Supplement (Katalognummer: 61870044), 

Gibco™, Thermo Fischer Scientific Waltham, Massachusetts, Vereinigte 

Staaten 
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- Sodium Pyruvate (100 mM) (Katalognummer: 11360039), Gibco™, Thermo 

Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten 

- B-27® Supplement (50X), serum free (Katalognummer: 17504044), Gibco™ 

Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten 

- L-Ascorbic acid 2-phosphate sesquimagnesium salt hydrate  (Katalognummer: 

A8960-5G), Merck, Darmstadt, Deutschland 

- StemMACS CHIR99021 (Katalognummer: 130-103-926), Miltenyi Biotec, 

Bergisch Gladbach, Deutschland 

- Recombinant Human BMP-4 Protein (Katalognummer:314-BP-010), R&D 

Systems, Minneapolis, Minnesota, Vereinigte Staaten 

- Recombinant Human/Mouse/Rat Activin A Protein (Katalognummer: 338-AC-

010), R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, Vereinigte Staaten 

- Human FGF-2, premium grade (Katalognummer: 130-093-841), Miltenyi Biotec, 

Bergisch Gladbach, Deutschland 

- IWP-4 (Katalognummer: 72552), StemCell Technologies, Vancouver, Kanada 

- IWP-2 (Katalognummer: 72122), StemCell Technologies, Vancouver, Kanada 

- RPMI 1640 Medium, no glutamine (Katalognummer: 01-101-1A), Biological 

Industries, Beit HaEmek, Israel 

- HEPES (1M) (Katalognummer: 15630080), Thermo Fischer Scientific, 

Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten 

- Albumin human (Katalognummer: A9731-5G), Merck, Darmstadt, Deutschland 

- Sodium DL-lactate solution 50% (Katalognummer: 72713), Merck, Darmstadt, 

Deutschland 

- 2-Mercaptoethanol (50 mM) (Katalognummer: 31350010), Gibco™, Thermo 

Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten 

 

Zusammensetzungen der Medien: 

- EDTA: 250 µl EDTA Stock solution (0,5M) + 250 ml PBS (-Ca, -Mg) + 225 mg 

NaCl 

- E8: 480 ml TeSR- E8 Medium + 20 ml 25x Supplement + 5 ml P/S 

- KM: 500 ml RPMI 1640 mit Glutamax + 5 ml P/S + 5 ml Natrium- Pyruvat 

- SF: 49 ml KM + 1 ml B27 + 50 µl L-Ascorbinsäure (ASC) (200µM) 

- MDM: 50 ml SF + 5 µl CHIR + 25 µl BMP4 + 45 µl AA + 25 µl FGF2 
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- SM: 49 ml RPMI ohne Glutamax + 500 µl P/S + 250 µl Sodium Lactate 

Stock (440mM) (SLS) + 100 µl 2-Mercaptoethanol (50mM) 

- SLS: 500 µl 50% Sodium Lactate Solution + 4,5 ml HEPES (1M) 

- CDM: 500 ml RPMI 1640 mit Glutamax + 5 ml P/S+ 12,5 ml HEPES+ 250 mg 

Albumin+ 100 mg ASC 

- CCM: 500 ml RPMI 1640 mit Glutamax + 5 ml P/S+ 12,5 ml HEPES + 10 ml 

B27 

2.2.2 Materialien und Primer für PCR 

- RNeasy Mini Kit (Katalognummer: 74106), Qiagen, Venlo, Niederlande 

- RNase-Free DNase Set (Katalognummer: 79254), Qiagen, Venlo, Niederlande 

- Collection Tubes (Katalognummer: 19201), Qiagen, Venlo, Niederlande 

- QIAshredder (Katalognummer: 79656), Qiagen, Venlo, Niederlande 

- dNTP-Mix (10 mM) (Katalognummer: 18427013), Invitrogen™, Thermo Fischer 

Scientific, Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten 

- RNaseOUT™ (Katalognummer: 10777019), Invitrogen™, Thermo Fischer 

Scientific, Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten 

- Primer für cDNA-Synthese, oligo-p(dt)15 (Katalognummer: 10814270001), 

Roche, Basel, Schweiz 

- Reverse Transkriptase AMV (Katalognummer: 10109118001), Roche, Basel, 

Schweiz 

- MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction Plate, 0.1 mL (Katalognummer: 

4346907), life technologies™, Thermo Fischer Scientific, Waltham, 

Massachusetts, Vereinigte Staaten 

- PCR-Röhrchen, 0.2 ml (Katalognummer:11376044), Axygen™, Corning, New 

York, Vereinigte Staaten 

- SibirRoxHot Master Mix, ROX 0.1μM (Katalognummer: 119 405), Bioron, 

Ludwigshafen, Deutschland 

- Real Time PCR Klebefolie 135x80 mm (Katalognummer: 26979), GeneOn, 

Ludwigshafen, Deutschland 
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Primer: 

- RT² qPCR Primer Assay for Human GAPDH, (Katalognummer: PPH00150F-

200), Qiagen, Venlo, Niederlande 

- RT² qPCR Primer Assay for Human GJC1, (Katalognummer: PPH02456E-200), 

Qiagen, Venlo, Niederlande 

- RT² qPCR Primer Assay for Human GJA1, (Katalognummer: PPH02781E-200), 

Qiagen, Venlo, Niederlande 

- RT² qPCR Primer Assay for Human GJA5, (Katalognummer: PPH06113F-200), 

Qiagen, Venlo, Niederlande 

- RT² qPCR Primer Assay for Human APOA1, (Katalognummer: PPH02456E-

200), Qiagen, Venlo, Niederlande 

- RT² qPCR Primer Assay for Human Scn5A, (Katalognummer: PPH02456E-

200), Qiagen, Venlo, Niederlande 

- RT² qPCR Primer Assay for Human HCN2, (Katalognummer: PPH06874B-

200), Qiagen, Venlo, Niederlande 

- RT² qPCR Primer Assay for Human HCN4, (Katalognummer: PPH14624C-

200), Qiagen, Venlo, Niederlande 

- RT² qPCR Primer Assay for Human CTF1, (Katalognummer: PPH02456E-200), 

Qiagen, Venlo, Niederlande 

- RT² qPCR Primer Assay for Human TTN, (Katalognummer: PPH02456E-200), 

Qiagen, Venlo, Niederlande 

- QuantiTect Primer Assay for SLC8A1, (Katalognummer: QT00075376), 

Qiagen, Venlo, Niederlande 

- QuantiTect Primer Assay for SCN5A, (Katalognummer: QT00091812), Qiagen, 

Venlo, Niederlande 

- QuantiTect Primer Assay for TNNT2, (Katalognummer: QT00089782), Qiagen, 

Venlo, Niederlande 

- QuantiTect Primer Assay for TTN, (Katalognummer: QT01677277), Qiagen, 

Venlo, Niederlande 

- QuantiTect Primer Assay for POU5F1, (Katalognummer: QT02323405), 

Qiagen, Venlo, Niederlande 

- QuantiTect Primer Assay for SOX2, (Katalognummer: QT00026964), Qiagen, 

Venlo, Niederlande 
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- QuantiTect Primer Assay for NANOG, (Katalognummer: QT01886549), Qiagen, 

Venlo, Niederlande 

- QuantiTect Primer Assay for FABP3, (Katalognummer: QT00018809), Qiagen, 

Venlo, Niederlande 

- QuantiTect Primer Assay for ACTA2, (Katalognummer: QT01876469), Qiagen, 

Venlo, Niederlande 

2.2.3 Materialien und Antikörper für IHC 

- Roti®-Histofix 4 % (Katalognummer: P087.5), ROTH, Karlsruhe, Deutschland 

- Triton™ (Katalognummer: X-100-100ML), Merck, Darmstadt, Deutschland 

- Bovine Serum Albumin (Katalognummer: 11930.03), SERVA, Heidelberg, 

Deutschland 

- CultureSlides (Katalognummer: 354114), Falcon, Corning, New York, 

Vereinigte Staaten 

- VECTASHIELD with DAPI, 10 ml (Katalognummer: VEC-H-1200), Vector 

Laboratories, Burlingame, Kalifornien, Vereinigte Staaten 

 

Konjugierte Antikörper mit Fluoreszenzmarkern in Klammern: 

- Anti-Cardiac Troponin T-AK (FITC) (Katalognummer: orb187249), Biorbyt, 

Cambridge, Vereinigtes Königreich 

- Anti-Cardiac Troponin T-AK (AF647) (Katalognummer: 565744), BD 

Pharmingen, Franklin Lakes, New Jersey, Vereinigte Staaten 

- Anti-CD36-AK (FITC) (Katalognummer: 60084FI), Stemcell Technologies, 

Vancouver, Kanada 

- Anti-ACTA2-AK (APC) (Katalognummer: NBP2-47698AF647), Novus 

Biologicals, Centennial, Colorado, Vereinigte Staaten 

- Goat anti mouse-AK (FITC) (Katalognummer: ABIN2145562), antibodies-

online, Aachen, Deutschland 

- Goat anti rat-AK (FITC) (Katalognummer: ABIN638344), antibodies-online, 

Aachen, Deutschland 

- Goat anti rabbit-AK (FITC) (Katalognummer: QL230437), Invitrogen, Carlsbad, 

Kalifornien, Vereinigte Staaten 
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Unkonjugierte Antikörper: 

- Oligoklonal Rabbit Anti-Connexin 40-AK (Katalognummer: 1965913), 

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, Vereinigte Staaten 

- Purified Mouse Anti-Connexin 43-AK (Katalognummer:610062), BD 

Pharmingen, Franklin Lakes, New Jersey, Vereinigte Staaten 

- Monoklonal Mouse Anti-Connexin 45-AK (Katalognummer: MAB3100-C), 

Merck Millipore, Burlington, Massachusetts, Vereinigte Staaten 

- Monoklonal Rat Anti-Fibroblast-AK (ER-TR7) (Katalognummer: MA1-410076), 

Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten 

- Monoklonal Mouse Anti-Vimentin-AK (Katalognummer: V6389), Merck, 

Darmstadt, Deutschland  

2.2.4 Materialien und Antikörper für FACS 

- Formaldehyde solution 37% (Katalognummer: 252549), Merck, Darmstadt, 

Deutschland  

- BD Perm/Wash™ (Katalognummer: 554723), BD Pharmingen, Franklin Lakes, 

New Jersey, Vereinigte Staaten 

- Ampuwa Spüllösung (Katalognummer: B207151-06), Fresenius Kabi, Bad 

Homburg, Deutschland 

 

Konjugierte Antikörper mit Fluoreszenzmarker in Klammern: 

- Anti-Cardiac Troponin T-AK (FITC) (Katalognummer: orb187249), Biorbyt, 

Cambridge, Vereinigtes Königreich 

- Anti-Cardiac Troponin T-AK (AF647) (Katalognummer: 565744), BD 

Pharmingen, Franklin Lakes, New Jersey, Vereinigte Staaten 

- Anti-CD36-AK (FITC) (Katalognummer: 60084FI), Stemcell Technologies, 

Vancouver, Kanada 

- Anti-ACTA2-AK (AF647) (Katalognummer: NBP2-47698AF647), Novus 

Biologicals, Centennial, Colorado, Vereinigte Staaten 

- Anti-CD54-AK (FITC) (Katalognummer: ABIN2144636), antibodies-online, 

Aachen, Deutschland 

- Anti-CD31-AK (AF647) (Katalognummer: 558094), BD Pharmingen, Franklin 

Lakes, New Jersey, Vereinigte Staaten 
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- Anti-NLRP3-AK (AF647) (Katalognummer: IC7578R), R&D Systems, 

Minneapolis, Minnesota, Vereinigte Staaten  

- Anti-CD14-AK (AF647) (Katalognummer: 325612), Biolegend, San Diego, 

Kalifornien, Vereinigte Staaten 

2.2.5 Materialien für ELISA 

- Human Troponin T ELISA Kit (Katalognummer: ELH-Troponin T), RayBiotech, 

Norcross, Giorgia, Vereinigte Staaten  

 

