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Hochdurchsatzanalyse zur Identifizie-
rung von Virusinfektionen in ps-iPSCs
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The generation of patient-specific induced pluripotent stem cells
(ps-iPSCs) offers a broad range of applications including human disease
modelling, drug screening, bioengineering, or cell therapy. Virus con-
tamination-free cell lines generated under Good Manufacturing Practise
(GMP) conditions are of outstanding importance. Here, we demonstrate
the feasibility to use an automated high-throughput PCR-based method
for detection of human pathogenic viruses, for instance HIV, in ps-iPSCs.
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B Die Fahigkeit, Patienten-spezifische indu-
zierte pluripotente Stammzellen (ps-iPSCs)
zu generieren, ermoglicht eine Vielzahl an
translationalen Anwendungen. Durch die
Reprogrammierung von somatischen Patien-
tenzellen in pluripotente Stammzellen kon-
nen humane Krankheitsmodelle etabliert,
Medikamentenscreenings durchgefiihrt und
Transplantationsansétze fiir die regenerative
Medizin etabliert werden. Fiir Standardver-
fahren der guten Herstellungspraxis, wie sie
in Transplantationsexperimenten verwendet
werden, und in iPSC-Screening-Einheiten ist
es von essenzieller Bedeutung, Virus-konta-
minationsfreie Zelllinien zu verwenden. Wir
zeigen hier, dass es mittels eines automa-
tisierten High-Throughput-PCR-basierten
Verfahrens moglich ist, humanpathogene
Viren, wie das humane Immundefizienzvirus
(HIV-1), das Hepatitis-B-Virus (HBV) und das
Hepatitis-C-Virus (HCV), in ps-iPSC-Linien
zu detektieren.

Induzierte pluripotente Stammazellen

Bei iPSCs handelt es sich um somatische
Zellen, die zur Pluripotenz induziert worden
sind. Dafiir werden humane Spenderzellen,
z. B. Hautfibroblasten, periphere mononukle-
are Blutzellen oder mesenchymale Stamm-
zellen durch Zugabe von spezifischen Pluri-
potenz-assoziierten Faktoren in den pluripo-
tenten Status einer Stammzelle zuriickver-
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setzt. Diese konnen sich zum einen unbe-
grenzt teilen und zum anderen haben sie die
Fahigkeit, sich in Zellen aller drei Keim-
blatter zu differenzieren. Seit der ersten Her-
stellung von iPSCs durch Takahashi und
Yamanka [1, 2] wurde eine Vielzahl unter-
schiedlicher Reprogrammierungs-Methoden
publiziert, die im Vergleich zur initialen
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Takahashi-Methode durch erhohte Repro-
grammierungs-Effizienzen und nicht-integ-
rative virale Sequenzen in den iPSC-Linien
charakterisiert sind.

Die ersten retroviralen Reprogrammierun-
gen von humanen Fibroblasten zeigten eine
Reprogrammierungs-Effizienz von 0,02 Pro-
zent [2]. Es folgte eine Reihe an Bestrebun-
gen, sowohl die Reprogrammierungs-Effi-
zienz zu erhohen als auch die virale Integri-
tat ins Wirtgenom zu reduzieren. Virusfreie
humane Zelllinien sind im Hinblick auf
Transplantationsversuche unerldsslich, um
Immunreaktionen und pathogene Krebs-
erkrankungen zu vermeiden [3]. Gdngige
Reprogrammierungs-Methoden basieren auf
Genom-integrierenden Viren, z. B. dem lenti-
viralen STEMCCA-Vektor (single cassette
reprogramming vector) [4], nicht Genom-inte-
grierenden Viren, z. B. dem Sendai-Virus [5],
sowie episomalen Plasmiden [6] oder RNA
[7] (Abb. 1).
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A Abb. 1: Herstellung und Anwendung von patientenspezifischen induzierten pluripotenten
Stammzell-Kardiomyozyten (ps-iPSC-KMs). Hautfibroblasten, Keratinozyten oder periphere Blut-
zellen werden aus somatischem Patientenmaterial isoliert und mittels Pluripotenz-assoziierter
Transkriptionsfaktoren zu pluripotenten Stammzellen reprogrammiert. Diese werden lber ver-
schiedene Reprogrammierungs-Methoden wie STEMCCA-Viren (Genom-integrierend), Sendai-
Viren und episomale Plasmide (nicht-genom-integrierend) in die Wirtszelle transportiert. Die
Reprogrammierungs-Effizienz (hier dargestellt fiir Hautfibroblasten) ist abhéngig von der Repro-
grammierungs-Methode. IPSCs werden mittels direkter kardialer Differenzierung zu ps-iPSC-KMs
differenziert. Diese finden ihre Anwendung bei Medikamententests, Bioengineering, der Krank-

