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Kardiovaskulare Erkrankungen

iPS-abgeleitete Kardiomyozyten als
therapeutische Hoffnungstrager
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After ischemic injury in adolescence, the human heart has only limited
capacity to regenerate. The loss of cardiomyocytes is typically
replaced by fibrotic scar tissue. The resulting scars reduce myocardial
contractility and function. To date, the gold standard for end-stage
heart disease remains a heart transplant, which is not a realistic
option due to donor heart shortage. The regenerative potential of
reprogrammed stem cells has the potential for a long-expected
breakthrough in development of efficient therapeutic interventions.
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B Das menschliche Herz weist nach ischami-
schen Verletzungen in der Adoleszenz nur
eine limitierte Regenerationskapazitat auf. Als
Konsequenz gleicht der Korper den Verlust
von Kardiomyozyten typischerweise mit der
Entstehung von fibrotischem Narbengewebe
aus. Das Myokard vernarbt und die Kontrakti-
litait des Herzmuskels wird vermindert. Bis
heute bleibt der Goldstandard fiir Patient/inn/
en mit Herzerkrankungen im Endstadium die
Herztransplantation, welche jedoch durch den

Mangel an Spenderherzen fiir die meisten Pati-
ent/inn/en keine realistische Option darstellt.
Ein grundlegender Durchbruch in der Entwick-
lung neuer und effizienter therapeutischer
Methoden ist daher dringend notwendig.

Die rasante Entwicklung der Stammzellfor-
schung in den letzten Jahren liefert zwei
neue therapeutische Optionen: i) in vivo-
Regeneration des Myokards durch Mobilisie-
rung und Anregung vorhandener Vorlaufer-
zellen zur Zellteilung und Differenzierung

und ii) Transplantation von in vitro generier-
ten Zellen. Verschiedene Zellquellen wurden
als potenzielle Kandidaten fiir die Myo-
kardreparatur identifiziert, u.a. Skelettmyo-
blasten [1], Knochenmarkstammzellen [2],
residente Herzvorlauferzellen [3], vaskuldre
Stammzellen in der Adventitia [4] und pluri-
potente Zellen, wie embryonale Stammzellen
(ES) oder induzierte pluripotente Stammzel-
len (iPS-Zellen) [5].

Das Potenzial der iPS-Zellen

Im Jahr 2007 gelang der Forschergruppe des
japanischen Stammzellforschers Shinya
Yamanaka erstmalig die Reprogrammierung
menschlicher Fibroblasten zu einem pluripo-
tenten Status [6]. Die Faszination dieser
induzierten pluripotenten Stammzellen liegt
in der Moglichkeit, Zellen aller drei Keim-
blatter zu generieren. So lassen sie sich nicht
nur in Zellen des Gehirns und anderer inne-
rer Organe differenzieren, sondern auch in
Zellen des Herzens, wie z. B. Kardiomyo-
zyten. Eine weitere Besonderheit: Sie konnen
aus Fibroblasten- oder Blutzellen von
Patient/inn/en hergestellt werden und spie-
geln somit die genetischen Gegebenheiten
der jeweiligen Person wider (Abb. 1).

Fiir die Reprogrammierung der Fibroblas-
ten werden die Yamanaka-Faktoren (Oct3/4,
Sox2, KIf4 und c-Myc) verwendet, die durch
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A Abb. 1: Herstellung und Verwendung von hiPS-Zellen in der Biomedizin. Somatische Zellen werden durch eine Hautbiopsie gewonnen und durch die
Yamanaka-Faktoren (Kfl4, c-Myc, Sox2 und Oct3/4) zu hiPS-Zellen reprogrammiert. Die Differenzierung zu einem spezialisierten Zelltyp (u.a. Kardio-
myozyten) ermdglicht Anwendungen der autologen Transplantation in der Zellersatz-Therapie, Entwicklung von Krankheitsmodellen, sowie Toxizitats-