2.2.6 Sonstige Materialien 

- Eppendorf Safe-Lock Tubes, 0.5 mL, Eppendorf Biopur®, farblos, 50 Stück, 

einzeln verpackt (Katalognummer: 30121570), Eppendorf AG, Hamburg, 

Deutschland 

- Eppendorf Safe-Lock Tubes, 1.5 mL, Eppendorf Biopur®, farblos, 100 Stück, 

einzeln verpackt (Katalognummer: 30121589), Eppendorf AG, Hamburg, 

Deutschland 

- Eppendorf Safe-Lock Tubes, 2.0 mL, Eppendorf Biopur®, farblos, 100 Stück, 

einzeln verpackt (Katalognummer: 30121597), Eppendorf AG, Hamburg, 

Deutschland 

- Eppendorf® ep Dualfilter T.I.P.S.® volume × L 50-1,000 μL × 76 mm (blue) 

(Katalognummer: Z741106), Merck, Darmstadt, Deutschland 

- Eppendorf® ep Dualfilter T.I.P.S.® volume × L 2-200 μL × 55 mm (yellow) 

(Katalognummer: Z741104), Merck, Darmstadt, Deutschland 

- Eppendorf® ep Dualfilter T.I.P.S.® volume × L 0.1-10 μL × 34 mm (dark grey) 

(Katalognummer: Z741098), Merck, Darmstadt, Deutschland 

- Falcon® 75cm² Rectangular Canted Neck Cell Culture Flask with Vented Cap 

(Katalognummer: 353136), Falcon, New York, Vereinigte Staaten 

- Falcon® 25cm² Rectangular Canted Neck Cell Culture Flask with Vented Cap 

(Katalognummer: 353108), Falcon, New York, Vereinigte Staaten 

- Falcon® 24 Well Clear Flat Bottom TC-Treated Multiwell Cell Culture Plate, with 

Lid, Sterile, 50/Case (Katalognummer: 353047), Falcon, New York, Vereinigte 

Staaten 



 

 

Material und Methoden 

41 

 

- Falcon® 5mL Serological Pipet, Polystyrene, 0.1 Increments, Individually 

Packed, Sterile, 50/Bag, 200/Case (Katalognummer: 357543), Falcon, New 

York, Vereinigte Staaten 

- Falcon® 10mL Serological Pipet, Polystyrene, 0.1 Increments, Individually 

Packed, Sterile, 50/Bag, 200/Case (Katalognummer: 357551), Falcon, New 

York, Vereinigte Staaten 

- Falcon® 25mL Serological Pipet, Polystyrene, Space Saver, 0.25 Increments, 

Sterile, 50/Pack, 200/Case (Katalognummer: 357525), Falcon, New York, 

Vereinigte Staaten 

- Falcon® 50mL High Clarity PP Centrifuge Tube, Conical Bottom, Sterile, 

(Katalognummer: 352070), Falcon, New York, Vereinigte Staaten 

- Falcon® 15mL High Clarity PP Centrifuge Tube, Conical Bottom, with Dome 

Seal Screw Cap, (Katalognummer: 352096), Falcon, New York, Vereinigte 

Staaten 

- Corning™ Falcon™ Cell Scrapers (Katalognummer: 353085), Falcon, New 

York, Vereinigte Staaten 

- Parafilm M Verschlussfolie 10 cm x 38 m (Katalognummer: 701605), Merz, 

Frankfurt am Main, Deutschland 

- EMD Millipore Stericup™ Sterile Vacuum Filter Units 1000ml (Katalognummer: 

SCVPU11RE), Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, Vereinigte 

Staaten 

 

2.2.7 Technische Gerätschaften 

- Sterilbank HERA safe, (Katalognummer: 51022515), Kendro Laboratory 

Products, Langenselbold, Deutschland 

- Inkubator HERA cell 240, (Katalognummer: 5536009), Kendro Laboratory 

Products, Langenselbold, Deutschland 

- Zentrifuge Spectrafuge 24 D (Katalognummer: D402066), Labnet International 

Inc., Edison, Ney Jersey, Vereinigte Staaten 

- Zentrifuge Mikro 20 Typ 2004 (Katalognummer: 0009491-01-00), Hettich, 

Tuttlingen, Deutschland 

- Zentrifuge Multifuge 1 S-R (Katalognummer: 75004331), Kendro Laboratory 

Products, Hanau, Deutschland 
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- Ultratiefkühlschrank -86°C (Katalognummer. 17045), Haier Biomedical, 

Qingdao, China 

- Thermomixer comfort (Katalognummer: 535503183), Eppendorf AG, Hamburg, 

Deutschland 

- Vortex Gerät REAX top (Katalognummer: 541-10000-00-0), Heidolph, 

Schwabach, Deutschland 

- peqSTAR 2xThermocycler (Katalognummer: PQ95-07002), VWR International 

GmbH, Darmstadt, Deutschland 

- Stratagene Mx3000P Multiplex Quantitative PCR System, (Katalognummer: 

401405), Stratagene, La Jolla, Kalifornien, Vereinigte Staaten 

- Lichtmikroskop Leica DM3000 (Katalognummer: 090-136.001), Leica 

Microsystems, Wetzlar, Deutschland 

- BD FACSCanto™ II, (Katalognummer: 338960), BD Biosciences, Franklin 

Lakes, New Jersey, Vereinigte Staaten 

- Mikroplattenleser Tecan infinite M200 (Katalognummer: 30016056), Tecan, 

Grödig, Österreich 

 

2.3 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm GraphPad Instat®, 

Version 3.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, Kalifornien, Vereinigte Staaten). 

Sofern nicht anders angegeben, wurden die Experimente in folgenden Replikationen 

durchgeführt qPCR: n=8, ELISA: n=4, FACS: n=6. Die Daten aus den qPCR-

Experimenten sowie die Daten aus den ELISA-Experimenten, wurden mit dem Dunnett 

Multiple Comparisons Post-Test (Vergleich mit Kontroll-Gruppe) statistisch 

ausgewertet. Als Kontroll-Gruppe wurde d0 festgelegt. Für die Berechnung der 

Signifikanz wurden die delta Ct-Werte benutzt. Zu Errechnung der delta Ct-Werte 

wurde mittels Microsoft Office Excel eine Tabelle erstellt, in der die Ct-Werte der 

verschiedenen Gen-Proben mit den Ct-Werten der dazugehörigen GAPDH-Proben 

verrechnet wurden. Zur Veranschaulichung der Ergebnisse wurden Diagramme mit 

Microsoft Office Excel erstellt. Die signifikanten Ergebnisse wurden bei p<0,05 mit * 

(signifikant), bei p<0,01 mit ** (sehr signifikant) und bei p<0,001 mit *** (extrem 

signifikant) markiert. Nicht signifikante Ergebnisse wurden nicht zusätzlich markiert. 

Die Berechnung der Signifikanz für die FACS-Experimente erfolgte mittels One Way 
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Anova. Die verwendeten Abbildungen der IHC-Untersuchungen wurden mit dem Leica 

Mikroskop erstellt und anschließend im Microsoft Office Powerpoint zu einer 4 Felder 

Abbildung zusammengestellt. Die Overlay Bilder wurden mit dem Programm Leica 

LAS X erstellt. 
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3 ERGEBNISSE 

3.1 Analysen der Zellkultur im Differenzierungsprozess 

Im ersten Abschnitt der hiPSC-CM-Studien erfolgte eine deskriptive Analyse der Zellen 

im kardialen Differenzierungsprozess. Hierbei wurden Pluripotenz- und 

Kardiomyozyten-assoziierte Gene in den ersten 50 Tagen nach Beginn der 

Differenzierung untersucht. Ferner wurden Gene, welche für kardiale Strukturproteine 

wie Ionenkanäle, Adhäsionsmoleküle, intrazelluläre Zytoskelettproteine und Mikro-

filamente kodieren, untersucht. Als Referenzwert diente d0, da an diesem Tag die 

Zellen im hiPSC-Stadium vorlagen. Als Untersuchungstage wurden relevante Tage 

des Differenzierungsprozesses ausgewählt, an denen wesentliche Veränderungen der 

Zusammensetzung des Kulturmediums erfolgten. Außerdem erfolgten IHC-

Darstellungen verschiedener intrazellulärer und transmembranöser Strukturen. 

3.1.1 Pluripotenz-assoziierte Gene 

Zum Nachweis der Pluripotenz wurde das Expressionsverhalten der 

Stammzellmarkergene POU5F1, SOX2 und NANOG im Differenzierungsverlauf 

mittels qPCR untersucht. Während SOX2 an d10 und d13 minimale Anstiege der 

Genexpression zeigte, fielen die Expressionslevel der anderen beiden Gene nach d0 

stark ab. Nach d17 waren alle drei Gene nicht mehr nachweisbar (Ct-Wert >40, 

Diagramm 1).  
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Nach Beginn der kardialen Differenzierung nahm die Expression der 

Stammzellmarkergene ab und war nach d17 nicht mehr nachweisbar.  
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Tag der Differenzierung

Diagramm 1: POU5F1 ***
SOX2 ***
NANOG ***

Diagramm 1: 

qPCR-Analysen der mRNA-Expressionslevel der Pluripotenzmarker im Verlauf der 

kardialen Differenzierung, d0- d50, n=8. Untersucht wurden POU5F1= POU class 5 

homeobox 1, SOX2= SRY-box transcription factor 2 und NANOG= Nanog homeobox. Die 

Balken stellen das relative mRNA-Expressionslevel als Mittelwert mit Standardabweichung 

dar. d0 ≙ hIPSC-Status. Die statistische Auswertung erfolgte mit One Way Anova. * 

≙ P <0,05; ** ≙ P <0,01; *** ≙ P <0,001 
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3.1.2 Kardiomyozyten- und Kardiomyogenese-assoziierte Gene 

Im Verlauf der Differenzierung der hiPSC zu hiPSC-CM erfolgten qPCR-

Untersuchungen der Kardiomyozyten-assoziierten Gene TNNT2, TTN und CTF1. 

TNNT2 und TTN zeigten im Verlauf der Differenzierung eine Zunahme des 

Expressionslevels über das Zehntausendfache, während CTF1 eine geringere 

Zunahme aufwies. Besonders ab d10, dem Abschlusstag der Wnt-Inhibitionswoche, 

stiegen die Expressionslevel aller drei Gene an (Diagramm 2).  

Zusätzlich zu Bestimmungen der intrazellulären Genexpression erfolgte der Nachweis 

des Proteins Troponin T im Kulturmedium mittels ELISA. An den ersten drei 

Untersuchungstagen zeigte sich kein messbarer Nachweis des Proteins Troponin T. 

Ab d13 stieg die Konzentration stetig an, mit Ausnahme von d17, und fiel an d50 wieder 

ab (Diagramm 3). 
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Tag der Differenzierung

Diagramm 2: TNNT2 ***
TTN ***
CTF1 **

Diagramm 2:
qPCR-Analysen der mRNA-Expressionslevel der Kardiomyozyten-assoziierten Gene im
Verlauf der kardialen Differenzierung, d0- d50, n=8. Untersucht wurden TNNT2 = Troponin
T 2, kardialer Isotyp, TTN = Titin und CTF1= Cardiotrophin 1. Die Balken stellen das
relative mRNA-Expressionslevel als Mittelwert mit Standardabweichung dar. d0 ≙ hIPSC-
Status. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Dunnett Multiple Comparisons Post-
Test mit d0 als Vergleichswert. * ≙ P <0,05; ** ≙ P <0,01; *** ≙ P <0,001
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Anschließend erfolgten FACS-Analysen zur Bestimmung des Anteils der Troponin T-

positiven Zellen in der kardialen Mischkultur. Die differenzierten Zellen wurden nach 

dem FACS-Protokoll vorbereitet (siehe Material und Methoden 2.1.7). Die FACS- 

Analysen zeigten einen durchschnittlichen Anteil von 73,8% Troponin T-positiven 

Zellen. Nach Differenzierung mit dem neuen Protokoll der SCU Göttingen von 2018 

enthielt die Mischkultur durchschnittlich 79,3% Troponin T-positive Zellen. 

Morphologisch zeigten die hiPSC-CM beider Protokolle keine Unterschiede. 