heitsmodellierung und der Zelltherapie.
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A Abb. 2: Analyse von iPSC-Linien auf humanpathogene Viren mittels der Hochdurchsatztechnologie am Cobas® 6800/8800 am Beispiel des HIV-1,
HCV und HBV. Die mittels unterschiedlicher Reprogrammierungsmethoden hergestellten iPSC-Linien werden lysiert und im Hochdurchsatzverfahren im
Cobas® 6800,/8800-System mit Cobas®-spezifischen Virus-Kits automatisch beziiglich der vorhandenen Viruslast untersucht. Hautfibroblasten und
iPS-Linien, die mittels nicht-genomintegrierender Methoden wie Sendai-Viren oder episomalen Plasmiden generiert worden sind, zeigten negative
HIV-1-Resultate mittels des Cobas® 6800,/8800-Cobas-HIV-1-Test-Systems. Die mittels Genom-integrierender STEMCCA-Viren generierten iPSC-Linien
liefern falsch-positive Ergebnisse aufgrund vorhandener gag- und LTR-Regionen im Wirtsgenom. Alle getesteten Hautfibroblasten und iPSC-Linien zeigen
unabhéngig von der Reprogrammierungsmethode Virustiter von HCV und HBV unterhalb der Nachweisgrenze von 15 IlU/ml bzw. 10 [U/ml.

Die Generierung von Patienten-spezifi-
schen iPS-Zellen mit monogenetischen
Erkrankungen war ein Durchbruch fiir die
humanen in vitro-Krankheitsmodellierung
und die Transplantationsmedizin. Somit ist
es moglich, Patienten-spezifische Medika-
mentenanalysen in der in vitro-Zellkultur
durchzufiihren und Patienten-spezifische
autologe Transplantate herzustellen, um uner-
wiinschte Immunreaktionen bei Transplan-
tationen potenziell einddmmen zu kénnen.

Unsere Arbeitsgruppe fokussiert sich auf
die Herstellung von iPSC-Linien von Patien-
ten, die unter mono- bzw. polygenetischen
Herz-Kreislauf-Erkrankungen leiden. Hierfiir
werden je nach Anwendungsgebiet und
Patienten-Ausgangsmaterial verschiedene
Reprogrammierungs-Methoden verwendet.
Wir konnten zeigen und damit die Literatur
bestdtigen, dass sowohl die urspriingliche
somatische Zellquelle, die fiir die Reprogram-
mierung eingesetzt wird, als auch die verwen-
dete Reprogrammierungs-Methode einen Ein-
fluss auf die Reprogrammierungs-Effizienz
hat, aber nicht auf die Pluripotenzcharakteris-
tika der generierten iPSC-Linien. So erhielten
wir mit der Kombination von mesenchymalen
Stammzellen und episomalen Plasmiden eine
Reprogrammierungs-Effizienz von {iber drei
Prozent [8, 9]. Die Reprogrammierungs-Effi-
zienz von Hautfibroblasten zeigte signifikant
hohere Werte fiir das Sendai-Virus-System
(1,37 £ 0,01 %) und das STEMCCA-System
(1,30 £ 0,18 %) im Vergleich zu episomalen
Plasmiden (0,04 = 0,02 %) (Abb. 1). Die gene-
rierten ps-iPSC-Linien wurden fiir zellulére,