studien und Medikamentenentwicklungen.
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verschiedene, integrierende und nicht
integrierende Methoden in die Zellen ein-
gebracht werden konnen. Die iPS-Zell-
Technologie ermoglicht nicht nur persona-
lisierte therapeutische Interventionen,
wie myokardiale Patches, sondern ist auch
ein neues, zielfithrendes Werkzeug bei der
Analyse pathophysiologischer Konsequen-
zen genetischer Pradispositionen. Durch
die Verwendung von patienteneigenen
Zellen kann nicht nur die Wirkung
bekannter Medikamente auf die spezielle,
genetisch bedingte Zellkonstitution getes-
tet werden, auch so genannte Wirkstoffda-
tenbanken konnen auf eventuelle Wirk-
samkeit untersucht werden. AuBerdem
erhofft man sich hieraus eine Etablierung
neuer Therapiemoglichkeiten, wie die
autologe Zellersatztherapie mit in vitro
differenzierten Zellen (Abb. 1).

iPS-Zellen als vielversprechende
Quelle fiir kardiale
Therapieoptionen

Ein Beispiel fiir die Anwendung patienten-
spezifischer iPS-Zellen und daraus abgelei-
teter spezialisierter Zellen findet man in
der Kardiologie: Die Herstellung von Herz-
muskelzellen aus iPS-Zellen. Diese
Kardiomyozyten mit ihren prominenten
kontraktilen Filamenten stellen zwar nur
einen von vielen Zelltypen des Herzens
dar, doch spielen sie bei Herzinfarkten und
Kardiomyopathien eine zentrale Rolle. So
wird beispielsweise bei Myokardinfarkten
der Verlust von Kardiomyozyten mit fibro-
tischem Narbengewebe ausgeglichen, das
allerdings keine Kontraktilitdt aufweist.

Um diesen Verlust von Myokard auszu-
gleichen, konnten im Rahmen einer zellba-
sierten Regenerationsstrategie Kardiomyo-
zyten aus iPS-Zellen in vitro hergestellt
und transplantiert werden. Fiir die Herstel-
lung von Kardiomyozyten aus iPS-Zellen
gibt es verschiedene Moglichkeiten, die
hervorragend in einem Review von C. L.
Mummery et al. zusammengefasst werden
(Abb. 2A, [7]). Grundsitzlich lassen sich
die Herstellungsmethoden in 2D- und
3D-Ansétze unterscheiden (u.a. Embryoid-
korperchen, induktive Ko-Kultur), von
denen sich jedoch die Monolayer-basierte
Differenzierung als robustes Protokoll mit
relativ einfacher Handhabung, als Stan-
dard etabliert hat.

Generell durchlaufen humane iPS-Zellen
wahrend der Differenzierung zu Kardio-
myozyten drei Stadien, die durch biphasi-
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sche Regulierung des WNT-Signalwegs

gepragt sind (Abb. 2B):

(1) die Induktion des Mesoderms, das
durch die Expression von Brachyury
(T) gekennzeichnet ist,

(2) die Spezifizierung des kardiovaskula-
ren Mesoderms mit Expression des
kinase insert domain receptor (KDR)
und platelet-derived growth factor recep-
tor alpha (PDGFRA) und

(3) die Reifung der spezifischen Vorldufer-
zellen zu funktionalen Kardiomyozy-
ten [8].

Nach Erlangung der Kontraktilitdt reifen
die jungen Kardiomyozyten und stellen
dabei die Proliferation iiberwiegend ein.
Einige Studien zeigen zwar, dass es im
gesunden Sdugetierherzen eine gewisse,
wenn auch duBerst geringe, Grundprolife-
ration der Kardiomyozyten gibt [9], doch
fiihrt diese kaum vorhandene Proliferati-
onskapazitit zu einer Herausforderung in
der Herstellung und Expansion dieser Zel-
len im industriellen MaBstab. J. W. Buike-
ma et al. [10] konnten kiirzlich einen neu-
en Ansatz zur Expansion mittels reversib-
ler Wiederherstellung der Proliferation
vorstellen. Unter Zugabe von CHIR99021,
einem WNT-Agonisten, und Reduzierung
der Kontaktinhibition wurde eine
100-250fache Expansion berichtet.