Die qPCR-Analysen der kardialen Gene sowie die ELISA-Untersuchungen auf 

Troponin T, zeigten eine Kardiomyozyten-typische Gen- und Proteinexpression, 

welche sich im Verlauf der Differenzierung etablierte und nach Abschluss der 

Differenzierung eine hiPSC-CM-dominierte Mischkultur bestätigte. 

3.1.3 Zellmorphologie 

Vor Beginn der Differenzierung wurden die hiPSC in T75ern kultiviert. Bei 

regelgerechter Kultivierung ohne spontane Differenzierung der hiPSC waren diese 

größtenteils in rundlichen Kolonien mit einer zentralen kuppelartigen Verdichtung der 

Zellen angeordnet. Eine gesonderte Betrachtung einzelner Zellen dieses Stadiums war 

nicht möglich, da sie in einem festen Zellverband vorlagen und war auch nicht 

angestrebt.  
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Tag der Differenzierung

Diagramm 3: Troponin T ***

Diagramm 3:
Messung der Konzentration des Proteins Troponin T im Überstand des Kulturmediums
im Verlauf der Differenzierung mittels ELISA an d0-d50. Die Konzentrationen an den
jeweiligen Messtagen sind als Mittelwert mit Standardabweichung in ng/ml dargestellt
(n=4, keine Verdünnung). Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Dunnet
Multiple Comparisons Post-Test mit d0 als Vergleichswert. * ≙ P <0,05; ** ≙ P <0,01;

*** ≙ P <0,001
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Nach dem Transfer der Zellen in WP, also zu Beginn der Differenzierung, hatten die 

hiPSC eine spindelartige Form mit einem rund-ovalen Zellkern, welcher sich 

hauptsächlich im breitesten Bereich der Zelle befand. Die Zellen lagen dicht 

nebeneinander.  

Zur detaillierten Betrachtung der Zellmorphologie der hiPSC-CM erfolgten IHC-

Darstellungen mit fluoreszierenden Anti-Troponin T-AK an d27-d33. Die Zellkerne 

wurden mit DAPI dargestellt. Die Zellkernmorphologie kam in den meisten hiPSC-CM 

ähnlich zur Darstellung. In Einzelzellen zeigte er sich rund mit einer dunkler 

erscheinenden, runden Struktur intranukleär. Die Troponin T-bindenden Anteile waren 

in Linien angeordnet und bildeten eine streifige Bandenstruktur im Zytoplasma. Dieses 

Bandenmuster zeigte sich intrazellulär deutlich verzweigt. In kleineren Zellen erschien 

die Konzentration der Troponin T-positiven Banden deutlich erhöht. In größeren Zellen 

zeigten sich die Abstände der einzelnen Banden erweitert. Eine empirische Erfassung 

dieser optisch deskriptiven Beobachtungen war technisch nicht durchführbar. Die 

hiPSC-CM waren polymorph. Sie konnten runde, ovale, eckige oder diverse andere 

Konfigurationen annehmen. Die Größe der Zellen differierte ebenfalls zwischen unter 

50 µm bis über 400 µm Durchmesser (Abbildung 6 und 7). 

 

 

Der Großteil der immunhistochemisch dargestellten hiPSC-CM besaß einen einzelnen 

Zellkern und ein kräftiges, intrazelluläres, Troponin T-positives Bandenmuster. Es 

ließen sich aber auch vereinzelt Zellen mit zwei Zellkernen darstellen. Dabei befanden 

sich die Zellkerne zentral in der Zelle. Diese Zellen waren deutlich größer als andere 

dargestellte hiPSC-CM. Das Troponin T-positive Bandenmuster stellte sich 

Abbildung 6:  
Immunhistochemische Darstellung der hiPSC-CM an d32 mit Kardiomyozyten-typischem 
Bandenmuster und unterschiedlicher Zellmorphologie. Folgende AK wurden benutzt: DAPI 
(blau), FITC-Anti-Troponin T-AK (grün). Dargestellt sind Overlay Aufnahmen beider AK. Ein 
Referenzbalken mit Größenangabe ist aufgeführt. 
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konzentrisch um die Zellkerne dar und kumulierte an zwei gegenüberliegenden Polen 

der Zelle (Abbildung 7).  

 

Im zusammenhängenden Zellverband kamen die Zellen eher länglich-oval zur 

Darstellung. Die Querstreifung war innerhalb einer Zelle durchgängig nachverfolgbar. 

An den Zellgrenzen wurde die Kontinuität der Banden unterbrochen, wodurch die Form 

der Zellen deutlich zur Darstellung kam. Die Zellkerne stellten sich im Vergleich zu den 

Einzelzellen abgeflachter und länglicher dar. Das Binnenmuster der Zellkerne war 

vergleichbar mit dem der Einzelzellen. Es hatte ebenfalls eine intranukleäre, runde, 

dunklere Struktur. Am häufigsten befanden sich die Zellkerne zentral in den Zellen 

(Abbildung 8).  

Abbildung 7: 
Immunhistochemische Darstellung der hiPSC-CM an d30. Folgende AK wurden benutzt: 
DAPI (blau), FITC-Anti-Troponin T-AK (grün). In der Overlay Abbildung beider AK zeigen 
sich zwei Zellkerne zentral in der Zelle. Ein Referenzbalken zur Größenangabe ist 
aufgeführt. 
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Bei den IHC-Darstellungen mit Anti-Troponin T-AK wurde der Großteil der 

untersuchten Zellen mit einem positiven Fluoreszenzsignal detektiert. Ein kleinerer Teil 

der Zellpopulation zeigte kein Troponin T-positives Signal bei einem DAPI-positiven 

Zellkernsignal (Abbildung 8, markiert mit Sternchen). Eine statistische Erfassung war 

methodenlimitiert nicht möglich. 

Zusammengefasst ließen sich die hiPSC-CM als polymorphe Zellen mit einem 

Troponin T-positiven Bandenmuster darstellen. 

3.1.4 Transmembranöse Ionenkanäle 

Im nächsten Schritt erfolgten qPCR-Untersuchungen des Expressionsverhaltens 

verschiedener Kardiomyozyten-typischer Ionenkanäle im Differenzierungsprozess. 

SLC8A1 zeigte die höchsten relativen Expressionslevel der Ionenkanalgene mit einem 

über hundertfachen Anstieg. Die Gene HCN2, HCN4 und SCN5A zeigten ebenfalls 

Anstiege im Expressionsverhalten ab d10 mit unterschiedlichem Expressions-

maximum (Diagramm 4). 

Abbildung 8:  
Immunhistochemische Darstellung der Zellmorphologie der hiPSC-CM im Zellverband 
an d30 mit folgenden AK: DAPI (blau), AF647-Anti-Troponin T-AK (rot) als Overlay 
Abbildung beider AK. Ein Referenzbalken mit Größenangabe ist aufgeführt.  
* ≙ außerhalb des Zellverbands gelegene, nicht Troponin-T positive Zelle 

* 
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3.1.5 Adhäsionsmoleküle 

Es erfolgte eine Analyse der GJ-assoziierten Gene, welche am häufigsten in CM 

exprimiert werden: Cx40, Cx43 und Cx45. Alle drei Genexpressionslevel zeigten an 

d13 einen Anstieg, wobei GJA5 auf einem hohen Level blieb. Die Expressionslevel der 

anderen beiden Gene fielen im Verlauf ab. GJA1 und GJA7 zeigten an den ersten 

beiden Untersuchungstagen zusätzlich einen Abfall der Expression im Vergleich zu 

d0. GJA5 zeigte einen kontinuierlichen Anstieg der Expression bis zum Abschluss des 

Differenzierungsprozesses (Diagramm 5). 
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Tag der Differenzierung

Diagramm 4: HCN2 * HCN4 ***

SCN5A ** SLC8A1 **

Diagramm 4:
qPCR-Analysen der mRNA-Expressionslevel verschiedener Ionenkanäle im Verlauf der
kardialen Differenzierung, d0- d50, n=8. Untersucht wurden die Gene HCN2=
hyperpolarisationsabhängiger Kationenkanal 2, HCN4= hyperpolarisationsabhängiger
Kationenkanal 4, SCN5A= spannungsabhängiger Natriumkanal der Untergruppe 5,
SLC8A1 = gelöstes Carrierprotein der Familie 8 A1. Die Balken stellen das relative
mRNA-Expressionslevel als Mittelwert mit Standardabweichung dar. d0 ≙ hIPSC-
Status. Die statistische Auswertung erfolgte mit One Way Anova. * ≙ P <0,05; ** ≙
P <0,01; *** ≙ P <0,001; ns ≙ P > 0,05

 ns 
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Die Visualisierung verschiedener Cx in hiPSC-CM wurde mithilfe IHC-Darstellungen 

durchgeführt.  

Abbildung 9 und 10 zeigen die Darstellung von Cx43 in den hiPSC-CM. Die Cx-

positiven Fluoreszenzsignale verteilten sich hauptsächlich in der Peripherie der Zelle 

und perinukleär (Abbildung 9c). Die Troponin T-positiven Fluoreszenzsignale ließen 

sich, wie bereits in Kapitel 3.1.3 beschrieben, in einem Kardiomyozyten-typischen 

Querstreifenmuster darstellen. In Abbildung 9d zeigten sich Strukturen in orangener 

Farbe. Am ehesten kann man diese Farbentstehung durch Überlagerung der 

Fluoreszenzsignale der beiden Farbstoffe FITC und AF647 erklären, was durch die die 

Anordnung der Cx43-positiven Signale an den Troponin T-positiven Signalen in diesen 

Bereichen der Zelle entstanden sein könnte.  
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Tag der Differenzierung

Diagramm 5: GJA1 ***
GJA5 **
GJA7 ***

Diagramm 5: 
qPCR-Analysen der mRNA-Expressionslevel der Connexine im Verlauf der kardialen 
Differenzierung, d0- d50, n=8. Untersucht wurden GJA1=Gap Junction Protein Alpha 1 
(Cx43), GJA5=Gap Junction Protein Alpha 5 (Cx40) und GJA7=Gap Junction Protein 
Alpha 5 (Cx45). Die Balken stellen das relative mRNA-Expressionslevel als Mittelwert mit 
Standardabweichung dar. d0 ≙ hIPSC-Status. Die statistische Auswertung erfolgte mit 

Dunnett Multiple Comparisons Post-Test mit d0 als Vergleichswert. * ≙ P <0,05;  
** ≙ P <0,01; *** ≙ P <0,001 
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Abbildung 9: 
Immunhistochemische Darstellung von 
hiPSC-CM an d30 mit den AK: DAPI (blau), 
AF647-Anti-Troponin T-AK (rot), primärer 
gereinigter Maus-Anti-Connexin 43-AK und 
sekundärer FITC-Ziege-Anti-Maus-AK 
(grün). Dargestellt sind die Einzel-AK- 
Aufnahmen (a-c) sowie die Overlay 
Abbildung mit allen aufgeführten AK (d). Ein 
Referenzbalken mit Größenangabe ist 
aufgeführt.  

a) 

d) 

c) b) 

Abbildung 10: 
Immunhistochemische Darstellung der hiPSC-CM an d30. Folgende AK wurden benutzt: 
DAPI (blau), AF647-Anti-Troponin T-AK (rot), primärer gereinigter Maus-Anti-Connexin 43-
AK und sekundärer FITC-Ziege-Anti-Maus-AK (grün). Dargestellt sind die Overlay 
Abbildungen mit allen aufgeführten AK. Ein Referenzbalken mit Größenangabe ist 
aufgeführt.  
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Abbildungen 11 und 12 zeigen die Verteilung der Cx40-positiven Fluoreszenzsignale 

in den hiPSC-CM. Perinukleär ließ sich eine deutliche Verdichtung der Cx40-positiven 

Fluoreszenzsignale darstellen (Abbildung 11c). Die periphere, intrazelluläre 

Anordnung der Cx40-positiven Signale kam eher als eine linienförmige, verzweigte 

Aufreihung von punktuellen Signalen zur Darstellung, grenzte sich jedoch deutlich von 

den Troponin T-positiven Bereichen ab, somit entstand keine Überlagerung der 

einzelnen Fluoreszenzfarben.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 11: 
Immunhistochemische Darstellung der 
hiPSC-CM an d31. Folgende AK wurden 
benutzt: DAPI (blau), AF647-Anti 
Troponin T-AK (rot), primärer gereinigter 
Kaninchen-Anti Connexin 40-AK mit 
sekundärem FITC-Ziege–Anti 
Kaninchen-AK (grün). Dargestellt sind 
die Einzel-AK-Aufnahmen (a-c) sowie 
die Overlay Abbildung mit allen 
benutzten AK (d). Ein Referenzbalken 
mit Größenangabe ist aufgeführt.  

a) b) c) 

d) 
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Die Verteilung der positiven Fluoreszenzsignale für Cx45 in den hiPSC-CM variierte 

zu der von Cx43 und Cx40. Perinukleär und peripher zeigte sich weniger 

Signalintensität im Vergleich zu Cx43 und Cx40. Die positiven Fluoreszenzsignale 

ließen sich eher als einzelne, punktförmige Signale ubiquitär intrazellulär verteilt 

darstellen (Abbildung 13c). 