molekulare und phanotypische Untersuchun-
gen direkt in iPSC-Kardiomyozyten (ps-iPSC-
KMs) differenziert [10], um den klinischen
Patienten-Phanotyp in vitro zu rekapitulieren
und die patientenspezifischen Krankheits-
mechanismen aufzuschliisseln (Abb. 1). Mit-
tels ps-iPSC-KMs konnten in vorangegan-
genen Projekten unserer Arbeitsgruppe die
Pathomechanismen verschiedener kardialer
Erkrankungen, z. B. die RBM20-spezifische
dilatative Kardiomyopathie oder das Takot-
subo-Syndrom, analysiert werden [11, 12].
Neben der Krankheitsmodellierung konnen
iPSC-KMs fiir patientenspezifische Medika-
mententests und Toxizitatsanalysen einge-
setzt werden. Die Herstellung von 3D-Orga-
noiden bzw. zellularen 3D-Modellsystemen
sowie die Zelltherapie sind weitere Anwen-
dungsgebiete von ps-iPSC-KMs (Abb. 1). Die
generierten iPSC-Linien konnen iiber viele
Jahre in Biobanken gelagert werden.

Verunreinigungen von iPSC-Linien

Die in der Forschung verwendeten Zelllinien
unterliegen aufgrund des Standardverfah-
rens der guten Herstellungspraxis einer
genauen Zertifizierung. RegelmaBig werden
diese auf genetische Mutationen, aber auch
auf mikrobiologische Kontaminationen wie
Mykoplasmen, tiberpriift [13]. Da die Zell-
linien teilweise liber Jahrzehnte gelagert
werden, ist das Risiko einer Kontamination
relativ hoch. Eine Pathogenitit der generier-
ten Zelllinien basiert jedoch oft auf einer
bereits existierenden Erkrankung des Spen-
ders [14]. Doch auch eine sekundére Infek-

tion der Zellkultur durch erkranktes Labor-
personal oder andere zeitgleich bearbeitete
kontaminierte Zelllinien ist moglich. Gerade
im Hinblick auf Transplantationsversuche ist
ein Screening dieser Zellen von groBer
Bedeutung [3]. Dariiber hinaus ist es ebenso
von essenziellem Interesse, das Laborper-
sonal zu schiitzen, das taglichen Kontakt zu
den Zellkulturen hat. Aus den genannten
Griinden ist eine genaue und regelmiBige
Untersuchung beziiglich humanpathogener
Kontaminationen unumginglich. Der Fokus
liegt hierbei auf HIV-1, HBV und HCV [3].

Automatisierte Hochdurchsatz-
methode zur Identifizierung von
humanpathogenen Viren