Durch die Identitatsverdnderung im Ver-
lauf der kardialen Differenzierung expri-
mieren die Kardiomyozyten nun zelllinien-
spezifische Marker, wie das Oberflachen-
protein signal-regulatory protein alpha
(SIRPA) und die kardialen Muskelmarker
kardiales Troponin T (¢TNT) und actinin
alpha 2 (ACTN2), die zur Charakterisie-
rung herangezogen werden konnen (Abb.
2C). Eine Aufreinigung der Kardiomyozy-
ten-Zellpopulation kann beispielsweise
durch Ersatz von Glucose mit Laktat im
Nahrmedium erreicht werden, da Kardio-
myozyten im Gegensatz zu anderen Zellen
Laktat verstoffwechseln konnen [8].

Eine zentrale Herausforderung ist die Fra-
ge, wie in vitro differenzierte, aufgereinigte
und expandierte Kardiomyozyten-Kulturen
idealerweise transplantiert werden, um ein
geschidigtes Herz zu regenerieren. Da ein
Einbringen von Kardiomyozyten an die
betroffenen Stellen des Herzens ohne Matrix
zu einem groBen Verlust von Zellen nach der
Transplantation fithrt und die Herzregenera-
tion dadurch nicht ausreichend gewahrleis-
tet werden kann, scheinen 3D- oder
4D-Ansétze, wie eine Cardiac-Patch-Thera-

Hier steht
eine Anzeige.
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A Abb. 2: Von iPS-Zellen zu Kardiomyozyten: Methoden und Phasen der kardialen Differenzierung. A, Etablierte Methoden der kardialen Differenzie-
rung: (1) Embryoidkdrperchen (embryoid bodies, EBs) sind unkontrolliert differenzierte, aggregierte hiPS-Zellkolonien, die in Suspension wachsen.
Durch Zugabe von Wachstumsfaktoren (WF) adhérieren die EBs und es reifen Kardiomyozyten daraus hervor. (2) hiPS-Zellen werden dissoziiert, zu
einem Monolayer oder Matrix Sandwich vermehrt und iiber WF differenziert. (3) Induktive Ko-Kultur: hiPS-Zellen werden mit Induktor-Zellen ko-kulti-
viert und zu Kardiomyozyten differenziert. B, Zeitliche Abfolge bei der Kardiomyozyten Differenzierung: CHIR9902 1 (WNT-Agonist) und Bone Morpho-
genetic Protein 4 (BMP4) induzieren das Mesoderm, die kardiovaskulare Spezifikation erfolgt durch IWR-1 (Inhibition des WNT-Signalweg; gekennzeich-
net durch Kinase Insert Domain Receptor (KDR) und Platlet Derived Growth Factor Alpha (PDGFRA)), Reifung der Vorlduferzellen zu Kardiomyozyten.

C, Immunzytochemische Farbung frither Kardiomyozyten: kardiales Troponin T in griin (cTNT) und actinin alpha 2 in rot (ACTN2); zusatzlich wurde eine
Zellkernfarbung mit 4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI, blau) durchgefiihrt.

pie, vielversprechend. Dabei werden Ko-Kultu-
ren von Fibroblasten, mesenchymalen Stamm-
zellen und Kardiomyozyten in ein biologisches,
auf Kollagen basierendes, vaskularisiertes
Gertist eingebracht. Nach erfolgreicher Vasku-
larisation und Validierung kann der Cardiac-
Patch transplantiert werden - bisherige Expe-
rimente am Tier zeigen hier bereits Erfolge [11,
12]. Allerdings bedarf es weiterer Untersu-
chungen und Experimente, um diese Methode
erfolgreich beim Menschen einsetzen zu kon-
nen.
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Die Forscher/innen der Abteilung Genomik,
Stammzellbiologie & Regenerative Medizin unter
der Leitung von Prof. Dr. F. Edenhofer entwickeln
und verwenden zelluldre Reprogrammierungs-
methoden, um menschliche Krankheiten auf
molekularer und zelluldrer Ebene eingehend zu
analysieren und um den Weg flir neuartige thera-
peutische Ansétze zu ebnen. Der Fokus liegt
hierbei auf degenerativen Erkrankungen des
Nerven- und Herz-Kreislauf-Systems.
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