 

 

Abbildung 12: 
Immunhistochemische Darstellung der hiPSC-CM an d36. Folgende AK wurden benutzt: 
DAPI (blau), AF647-Anti Troponin T-AK (rot), primärer gereinigter Kaninchen-Anti Connexin 
40-AK mit sekundärem FITC-Ziege-Anti Kaninchen-AK (grün). Dargestellt sind Overlay 
Abbildungen mit allen benutzten AK. Ein Referenzbalken mit Größenangabe ist aufgeführt.  

Abbildung 13: 
Immunhistochemische Darstellung der hiPSC-
CM an d31 mit folgenden AK: DAPI (blau), 
AF647-Anti Troponin T-AK (rot), primärer 
Maus-Anti Connexin 45-AK mit sekundärem 
FITC-Ziege-Anti Maus-AK (grün). Dargestellt 
sind die Einzel-AK- Aufnahmen (a-c) sowie die 
Overlay Abbildung mit allen benutzten AK (d). 
Ein Referenzbalken mit Größenangabe ist 
aufgeführt.  

a) c) b) 

d) 
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Zusammenfassend zeigten die qPCR-Analysen einen signifikanten Anstieg der 

Expression aller drei Cx-Gene. Die IHC-Darstellungen der drei untersuchten Cx 

konnten intrazelluläre Färbemuster mit unterschiedlichem Verteilungsmuster innerhalb 

der hiPSC-CM zeigen. 

3.2 Subgruppenanalyse 

In der folgenden Studienreihe wurde untersucht, ob in der differenzierten hiPSC-CM- 

Mischkultur unterschiedliche NCM nachweisbar waren und welche Zellarten dabei 

vertreten waren. 

3.2.1 Fibroblasten-assoziierte Gene 

Die IHC-Darstellung von Fibroblasten-assoziierten Strukturen wurde zunächst mit dem 

sekundären AK für ER-TR7 versucht. Diese Versuche blieben jedoch mit 

unterschiedlichsten Konzentrationen des AK erfolglos. Mit einem Anti-Vimentin-AK 

gelangen die Darstellungen hingegen sehr gut. In den Abbildungen erschienen die 

positiven Fluoreszenzsignale des Anti-Vimentin-AK am ehesten als eng beieinander 

liegende, einzelne Punkte in zellulären Verbänden mit DAPI-positiven Zellkernen. Im 

Vergleich zu den hiPSC-CM stellen sich diese Zellen eher länglich mit schmalen 

Ausläufern dar. Sie haben keine eindeutige Zellform und umgeben die hiPSC-CM mit 

ihren Ausläufern. In Abbildung 14 lässt sich erkennen, dass eine der Vimentin-

positiven Zellen deutlich langgestreckt zur Darstellung kommt. In Zusammenschau mit 

dem Messbalken erscheint die Länge dieser Zelle am ehesten 300 µm.  
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In Abbildung 15 wurden Troponin T- und Vimentin-positive Zellen im größeren 

Zellverband dargestellt. 

 

Die IHC-Darstellung von Fibroblasten-assoziierten Strukturen in der hiPSC-CM-

Mischkultur konnte erfolgreich mithilfe des Anti-Vimentin-AK erreicht werden. Das 

intrazelluläre Verteilungsmuster und somit die Zelldarstellung Vimentin-positiver Zellen 

unterscheidet sich von hiPSC-CM. Sie sind eher länglich, haben ein punktförmiges 

Abbildung 14: 
Immunhistochemische Darstellung 
von hiPSC-CM an d30 mit folgenden 
AK: DAPI (blau), AF647-Anti 
Troponin T-AK (rot), primärer Maus-
Anti Vimentin-AK mit sekundärem 
FITC-Ziege-Anti Maus-AK (grün). 
Dargestellt sind die Einzelaufnahmen 
der AK (a-c) sowie die Overlay 
Abbildung mit allen benutzten AK (d). 
Ein Referenzbalken mit Größen-
angabe ist aufgeführt. 

a) c) 

d) 

b) 

Abbildung 15: 
Immunhistochemische Darstellung von hiPSC-CM an d30 mit folgenden AK: DAPI (blau), 
AF647-Anti Troponin T-AK (rot), primärer Maus-Anti Vimentin-AK mit sekundärem FITC- 
Ziege-Anti Maus-AK (grün). Dargestellt sind Overlay Abbildungen mit allen benutzten AK. 
Ein Referenzbalken mit Größenangabe ist aufgeführt. 
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Innenmuster und DAPI-positive, ovale Zellkerne. Intrazelluläre positive Troponin T-

Signale weisen diese Zellen nicht auf.  

3.2.2 Endothelzellen-assoziierte Gene 

Zur Detektion von Endothelzell-assoziierten Genen wurden zunächst qPCR-Analysen 

der mRNA-Expressionslevel der Gene CD31 und CD54 im Differenzierungsprozess 

durchgeführt. Die Expressionslevel beider Gene zeigen einen deutlichen Anstieg mit 

jeweils unterschiedlichen Expressionsmaxima (Diagramm 6). 

 

Die IHC-Darstellung der Distribution und der Morphologie der Endothelzell-typischen 

Strukturen in der kardialen Mischkultur wurde mit einen Anti-CD54-AK erreicht 

(Abbildung 16). Die Troponin T-positiven Fluoreszenzsignale waren als Querstreifen-

muster zu erkennen. Die CD54-positiven Signale konnten eindeutig von den 

Troponin T-positiven Signalen abgegrenzt und als Zellen mit einem DAPI-positiven 

Zellkern identifiziert werden. Die CD54-positiven Signale zeigten sich innerhalb dieser 

Zellen perinukleär verdichtet und intensiver als in der Peripherie der Zellen. Eine 
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Tag der Differenzierung

Diagramm 6: CD54 ***

CD31 *

Diagramm 6:
qPCR-Analysen der mRNA-Expressionslevel verschiedener Gene, welche mit
Endothelzellen assoziiert sind, im Verlauf der kardialen Differenzierung, d0- d50, n=8.
Untersucht wurden CD54=ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 und CD31=PECAM1
platelet and endothelial cell adhesion molecule 1. Die Balken stellen das relative mRNA-
Expressionslevel als Mittelwert mit Standardabweichung dar. d0 ≙ hIPSC-Status. Die
statistische Auswertung erfolgte mit Dunnett Multiple Comparisons Post-Test mit d0 als
Vergleichswert. * ≙ P <0,05; ** ≙ P <0,01; *** ≙ P <0,001
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Darstellung von CD31-positiven Fluoreszenzsignalen innerhalb der hiPSC-CM-

Mischkultur konnte auch bei minimaler Verdünnung des AK nicht erreicht werden. 

 

In FACS-Analysen wurden durchschnittlich 1,87% der Events als alleinig CD31 positiv 

detektiert (p<0.001, Tabelle 4).  
 

Tabelle 4: Tabellarische Aufstellung der FACS-Ergebnisse für die Messung des 
Antikörpers CD31 und des Antikörpers Troponin T 

n=6 CD31 negativ CD31 positiv 
 

Troponin T negativ 44,43% 1,87% 
 

Troponin T positiv 42,12% 11,87% 
 

 

Durchschnittlich 4,67% der Events waren nur CD54 positiv (p<0.001, Tabelle 5).  
 

Tabelle 5: Tabellarische Aufstellung der FACS-Ergebnisse für die Messung des 
Antikörpers CD54 und des Antikörpers Troponin T 

n=6 CD54 negativ CD54 positiv 
 

Troponin T negativ 62,02% 4,67% 
 

Troponin T positiv 32,32% 1,03% 
 

 

Der Nachweis von Zellen, die Endothelzellmarker exprimieren, gelang mit dem 

Antikörper CD54 sowohl immunhistochemisch als auch in den FACS- und qPCR- 

Analysen. CD31 hingegen zeigte zwar höhere Expressionsmaxima in den qPCR-

Abbildung 16: 
Immunhistochemische 
Darstellung der hiPSC-CM an 
d34 mit folgenden AK: DAPI 
(blau), AF647-Anti-Troponin T-
AK (rot), FITC-Anti-CD54-AK 
(grün).  
Dargestellt wurden Einzel-AK- 
Aufnahmen (a-c) sowie eine 
Overlay Aufnahme aller drei AK. 
Ein Referenzbalken mit Größen-
angabe wurde aufgeführt. 

a) b) c) 

d) 
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Analysen als CD54, in den FACS-Analysen konnte jedoch nur ein sehr geringer Anteil 

detektiert werden.  

3.2.3 Glatte Muskelzellen-assoziierte Gene 

Zur weiteren Subgruppenanalyse wurde die hiPSC-CM-Mischkultur auf das 

Vorhandensein von glatten Muskelzellen untersucht. Der Fokus wurde dabei auf das 

Gen ACTA2 gelegt. In den qPCR-Untersuchungen stieg ab d10 das Expressionslevel 

dieses Gens auf über das Tausendfache das Ausgangswerts an und blieb auf einem 

sehr hohen Niveau (Diagramm 7). 
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Tag der Differenzierung

Diagramm 7: 

Diagramm 7:
qPCR-Analysen der mRNA-Expressionslevel des Gens ACTA2 im Verlauf der kardialen
Differenzierung, d0- d50, n=8. ACTA2 = Actin alpha 2, smooth mucle (Aktin der glatten
Muskulatur, welches in den Gefäßwänden vorkommt). Die Balken stellen das relative
mRNA-Expressionslevel als Mittelwert mit Standardabweichung dar. d0 ≙ hIPSC-Status.
Die statistische Auswertung erfolgte mit Dunnett Multiple Comparisons Post-Test mit d0
als Vergleichswert. * ≙ P <0,05; ** ≙ P <0,01; *** ≙ P <0,001

ACTA2 *** 
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Anschließend erfolgten IHC-Darstellungen mit einem fluoreszierenden Anti-ACTA2-

AK. Dabei zeigten sich neben Zellverbänden mit der typischen Troponin T-positiven 

Querstreifung auch Bereiche, in denen ACTA2-positive Fluoreszenzsignale als 

zellartige Gruppierungen erschienen. Diese Zellverbände erschienen etwas größer als 

die Troponin T-positiven Zellen und wiesen eher eine lineare Streifung auf. Das DAPI-

positive Zellkernsignal war in diesen Zellen deutlich erkennbar und wies ebenfalls eine 

Verdunkelung intranukleär auf (Abbildung 17 und 18). 

 

 

Abbildung 17: 
Immunhistochemische Darstellung der 
hiPSC-CM an d30. Folgende AK 
wurden benutzt: DAPI (blau), FITC- Anti 
Troponin T-AK (grün), AF647-Anti 
ACTA2-AK (rot). Dargestellt wurden 
Einzel-AK-Aufnahmen (a-c) sowie eine 
Overlay Aufnahme aller drei AK. Ein 
Referenzbalken mit Größenangabe 
wurde aufgeführt. 

a) b) c) 

d) 

Abbildung 18: 
Immunhistochemische Darstellung der hiPSC-CM an d30. Folgende AK wurden benutzt: 
DAPI (blau), FITC-Anti Troponin T-AK (grün), AF647-Anti ACTA2-AK (rot). Dargestellt 
wurden Overlay Aufnahmen mit allen drei AK. Ein Referenzbalken mit Größenangabe 
wurde aufgeführt. 
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Nach Abschluss der Differenzierung erfolgten FACS-Analysen an d35-40. In den als 

Einzelzellen definierten, untersuchten Zellen zeigten sich durchschnittlich 2,65% nur 

für ACTA2 positiv (p<0,001, Tabelle 6).  