Unserer Arbeitsgruppe ist es gelungen, die
in-house generierten iPSC-Linien mittels
einer Hochdurchsatzmethode am Cobas®
6800/8800 (Roche) auf humanpathogene
Viren zu untersuchen [8]. Diese Technologie
wurde initial fiir die Untersuchung von
humanen Blutplasmaproben verschiedener
Patienten auf potenzielle humanpathogene
Kontaminationen etabliert. Die Identifizie-
rung von HIV, HBV oder HCV erfolgt {iber
eine quantitative PCR-Analyse. Dafiir werden
Virus-Kits von der Firma Roche verwendet,
die auf einer dual-target-Technologie basieren.
Zwei Detektionsreagenzien sind mit Fluoro-
phoren gekoppelt und binden spezifisch an
hoch konservierte Regionen des Virus-
genoms. Zur Durchfiihrung der HIV-, HBV-
und HCV-Tests werden 1x 10° Fibroblasten
oder iPS-Zellen den Angaben des SV-Total-
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RNA-Isolierungskits von Promega entspre-
chend lysiert und in einem groBeren Volumen
Lysispuffer mit dem Cobas®-spezifischen
Virus-Test-Kit (Roche) am Cobas® 6800/8800
analysiert. Die Sensitivitat fiir die Virus-
detektion von HIV-1 liegt bei 20 Viruskopien
pro Reaktion (cp/mL), von HCV bei 15 IU/ml
und von HBV bei 10 IU/ml (Abb. 2). Die Ana-
lyse basiert auf einer vollautomatisierten
Probenaufarbeitung. Zuniachst werden Nuk-
leinsduren aus der Probe extrahiert, aufge-
reinigt und mittels quantitativer PCR-Analyse
die virusspezifischen Nukleinsauren im Wirts-
genom nachgewiesen. Da einige iPSC-Linien
mittels viraler Genom-integrierender Tech-
niken hergestellt worden sind (STEMCCA),
kommt es bei der Hochdurchsatzmethode am
Cobas® 6800/8800 jedoch zu Limitationen.
Das STEMCCA-Virus basiert auf dem HIV-
Virus und enthalt noch Fragmente des gag-
Gens, welches die viralen Matrix-, Kapsid-
und Nukleokapsidproteine codiert. Dariiber
hinaus sind im STEMCCA-Virus LTR (long
terminal repeats)-Regionen vorhanden, die
die virale Genexpression und Transposition
steuern. Somit konnen diese Bereiche mittels
des beschriebenen HIV-1-Testverfahrens
erkannt werden und falsch-positive Resultate
liefern. Wir haben interne Kontrollen ver-
wendet, um diese falsch-positiven Ergebnisse
besser zu verstehen. Mittels des simultanen
Vergleichs der HIV-Last von somatischen
Hautfibroblasten, die fiir die Reprogrammie-
rung eingesetzt wurden, sowie verschiedenen
hergestellten iPSC-Linien (mittels Genom-
integrierender STEMCCA Viren und nicht-
integrierender Sendai-Viren bzw. episomaler
Plasmide) konnten wir zeigen, dass die Fibro-
blasten und die Sendai-Virus/Plasmid-gene-
rierten iPSC-Linien derselben Patienten eine
negative HIV-1-Last mittels des beschriebe-
nen Hochdurchsatzverfahrens am Cobas®
6800/8800 aufwiesen. AusschlieBlich die
mittels STEMCCA-Virus generierten iPSC-
Linien zeigten positive HIV-1-Resultate.
Derartige falsch-positive Ergebnisse konnten
bei der Bestimmung der HCV- und HBV-
Viruslast nicht detektiert werden (Abb. 2).
Unsere Ergebnisse zeigten auch, dass das
Geschlecht oder das Alter der Patienten
sowie die Art der Ausgangszellen keine Aus-
wirkungen auf das Testverfahren haben
(Abb. 2, [8]).

Zusammenfassend konnten wir zeigen,
dass mehr als 50 bereits in unserer Biobank
aufbewahrten iPSC-Linien mit der Cobas
6800/8800 Hochdurchsatz-PCR-Technologie
auf HIV-1 getestet werden konnten. Aus-
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nahmslos alle iPSC-Linien, die mittels nicht
Genom-integrierender Methoden wie Sendai-
Viren oder episomalen Plasmiden generiert
worden sind, zeigten negative HIV-1-Resul-
tate mittels des Cobas® 6800/8800-Cobas-
HIV-1-Test-Systems. Bezogen auf die quanti-
tative Analyse der HCV- und HBV-Viruslast
zeigten alle untersuchten iPSC-Linien und
Hautfibroblasten Werte unterhalb der Detek-
tionsgrenze. Die aufgezeigte Hochdurchsatz-
PCR-Analyse ist somit eine schnelle, robuste,
sensitive, verlassliche und kostengiinstige
in vitro-Methode zum Screenen von iPSC-
Linien auf humanpathogene Viren. Bezogen
auf die Wahl der Reprogrammierungs-Me-
thode von somatischen humanen Zellen zu
iPSC-Linien sollte also zu Beginn bedacht
werden, ob regenerative Transplantations-
studien oder Medikamententests/Screenings
die endgililtige Anwendung der iPSC-KMs
darstellen. Dafiir sind nicht-Genom-integrie-
rende Reprogrammierungs-Methoden not-
wendig, und nachfolgende Viruskontamina-
tionen konnen mittels der Cobas-Technologie
analysiert werden.

In Anbetracht der Richtlinien der guten
Herstellungspraxis, der Anwendung in Trans-
plantationsstudien und dem Schutz der Mit-
arbeiter im Labor sollte ein Screening auf
humanpathogene Viren am Beginn jeder
neuen Studie stehen.
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