 

Tabelle 6: Tabellarische Aufstellung der FACS-Ergebnisse für die Messung des 
Antikörpers ACTA2 und des Antikörpers Troponin T 
 

n=6 ACTA2 negativ ACTA2 positiv 

Troponin T negativ 26,75% 2,65% 

Troponin T positiv 42,12% 28,93% 

 

Der Nachweis von ACTA2-positiven Zellen gelang mithilfe von qPCR, IHC-Darstellung 

und FACS-Analysen. 

3.2.4 Fettstoffwechsel-assoziierte Gene 

Zur weiteren Subgruppenanalyse der hiPSC-CM-Mischkultur wurde das Vorkommen 

von Zellen untersucht, die am Fettstoffwechsel beteiligt sind. Es wurden die Gene 

APOA1, FABP3 und CD36 untersucht. Die Expressionslevel von APOA1 und FABP3 

stiegen bis d13 stetig an und fielen danach ab, jedoch nie unter das Ausgangsniveau. 

Die Veränderungen der Expressionslevel bei CD36 waren nicht deutlich ausgeprägt 

(Diagramm 8).  
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IHC-Darstellungen von CD36 konnten sogar mit geringster Verdünnung nicht erstellt 

werden. Die CD36-positiven Bereiche kamen ubiquitär zur Darstellung und wurden als 

Artefakte gewertet.  

In den FACS-Analysen wurden durchschnittlich 0,05% der als Einzelzellen definierten 

Zellen nur für CD36 positiv gewertet (p= 0.1528, Tabelle 7). 

 

Tabelle 7: Tabellarische Aufstellung der FACS- Ergebnisse für die Messung des 
Antikörpers CD36 und des Antikörpers Troponin T 
 

n=6 CD36 negativ CD36 positiv 

Troponin T negativ 26,28% 0,05% 

Troponin T positiv 47,58% 0,43% 

 

Zusammenfassend ließ sich das Vorhandensein von CD36-positiven Zellen in der 

hiPSC-CM-Mischkultur nicht bestätigen. Die qPCR-Ergebnisse ließen auf das 

Vorhandensein von APOA1- und FABP3-positiven Zellen schließen. 
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Tag der Differenzierung

Diagramm 8: APOA1 ***
FABP3 ***
CD36 ns

Diagramm 8:
qPCR-Analysen der mRNA-Expressionslevel verschiedener am Fettstoffwechsel
beteiligter Gene im Verlauf der kardialen Differenzierung, d0- d50, n=8. Untersucht
wurden APOA1= Apolipoprotein A1, FABP3= Fatty acid binding protein 3, CD36= Cluster
of differentiation 36. Die Balken stellen das relative mRNA Expressionslevel als Mittelwert
mit Standardabweichung dar. d0 ≙ hIPSC-Status. Die statistische Auswertung erfolgte
mit Dunnett Multiple Comparisons Post-Test mit d0 als Vergleichswert. * P <0,05;
** P <0,01; *** P <0,001; ns P > 0,05
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4 DISKUSSION 

4.1 Differenzierungsprozess von hiPSC-CM 

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit wurde eine longitudinale Analyse des 

Differenzierungsprozesses von hiPSC zu hiPSC-CM durchgeführt. Dabei sollte die 

erfolgreiche Differenzierung der hiPSC-CM bestätigt und zusätzlich ihre Morphologie 

und zelluläre Zusammensetzung der generierten kardialen Mischkultur untersucht 

werden.  

Pluripotente Stammzellen können sich in verschiedene Zellarten differenzieren87, 88, 101, 

137. Die hiPSC haben die Besonderheit humanen Ursprungs zu sein. Sie könnten somit 

zur gezielten Grundlagenforschung an humanem Gewebe sowie zur Erforschung von 

gewebespezifischen Pathologien und zielgerichteten Therapien besser geeignet sein 

als die meisten tierexperimentellen Ansätze137-140. Takahashi, Yamanaka et al. haben 

mit der Entwicklung der „Reprogrammierung“ von adulten, ausdifferenzierten Zellen 

zurück zum pluripotenten Stammzell-Zustand eine einfach reproduzierbare und nicht 

invasive Methodik zur Generierung von pluripotenten Zellen geschaffen85. Mittlerweile 

ist die Differenzierung von vielen verschiedenen Zelltypen mithilfe von hiPSC 

möglich107. Die hiPSC stellen aktuell eine wichtige Stütze in der Grundlagenforschung 

und Medikamentenentwicklung dar und werden ferner im Bereich der regenerativen 

Medizin und bei Krebsimmuntherapien zunehmend wichtiger141-145. Sie werden zu 

diesen Forschungszwecken bereits in verschiedenen Krankheiten eingesetzt, unter 

anderem bei Diabetes, Makuladegeneration, Morbus Parkinson, koronarer 

Herzerkrankung und Myokardinfarkt, Hornhautepitheldysfunktion oder auch 

Rückenmarksverletzungen141. Das Potential einer stetigen Stammzell- und 

funktionellen Endzell-Quelle ist insbesondere im neurologischen und kardialen Bereich 

von Interesse, da hier einerseits das Zielgewebe in vivo nicht einfach zu isolieren und 

kultivieren ist, und andererseits gerade diese Zelltypen oft eine Defektheilung ohne 

funktionell gleichwertig ersetztes Gewebe aufzeigen, wie etwa myokardiale Narben 

nach durchgemachtem Herzinfarkt 38, 144, 145. Das bis dato erlangte Wissen über die 

molekularen Abläufe von Herz-Kreislauf-Erkrankungen stammt häufig aus 

Tiermodellen. Dieses ist aufgrund der biologischen, genetischen und 

elektrophysiologischen Unterschiede zwischen den Spezies nur eingeschränkt auf den 

Menschen projizierbar146. Die hiPSC hingegen haben aufgrund des humanen 

Ursprunges keinerlei Einschränkungen in dieser Hinsicht und unterliegen im 
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Gegensatz zu embryonalen Stammzellen auch keinen ethisch-moralischen 

Diskussionen.  

Die Protokolle der Differenzierung von hiPSC zu hiPSC-CM wurden kontinuierlich 

optimiert, um robustere, reproduzierbare und kostengünstigere Kulturen in größerem 

Maßstab generieren zu können114. Diese Kulturen werden zur Modellierung einer 

Vielzahl genetischer Herzerkrankungen und für die Entwicklung von Therapieansätzen 

eingesetzt. In der regenerativen Medizin kommen sie allerdings aus verschiedenen 

Gründen noch nicht zum Einsatz147-149. Im Gegensatz zu adulten CM weisen hiPSC-

CM morphologisch, elektrophysiologisch und auch metabolisch eine gewisse „Unreife“ 

auf107, 108. Die interzelluläre Kommunikation und elektrophysiologische Kopplung der 

Zellen können dadurch gestört sein, was letztlich häufiger Arrhythmien auslösen 

kann100, 150. Ferner können hiPSC-CM durch fehlerhafte Mitosen oder durch in vitro 

Mutationen zur Teratombildung neigen137, 142. Hierbei handelt es sich um Tumoren, die 

sich aus pluripotenten Stammzellen aufgrund von fehlerhafter Zellproliferation 

entwickeln151. Mithilfe von verschiedenen Stimulanzien, wie dem Einsatz von 

Hormonen, elektrischer Stimulation, spezifischen Nährmedien oder Co-Kulturen mit 

anderen Zellarten, wird versucht diese Probleme zu beheben und den hiPSC-CM-

Reifungsprozess weiterzuentwickeln152-156.  

Aufgrund der oben beschriebenen Problematik war es zunächst initiales Ziel im 

Rahmen dieser Arbeit, die Pluripotenz der hiPSC und den Erfolg der Differenzierung 

zu hiPSC-CM zu beschreiben. Zur Verifizierung der Pluripotenz wurde die Expression 

von Kardinalgenen der Stammzell-Befähigung SOX2, NANOG und POU5F1 mithilfe 

von qPCR untersucht. Diese sollte idealerweise nach d0 stetig abnehmen, was in 

unseren Experimenten auch gezeigt werden konnte. Nach d17 war keine 

Genexpression mehr nachweisbar (vgl. Diagramm 1). Unsere Ergebnisse deckten sich 

mit denen anderer Arbeitsgruppen und wurden als Bestätigung der erfolgreichen 

Umwandlung der hiPSC-CM durch Abnahme der Pluripotenz-Befähigung gedeutet114, 

157.  

Im Rahmen des beschriebenen Differenzierungsprozesses durchlaufen die hiPSC 

verschiedene Reife- und Expressionsstadien. Zunächst findet in den ersten 

Differenzierungstagen die mesenchymale Induktion statt. Im Anschluss differenzieren 

sich die mesenchymalen Zellen zu kardialen Zellen im Rahmen der Kardiomyogenese. 

Zuletzt wird eine Selektionsbehandlung durchgeführt, in dessen Rahmen die 

generierte Mischkultur zugunsten eines Überlebensvorteils von CM mittels Änderung 
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des Nährmediums beeinflusst wird114. Während die ersten beiden Abschnitte 

embryologischen Entwicklungsprozessen nachempfunden sind und bereits in ESC-

CM beschrieben wurden, beruht die Behandlung mit Laktat-betontem 

Selektionsmedium aus Erkenntnissen der unterschiedlichen Metabolismen von CM 

und NCM158, 159. Dieser Einschnitt im Metabolismus sollte sich dann auch in den 

weiteren Ergebnissen zur Beschreibung der kardialen Differenzierung aufzeigen. Die 

Veränderungen der Expressionslevel der Kardinalgene für kardiale Differenzierung wie 

TNNT2, TTN und CTF1 zeigten eine rasante Zunahme im Expressionsverhalten. Ab 

d10, dem letzten Tag der Wnt-Inhibitionswoche, stiegen die Expressionslevel aller drei 

Gene rasant an und blieben anschließend auf einem sehr hohen Niveau (vgl. 

Diagramm 2). Die zusätzlichen ELISA-Untersuchungen zeigten einen korrelierenden, 

steilen, initialen Anstieg des Proteins TNNT2 und ebenfalls eine Plateauphase im 

Verlauf (vgl. Diagramm 3). Unsere Ergebnisse deckten sich mit denen anderer 

Arbeitsgruppen97, 137, 160, 161. Neben der besagten metabolischen Komponente muss 

auch ein Ende der Differenzierung und eine hierdurch bedingte Abnahme der 

Proteinbiosynthese diskutiert werden.  

Zusammenfassend konnten wir somit im ersten Teilabschnitt eine stetige Abnahme bis 

hin zur nicht mehr nachweisbaren Expression von Stammzellmarker-Genen sowie 

eine stetige Zunahme von kardialen Genen mit Plateauphase der Expression im 

Verlauf aufzeigen. 

Um die Morphologie der hiPSC-CM mit intrazellulären und transmembranösen 

Proteinen weiter zu beschreiben, wurden IHC-Studien durchgeführt. Hier wiesen die 

differenzierten hiPSC-CM eine Kardiomyozyten-typische Querstreifung auf38, 162. 

Ferner konnten mittels IHC Kardiomyozyten-typische Strukturproteine und Cx visuell 

aufgezeigt werden. Diese Erkenntnisse unterstrichen zusätzlich die erfolgreiche 

Differenzierung der hiPSC-CM.  

Im Rahmen der IHC-Studien fielen ferner einige weitere interessante Aspekte auf. Der 

Phänotyp der hiPSC-CM richtete sich nach dem Ausmaß des Zellverbands; im 

Verbund sahen die Zellen anders aus als im vereinzelten Zustand. Der Zellkern 

erschien in Einzelzellen rundlich und im Zellverband länglich, am ehesten vergleichbar 

mit adulten Säugetierzellen38. Die hiPSC-CM waren heteromorph und unterschiedlich 

groß. Die Formveränderung könnte einerseits durch die Verankerung der Einzelzellen 

im Matrigel bedingt sein. Andererseits könnte es auch an der „Unreife“ der hiPSC-CM 

liegen, da sich hiPSC-CM kleiner und polygonaler als adulte CM präsentieren (vgl. 107, 
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163). Ferner wirkte die Anordnung der Querstreifung in den hiPSC-CM durch viele 

Verzweigungen der Troponin T-positiven Banden „ungeordnet“ und „chaotisch“. Adulte 

CM weisen eine längliche Form und eine reguläre, lineare Anordnung des 

Querstreifenmusters auf (Abbildung 19)164.  

 

Die unterschiedlichen Größenverhältnisse der hiPSC-CM (von 50µm bis über 400µm 

Durchmesser) deuteten ebenfalls auf die „Unreife“ der Zellen hin (vgl. 107, 163). Sehr 

große hiPSC-CM wiesen teilweise zwei Zellkerne und Verdichtungen der 

Querstreifung an gegenüberliegenden Polen auf (vgl. Abbildung 7). Dieser Phänotyp 

könnte auf eine sich in der Mitose befindliche Zelle mit ausgebildeten 

Spindelapparaten an beiden Zell-Polen hindeuten. Während adulte CM aufgrund ihrer 

geringen Regenerationsrate wenig Mitoseaktivität aufzeigen, sind hiPSC-CM mitotisch 

deutlich aktiver38. Auch andere Arbeitsgruppen konnten unter anderem diese 

Eigenschaften und Ähnlichkeiten zu fetalen CM in hiPSC-CM aufzeigen107, 108, 164.  
 

Die anfänglichen hiPSC-CM-Differenzierungsprotokolle brachten vor allem 

Populationen mit einem Hauptanteil ventrikulärer Zellen von bis zu 90% hervor, die 

atrialen und nodalen Zellen waren dabei deutlich unterrepräsentiert165, 166. Dies 

entspricht dem in vivo detektierten Verteilungsmuster der CM im Myokard28, 29, 40, 167. 

Im Laufe der Jahre wurden die Protokolle modifiziert, um homogenere hiPSC-CM-

Populationen aus bestimmten, kardialen Subtypen zu erhalten. Hierbei wurden Anteile 

von 90% atrialer oder 50% nodaler Zellen erreicht104, 168. Diese Homogenisierung von 

hiPSC-CM-generierten kardiomyozytären Subgruppen eignet sich zur gezielten 

Untersuchung von kardialen Krankheitsmechanismen oder etwa für den Einsatz in der 

regenerativen Medizin28, 34, 104, 168. Der Anteil an NCM in vitro ist in diesen Kulturen 

jedoch deutlich geringer als in vivo34, 35, wo das Zusammenspiel von EZM, NCM- und 

den verschiedenen kardiomyozytären Subgruppen essentiell ist für die Funktionalität 

des Herzens ist. Mit Zellkulturen können diese Interaktionen punktuell betrachtet 

werden27, 35, 169, 170. Zu diesem Zwecke wird unter anderem versucht, die kardialen 
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Kulturen in dreidimensionalen Strukturen zu kultivieren171, 172. Mithilfe der Zellkultur-

Ansätze, welche unter anderem auch Fibroblasten und Endothelzellen erfassen, wird 

der Reifungsprozess der hiPSC-CM und die Ausbildung einer differenzierteren EZM in 

vitro unterstützt171, 172. Für die Erforschung von Medikamentenwirkungen hingegen ist 

eine Betrachtung ihrer Wirkung an homogenen, aber auch an Mischkulturen wichtig, 

um ein ganzheitliches Bild der Wirkungsweise und auch der Nebenwirkungen zu 

erhalten173-175. Um diesen Überlegungen Rechnung zu tragen, haben wir den hiPSC-

CM-Anteil aus der generierten differenzierten Mischkultur mithilfe von FASC-Analysen 

umfassend untersucht. Dabei wurde ein Anteil von 70-80% hiPSC-CM in der 

Mischkultur ermittelt. Unsere Ergebnisse deckten sich mit vorher beschriebenen 

Ergebnissen aus anderen Studien165, 166. Eine genauere Einordnung der 

unterschiedlichen CM-Subgruppen wurde jedoch nicht vorgenommen, da dies nicht 

Zielsetzung dieser Arbeit war. 

Um die differenzierte hiPSC-CM-Kultur weiter zu beschreiben, erfolgten Studienreihen 

zu verschiedenen Kardiomyozyten-assoziierten Ionenkanälen und Adhäsions-

molekülen. Zu den wichtigsten Ionenkanälen in diesem Bereich zählen die durch 

Hyperpolarisation aktivierten, zyklischen, Nukleotid-gesteuerten Kanäle (HCN). HCN 

werden im Herzen, sowie im zentralen und peripheren Nervensystem aus vier 

verschiedenen Isoformen (HCN1-4) exprimiert176, 177. Beim Menschen ist HCN4 die am 

häufigsten exprimierte, kardiale Isoform. Im Herzen sind die spannungsabhängigen 

Kanäle HCN2 und HCN4 für die Schrittmacheraktivität der CM verantwortlich176. 

Außerhalb des Herzens sind HCN-Kanäle unter anderem für die myogene Aktivität der 

ableitenden Harnwege relevant178. Eine veränderte Funktion der kardialen HCN-

Kanäle ist mit einer Funktionsstörung des Sinusknotens und anderen Arrhythmien wie 

Vorhofflimmern, ventrikulärer Tachykardie und atrioventrikulärem Block assoziiert177, 

weshalb sie Gegenstand aktueller Medikamentenforschung sind179. Derzeit ist 

Ivabradin das einzige für die Behandlung von HI zugelassene Medikament, welches 

seine Wirkung über HCN-Kanäle entfaltet3, 176. Durch die selektive Blockade von HCN-

Kanälen und der konsekutiven Bradykardie kommt es langfristig zur Verbesserung der 

Herzleistung180.  

Im Rahmen dieser Arbeit konnte auf mRNA-Ebene die Expression der 

Kardiomyozyten-typischen Ionenkanäle HCN2, HCN4, SCN5A und SLC8A1 bestätigt 

werden (vgl. Diagramm 4). Auch andere Arbeitsgruppen konnten das Vorhandensein 

dieser Ionenkanäle in der hiPSC-CM-Mischkultur nachweisen109, 114, 181. HiPSC-CM 



 

 

Diskussion 

69 

 

könnten daher bei der Erforschung von HCN-assoziierten Pathologien sowie bei der 

Entwicklung weiterer antiarrhythmischer Medikamente und weiterführenden Studien 

zu Ivabradin beitragen. 

Neben HCN wurden im Rahmen dieser Arbeit die GJ-Antigene GJA1, GJA5 und GJA7 

untersucht. Diese Gene kodieren für die essentiellen Strukturproteine Cx43, Cx40 und 

Cx45, die am häufigsten im Myokard vorkommenden GJ-Proteine58, 61, 182. Sie 

ermöglichen die interzelluläre Kommunikation und spielen in verschiedenen Bereichen 

der Zellphysiologie eine wichtige Rolle29, 46.  Ihre Verteilung im Myokard unterstützt die 

Funktionalität der jeweiligen Areale60, 183. Cx40 kommt in schnell leitendem Gewebe 

des His-Purkinje-Systems vor, während Cx45 im AV-Knoten und im His-Bündel 

vermehrt exprimiert wird60. Cx43 kommt im Vorhof- und Ventrikelmyokard ubiquitär 

vor57. Die Erkenntnisse zu den GJ stammen gehäuft aus tierexperimentellen 

Ansätzen64, 65, 69, 184-187. Murine iPSC-CM (miPSC-CM) exprimieren deutlich weniger 

Cx43 als murine, adulte CM, was in einer verringerten interzellulären Kopplung und 

elektrischen Signalausbreitung innerhalb der miPSC-CM resultiert. Die Leitungs-

geschwindigkeit in miPSC-CM ist also deutlich langsamer als in adulten CM, weshalb 

sie in verschiedenen Bereichen, wie zum Beispiel in der regenerativen Forschung, 

noch nicht eingesetzt werden können187, 188. Neue Erkenntnisse zeigen, dass die 

Expression von Cx43 eine entscheidende Rolle bei der Bildung funktioneller GJ und 

bei der intrazellulären Organisation von Mikrotubuli spielt. Das korreliert mit einer 

ausgereifteren Funktionalität der iPSC-CM in Form einer schnelleren Leitungs-

geschwindigkeit und verstärkter elektromechanischer Aktivität188-190. Diese 

Erkenntnisse wurden auch bei Experimenten mit hiPSC-CM gewonnen. Eine 

vermehrte Expression von Cx43 und verbesserte Ausrichtung der Mikrotubuli wird bei 

hiPSC-CM durch Kultivierung in dreidimensionalen Mikrogeweben erreicht190. Bei 

zusätzlicher Co-Kultur mit CF zeigen sich die hiPSC-CM in einem deutlich reiferen 

Zustand als in konventionellen, zweidimensionalen Kulturen152, 190.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Vorhandensein von Kardiomyozyten-typischen 

Cx mithilfe von Genexpressionsanalysen und von IHC-Darstellungen bestätigt. HiPSC-

CM exprimieren GJA1, GJA5 und GJA7 in signifikanter Menge (vgl. Diagramm 5). 

Unsere Ergebnisse deckten sich mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen152, 183. Die 

Verteilung von Cx43, Cx40 und Cx45 zeigte sich perinukleär und in der Peripherie der 

hiPSC-CM (vgl. Abbildungen 9-13). Die Distribution in der Peripherie der Zellen könnte 

auf die transmembranöse Lokalisation der Cx hindeuten, welche durch Überlagerung 
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von dreidimensionaler Struktur in einer zweidimensionalen Abbildung auf diese Art und 

Weise zur Darstellung kommen könnte. Die perinukleäre Verteilung könnte auf den Ort 

der Proteinbiosynthese in den Zellen, oder auf eine nicht kanonische Lokalisation der 

Cx hindeuten. Die Faltung und posttranslationale Modifikation der Cx findet im 

endoplasmatischen Retikulum statt185. Cx können aber auch außerhalb der 

Zellmembran vorkommen und sich an Zellstrukturen, wie den Mitochondrien oder dem 

Zellkern befinden. In diesen Bereichen sind sie hauptsächlich an der Regulierung des 

Zellwachstums und der Zelldifferenzierung beteiligt183, 191, 192.  

Die Verteilung der Cx43 in der Peripherie der hiPSC-CM zeigte sich in linearer 

Anordnung und orientierte sich häufig an der Lokalisation der Troponin T-

Querstreifung, wobei es durch Überlagerungen der Signale zu einer orangenen 

Farbdarstellung kam (rotes Signal für Troponin T und grünes Signal für Cx43, vgl. 

Abbildung 9 und 10). In den zuvor beschriebenen Studien wurde gezeigt, dass Cx43 

vorrangig vom Ventrikelmyokard in linearer Anordnung exprimiert wird, was sich mit 

unseren Darstellungen deckt57, 69, 183, 193. Cx40 zeigte in den IHC-Darstellungen fast 

„spinnennetzartige“ Verzweigungen intrazellulär und war deutlich intensiver um den 

Zellkern angeordnet als Cx43 (vgl. Abbildung 11 und 12). Andere Studien beschrieben 

die Verteilung von Cx40 im His-Purkinje-System, welches sich netzartig im Myokard 

verteilt57, 63, 71. Unsere Darstellungen ähneln diesen Beschreibungen. Die Verteilung 

von Cx45 war eher punktuell ohne ein reproduzierbares Muster, dabei zeigte sich auch 

keine bevorzugte intrazelluläre Lokalisation (vgl. Abbildung 13). Aus anderen Studien 

ist bekannt, dass Cx45 Kanäle mit niedriger Leitungsgeschwindigkeit, die sich im AV-

Knoten kumulieren, bildet46, 61, 70. In unseren Darstellungen zeigten sich keine 

eindeutigen Ansammlungen von Cx45-positiven Bereichen. Ein Grund dafür könnte 

sein, dass in unserer hiPSC-CM-Mischkultur die Verteilung der ventrikulären, atrialen 

und Erregungsleitungs-Myozyten noch nicht eindeutig beschrieben ist. Eine 

gemeinsame Darstellung aller drei Cx-Arten in einem Bild war methodenlimitierend 

nicht möglich. Weitere Rückschlüsse zur genaueren Lokalisation der Cx konnten 

deshalb nicht getroffen werden. Zusätzlich muss auch beachtet werden, dass durch 

die Vereinzelung der hiPSC-CM es bereits zu einer methodenbedingten Beschädigung 

der zellkontakt-dienlichen Strukturen wie etwa den Cx kommen könnte. Das 

Vorhandensein von Cx43, Cx40 und Cx45 konnte jedoch eindeutig nachgewiesen 

werden, wodurch hiPSC-CM auch in der Connexin-Forschung eine wichtige Rolle 

spielen könnten.  
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4.2 Subgruppenanalyse der kardialen Mischkultur 

Im zweiten Teil der Arbeit wurden die NCM-Arten in der kardialen Mischkultur mithilfe 

von Genexpressionsanalysen, IHC-Darstellungen und FACS-Untersuchungen 

weitergehend beschrieben. In verschiedenen Studien an adultem Herzgewebe wurden 

Gene beschrieben, welche als essentielle Faktoren bei der Genese von Fibroblasten, 

glatten Muskelzellen, Endothelzellen oder Fettzellen identifiziert wurden. Als 

Transferleistung wurde im zweiten Teilabschnitt dieser Arbeit das Expressions-

verhalten dieser Gene in der generierten hiPSC-CM-Zellkultur mittels verschiedener 

Methoden überprüft, wobei teilweise widersprüchliche Ergebnisse erzielt wurden, 

welche weiter diskutiert werden müssen28, 36, 37.  

4.2.1 Fibroblasten-assoziierte Gene 

80 % der Zellen unserer kardialen Mischkultur stellten sich als hiPSC-CM dar. Zur 

Untersuchung der restlichen 20 % der Zellen wurden im Rahmen dieser Arbeit 

verschiedene, bereits in tierexperimentellen und in-vivo-experimentellen Ansätzen 

beschriebenen NCM-Arten untersucht. Zu den wichtigsten NCM im Myokard zählen 

Fibroblasten, im Körper ubiquitär vorkommende Bindegewebszellen. Sie spielen eine 

wichtige Rolle bei der Synthese der EZM. Kardiale Fibroblasten (CF) sind essentielle 

Zellen im kardialen Verband. Sie tragen zur Herzentwicklung, Herzstruktur, Zell-

signalisierung und zur elektromechanischen Funktion bei gesundem und krankem 

Myokard bei74-76. Lange wurde angenommen, dass sie die zahlenmäßig am häufigsten 

vorkommenden NCM sind27. Pinto et al. widerlegten diese Annahme durch ihre 

Beschreibung eines Endothelzell-Anteils der NCM von ungefähr 60%; CF waren 

hierbei anteilig unter 20% vertreten34. Dennoch nehmen CF eine entscheidende Rolle 

im Myokard und in kardialen Kulturen ein194. In dreidimensionalen Mikrogeweben 

verstärkt die Zugabe von CF zu hiPSC-CM-Kulturen die strukturelle, elektrische, 

mechanische und metabolische Reifung der hiPSC-CM152, 195. Sie erhalten und 

gestalten die EZM und tragen so zur Integrität und Konnektivität der Zellen 

bei196. Obwohl sie selbst nicht erregbar sind, modulieren CF die aktiven und passiven 

elektrischen Eigenschaften von CM197-199 und spielen ferner eine Rolle in der 

Arrhythmogenese152.  

Im Myokard gibt es neben CF noch eine weitere Fibroblasten-Art: die Myofibroblasten. 

CF haben die Fähigkeit, sich nach Schädigung des Myokards in Myofibroblasten 

umzuwandeln200. Ihre Produkte tragen zur Myokardfibrose bei und sind somit an 
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Umbauprozessen des Myokards bei HI beteiligt200, 201, weshalb Myofibroblasten nicht 

als Bestandteil des gesunden Herzgewebes angesehen werden202. Die Expression 

des Alpha-Glattmuskel-Aktins (englisch: alpha-smooth-muscle-actin, SMA) ist ein 

wesentliches Erkennungsmerkmal, welches Myofibroblasten von CF und anderen 

Zellen des Myokards unterscheidet203.  

In diversen Arbeiten an Säugetiermodellen wurden CF mit Hilfe eines Anti-Vimentin-

AK nachgewiesen27, 65, 73, 204. Im Rahmen dieser Arbeit ließen sich Anti-Vimentin-AK-

positive Zellen, welche die hiPSC-CM umgeben und diese teilweise über eine Länge 

von 300 µm verbinden, nachweisen (vgl27, 205). Sie hatten keine eindeutige Zellform, 

sondern verteilten sich eher in den Zwischenräumen zwischen den hiPSC-CM und 

umgaben diese (vgl. Abbildung 14 und 15). Das Vorhandensein von Anti-Vimentin-AK-

positiven Zellen kann somit analog zu den zuvor beschriebenen Arbeiten als Nachweis 

von CF gedeutet werden. Die Funktion dieser Zellen und ihr Beitrag zum Reifegrad 

von hiPSC-CM kann anhand der generierten Daten in unserer hiPSC-CM-Mischkultur 

jedoch nicht abschließend beurteilt werden und sollte Gegenstand weiterer 

Studienreihen sein.  

4.2.2 Endothelzell-assoziierte Gene 

Im Myokard gehören Endothelzellen neben CM und CF zu einer der drei 

Hauptzellarten und sind zahlenmäßig am häufigsten repräsentiert (rund 60% der 

NCM)34. Endothelzellen sind spezialisierte Zellen im Körper, welche die Innenseite von 

Lymph- und Blutgefäßen auskleiden206. Im Herzen spielen sie eine entscheidende 

Rolle bei der normalen Herzfunktion, sind aber auch in Umbauprozessen bei der 

Entwicklung einer HI involviert207, 208. Durch Sekretion von verschiedenen Second 

Messengern wie Stickstoffmonoxid, aber auch spezifischer endogener Proteine, wie 

Neuregulin-1, steuern sie diese Prozesse207, 209, 210. In Co-Kulturen, welche neben 

hiPSC-CM und CF auch Endothelzellen enthalten und in dreidimensionalen 

Mikrogeweben differenziert werden, weisen die darin enthaltenen hiPSC-CM deutliche 

Reifungsmerkmale in Sarkomerlänge und -organisation, Kontraktionsabfolge, 

Elektrophysiologie und Strukturproteinen auf152. Mittlerweile gibt es Protokolle zur Co-

Differenzierung von CM und Endothelzellen, die zur Generierung einer „realitätsnahen“ 

kardialen Kultur beitragen195, 211. Zur Detektion von Endothelzellen können 

verschiedene Marker benutzt werden. CD31 (PECAM1) gilt als Kardinalgen zum 

Nachweis von Endothelzellen, wird aber auch als Markergen von Leukozyten 
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verwendet207, 212-214. CD54 (ICAM1) wird ebenfalls hauptsächlich von Endothelzellen 

exprimiert. Hämatopoetische Zellen und Leukozyten weisen allerdings auch CD54-

Expression auf214, 215.  

Das Vorhandensein von CD31 und CD54 wurde umfassend in unserer generierten 

hiPSC-CM-Kultur untersucht. Beide Gene ließen sich mit Hilfe von qPCR nachweisen 

und zeigten einen deutlichen Expressionsanstieg ab d10, dem Ende der Wnt- 

Inhibitionswoche (vgl. Diagramm 6). Mithilfe von FACS-Analysen konnte ebenfalls das 

Vorhandensein der Proteinprodukte beider Gene aufgezeigt werden. Die Verteilung 

der CD31-, CD54- und Troponin T-positiven Events an d33 wurde mit dem 

Verteilungsmuster an d0 (hiPSC-Status) verglichen. Es zeigte sich ein statistisch 

signifikanter Anstieg aller Genprodukte. Ausschließlich CD31-positive Events wurden 

in 1,87% der Gesamtmessungen erfasst, während für nur CD54-positive Events der 

Wert bei 4,67% lag (vgl. Tabelle 4 und 5). Diese Anteile zeigten sich jedoch deutlich 

niedriger als Vergleichsstudien anderer Arbeitsgruppen, in der bis zu 60% Endothel-

zellen detektiert wurden. In diesen Studien wurden jedoch humane und murine 

Myokardbiopsien untersucht34. In einer Studie von Sattler et al. mit hiPSC-CM 

exprimierten unter 2% der hiPSC-CM CD31 und 25,5% CD54, wobei hier die 

gleichzeitige Expression mit Troponin T beschrieben wurde216. Die dual positiven 

Event-Gates Troponin T/ CD31 oder Troponin T/ CD54 ergaben im Rahmen dieser 

Arbeit Anteile von 11,87% (CD31/Troponin T) beziehungsweise 1,03% 

(CD54/Troponin T) der hiPSC-CM (vgl. Tabelle 4 und 5). In den IHC-Darstellungen 

konnte CD54 erfolgreich visualisiert werden. Die CD54-positiven Signale umschrieben 

hierbei eigenständige, Troponin-negative Zellen und ließen sich somit klar von hiPSC-

CM abgrenzen (vgl. Abbildung 16). CD31 ließ sich immunhistochemisch nicht 

nachweisen. Ursächlich hierfür könnten die Größenunterschiede beider Oberflächen-

membran-Proteine sein214, 217. Ob es sich hierbei um vollfunktionale und ausgereifte 

Endothelzellen handelte, war methodenbedingt nicht erfassbar und wurde aufgrund 

der hypothesengenerierenden Natur dieser Studienreihe nicht weiter untersucht. 

4.2.3 Glatte Muskelzellen-assoziierte Gene 

Im Myokard kommen neben Fibroblasten und Endothelzellen unter anderem auch 

glatte Muskelzellen vor28, 37. Ob in der differenzierten hiPSC-CM-Zellkultur auch 

Expression von glatten Muskelzellen-assoziierten Genen stattfindet, sollte mithilfe von 
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qPCR- und IHC-Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls untersucht 

werden. 

Die aktuelle Studienlage zeigt keine Gene, welche als Kardinalgene eine alleinige 

Expression in glatten Muskelzellen erfahren. Es erfolgte daher eine Literaturrecherche 

über Arbeiten, welche glatte Muskelzellen beschreiben, in dessen Rahmen gehäuft 

SMA beschrieben wurde218-221. SMA wird von ACTA2 kodiert und ist ein Schlüssel-

protein im zellulären Kontraktilsystem verschiedener mesodermaler Zelltypen, 

einschließlich hepatischer Sternzellen, glatter Muskelzellen und CM218. Es ist 

größtenteils Bestandteil von Zellen der glatten Gefäßmuskulatur und trägt zur 

Gefäßmotilität und -kontraktion bei221. In hepatischen oder kardialen Nicht-

Muskelzellen kann die Expression von SMA Myofibroblasten aktivieren203, 222. 

Myofibroblasten wiederum können einerseits durch Sekretion der EZM die 

Wundheilung induzieren, die Entstehung von Narben und fibrokontraktiven Läsionen 

bewirken, andererseits aber auch kardiale Fibrose begünstigen203, 222, 223. Ob nach 

kardialem Schaden ausschließlich die Aktivierung von ACTA2 und die konsekutive 

SMA-Expression die Umwandlung von CF zu Myofibroblasten induziert oder ob die 

Myofibroblastendifferenzierung hiervon weniger beeinflusst wird, ist weiterhin 

umstritten202, 219, 220, 224, 225.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression des Gens ACTA2 in der hiPSC-CM-

Mischkultur untersucht. Ab d10 zeigte sich ein signifikanter Anstieg der ACTA2-

Expressionslevel (vgl. Diagramm 7). Die FACS-Analysen zeigten 2,65% der 

Population als rein ACTA2-positive Events, während der Anteil an Troponin T/ ACTA2-

positiven Events bei 28,9% lag (Tabelle 6). Ob aus den lediglich ACTA2-positiven 

Events Rückschlüsse auf glatte Muskelzellen und den Troponin T/ ACTA2-positiven 

Events Hinweise auf das Vorhandensein von Myofibroblasten in der hiPSC-CM-

Mischkultur gezogen werden können, ist methodenbedingt nicht eindeutig zu 

beantworten. In den IHC-Darstellungen ließen sich isolierte ACTA2-positive Zellen 

sowie ACTA2/ Troponin T-positive Zellen darstellen (vgl. Abbildung 17 und 18). Ob es 

sich hierbei um voll funktionale und entdifferenzierte glatte Muskelzellen und 

Myofibroblasten handelt, muss mit weiteren Studienreihen aufgedeckt werden. 

Studien, die eine durch primär kardiomyozytäre Differenzierung hergestellte hiPSC-

CM-Mischkultur auf diese zwei Zellarten untersuchen, sind in der Literatur noch nicht 

aufgeführt. Es sind jedoch bereits Arbeiten beschrieben, die unter anderem durch 

Kontrolle der SMA-positiven Zellen vaskularisiertes Myokard auf hiPSC-CM-Basis als 
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Regeneratgewebe herstellen wollen226. Weitere Studien sind auch hier notwendig, um 

die hiPSC-CM-Interaktion mit glatten Muskelzellen weiter aufzudecken. 

4.2.4 Fettstoffwechsel-assoziierte Gene 

Das Herz ist eines der stoffwechselintensivsten Gewebe im Körper und nutzt 

hauptsächlich Fettsäuren zur Energieproduktion227. Bei einem Missverhältnis 

zwischen Lipidaufnahme und Lipidverwertung kann es zu einer erhöhten 

intrazellulären Lipidakkumulation innerhalb der CM kommen, was zu Schädigung des 

Myokards führen kann228. Zur Einordnung der hiPSC-CM-Kultur in diesen Kontext 

wurden im Rahmen dieser Arbeit die Fettstoffwechsel-assoziierten Gene APOA1, 

FABP3 und CD36 untersucht.   

APOA1 ist eine Hauptproteineinheit in HDL-Partikeln229. Im Allgemeinen gelten 

APOA1 und HDL als atheroprotektiv229.  Epidemiologische Studien unterstreichen den 

prognostischen Wert von APOA1-AK für verschiedene Herz-Kreislauf-Erkrankungen, 

darunter Myokardinfarkt, akutes Koronarsyndrom und schwere Karotisstenose.230  

CD36 wird in verschiedenen Zellen des Körpers exprimiert, darunter Endothelzellen, 

CM und Adipozyten und ist an Prozessen wie Immunregulation und Stoffwechsel-

regulierung beteiligt231-234. Im Myokard spielt es eine entscheidende Rolle bei der 

Aufnahme langkettiger Fettsäuren, dem wichtigsten Stoffwechselsubstrat der 

Myozyten235. Ein CD36-Mangel lindert diabetische Kardiomyopathie und Athero-

sklerose, während eine Überexpression von CD36 ischämische Reperfusionsschäden 

beseitigt236-238.  

Fettsäurebindende Proteine (englisch: fatty acid binding protein, FABP) sind lipid-

bindende Proteine und kommen besonders häufig in Geweben mit einem aktiven 

Fettsäuremetabolismus wie Herz, Nieren, Gehirn und Brustdrüsen vor239.  Unter den 

neun bisher identifizierten, gewebespezifischen, zytoplasmatischen FABPs wird 

FABP3 überwiegend, aber nicht ausschließlich in CM exprimiert167, 240, 241. Aktuelle 

Studien untersuchen ferner die Eignung von FABP3 als Biomarker bei akutem 

Myokardinfarkt242.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurden diese drei Fettstoffwechsel-assoziierten Gene 

untersucht. Besonders ab d13, dem Beginn der Selektionswoche, zeigten sich die 

Expressionslevel der Gene interessanterweise deutlich erhöht (vgl. Diagramm 8). Das 

Kulturmedium der hiPSC-CM wird ab diesem Tag mit Laktat statt wie zuvor mit 

Glukose als Hauptnährstoff angereichert, was eine Umstellung des Metabolismus der 
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hiPSC-CM bewirkt haben könnte. CD36 konnte jedoch weder in qPCR- noch in FACS-

Untersuchungen detektiert werden (vgl. Diagramm 8 und Tabelle 7). Auch die 

Versuche von IHC-Darstellungen von CD36 waren erfolglos. Andere Studien, welche 

hiPSC-CM-Kulturen auf diese drei Gene untersuchen, sind in der Literatur bis dato 

nicht hinterlegt, sodass hier keine Vergleiche gezogen werden können. Die somit im 

Rahmen dieser Arbeit erstmals beschriebene Expression von APOA1 und FABP3 in 

hiPSC-CM-Kulturen muss jedoch durch weitere Studien auf ihre Relevanz in den 

Zellkulturen weiter aufgedeckt werden. Rückschlüsse auf voll-funktionale Adipozyten 

lassen sich hieraus aktuell nicht ableiten.  

4.3 Limitationen 

Verschiedene Limitationen werden folgend aufgeführt, welche die Aussagekraft der 

Ergebnisse einschränken könnten und deshalb eine kritische Auseinandersetzung 

damit erfordern. 

Zunächst einmal werden verschiedene Materiallimitationen, welche bereits im Rahmen 

der Diskussion beschrieben wurden, kurz zusammengefasst. Die hiPSC-CM sind im 

Vergleich zu adulten Zellen „unreif“. Viele Studien haben sich mit diesem Thema 

bereits auseinandergesetzt und verschiedene Methoden entwickelt, um die hiPSC-CM 

im Reifungsprozess zu unterstützen107, 109, 164. In dieser Arbeit wurde keine 

Reifungsinduktion der hiPSC-CM durchgeführt, somit sind die Ergebnisse nur bedingt 

Aussage-relevant zum Beschreiben adulter CM. Es wurden zwei verschiedene 

Zellreihen benutzt. Um allgemein repräsentative Ergebnisse zu generieren, müssten 

jedoch noch weitere Zellreihen untersucht werden. Die Projektion der Zusammen-

setzung der hiPSC-CM und NCM innerhalb der Mischkultur auf in vivo Zellverteilungen 

im Myokard ist methodenbedingt natürlich nicht möglich, sondern kann nur indirekte 

Hinweise auf Zell-Zell-Interaktionen einer myokardial-differenzierten Mischkultur 

liefern. Inwiefern die embryonale Kardiomyogenese und die in vitro durchgeführte 

Kardiomyozyten-Differenzierung weiter miteinander korrelieren oder auch sich 

unterscheiden, ist Gegenstand der Forschung von anderen Arbeitsgruppen und sollte  

nicht im Rahmen dieser Arbeit aufgedeckt werden.  

Weiterhin müssen Limitationen in Bezug auf die angewandten Methoden betrachtet 

werden. Die Qualität der Zellen, beziehungsweise des verwendeten Zellmaterials, 

könnte durch fehlerhafte Lagerung oder während des Transports zu Messgeräten 

verringert worden sein. Durch die Zell-Vereinzelung könnten untersuchte, zelluläre 
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Strukturen beschädigt worden sein, was die quantitative, qualitative und visuelle 

Beurteilung beeinflusst haben könnte. Ebenso könnte auch eine unzureichende 

Vereinzelung der Zellen zu eingeschränkt interpretierbaren Ergebnissen geführt 

haben. Die verwendeten AK-Konzentrationen für die FACS- und IHC-Messungen 

wurden vor den Experimenten in Titrationsmessungen bestimmt. Sie könnten jedoch 

von Zellreihe zu Zellreihe variieren und somit möglicherweise nicht immer optimal 

gewesen sein, was sich auf die Qualität der FACS-Messungen und IHC-Darstellungen 

ausgewirkt haben könnte. Aufgrund der beschränkten Auswahl der AK-Konjugate und 

der damit zusammenhängenden farblichen IHC-Darstellungen konnten nur gezielt 

Strukturen in einer Abbildung zusammengefasst werden. Eine Darstellung von mehr 

als drei Farben, also drei Strukturen, innerhalb einer Abbildung war methodenbedingt 

nicht möglich.  

Da diese Arbeit sich als hypothesengenerierende Studie verstand, welche Ansätze für 

weiterführende Forschung mit hiPSC-CM generieren sollte, aber auch aus 

ökonomischen Gesichtspunkten, wurden viele Kardinalgene oder NCM-assoziierte 

Gene, nur einleitend mittels qPCR und/oder FACS oder IHC untersucht. Dass sich 

trotz vieler positiver Ergebnisse und erfolgtem Nachweis hieraus methodenbedingt 

keine Rückschlüsse auf das Vorhandensein von voll-funktionalen NCM-Arten in der 

Zellkultur herleiten können, wurde in den jeweiligen Abschnitten klar dargestellt und 

diskutiert. Eine Ansatzgenerierung zu weiteren Studien darf aus den Ergebnissen 

jedoch ebenso klar attestiert werden.  
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die erfolgreiche Differenzierung von aus humanen, 

induzierten pluripotenten Stammzellen generierten Kardiomyozyten (hiPSC-CM) 

beschrieben. Die Expression Kardiomyozyten-typischer Strukturproteine, Ionenkanäle 

sowie Adhäsionsproteine von hiPSC-CM wurde bestätigt. Zwei verschiedene 

Differenzierungsprotokolle wurden auf ihre Effektivität in der Kardiomyozyten-

Generierung verglichen. Beide Protokolle brachten Mischkulturen mit 70-80% 

Kardiomyozytenanteil hervor. Morphologisch zeigten die hiPSC-CM Unreifezeichen 

wie polymorphe Zellen, ungeordnetes Troponin T-Bandenmuster und vermehrte 

Mitosezeichen auf, welche durch verschiedene immunhistochemische Studienreihen 

beschrieben wurden.  

Im weiteren Verlauf wurden die Nichtkardiomyozyten der Mischkultur genauer 

untersucht. Hierfür wurden im Vorfeld durch Literaturrecherche Gene definiert, welche 

als Kardinalgene für diese Zelltypen dienen. Waren solche nicht beschrieben, wurden 

Gene benutzt, welche mit diesen Zelltypen assoziiert waren und bereits durch andere 

Arbeitsgruppen in anderen Zellkulturen beschrieben wurden. Der Fokus lag dabei auf 

Fibroblasten, Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Myofibroblasten und Fettstoff-

wechsel-assoziierten Zellen. Mithilfe von Genexpressionsanalysen, Durchfluss-

zytometrie und immunhistochemischen Darstellungen wurden diese Gene untersucht. 

Während die quantitative Analyse teils widersprüchliche, teils sich mit den Ergebnissen 

anderer Arbeitsgruppen deckende Werte ergab, konnten Fibroblasten-, 

Endothelzellen- und glatte Muskelzellen-assoziierte Antigene immunhistochemisch 

visualisiert werden. Die Expression der Gene Apolipoprotein A1 und Fatty acid binding 

Protein 3 konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmals innerhalb einer hiPSC-CM-

Mischkultur beschrieben werden.  

Die verschiedenen Limitationen, welche bei der Deutung der Ergebnisse 

mitberücksichtigt werden müssen, wurden hierbei unter Wahrung einer Good Scientific 

Practice ausgiebig dargelegt und diskutiert. Das Ziel einer hypothesengenerierenden 

Studie, welche die hiPSC-CM-Kultur weiter beschreibt, um idealerweise Ansätze zu 

weiterführenden Studien zu liefern, konnte jedoch erreicht werden. Es sollten daher 

auf diese Arbeit weitere Studien folgen, wie etwa zur weiterführenden Untersuchung 

der Zell-Zell-Kontakte zwischen hiPSC-CM und Nichtkardiomyozyten, zum Fettstoff-

wechsel-Metabolismus von hiPSC-CM, oder auch zu kardialen Fibroblasten und ihrer 
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Rolle in der elektromechanischen Koppelung von hiPSC-CM und der extrazellulären 

Matrix. Übergeordnetes Ziel muss es weiterhin bleiben, das Potenzial von hiPSC-CM 

in verschiedenen Forschungsbereichen wie Medikamentenentwicklung oder im 

Bereich der regenerativen Medizin weiter zu optimieren. 
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