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1 Zusammenfassung

Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind weltweit die haufigste Todesursache und
fordern demnach die Entwicklung neuer Forschungsmodelle zur Untersuchung
krankheitsrelevanter Prozesse. Da Krankheitsprozesse in vivo im drei-
dimensionalen Raum ablaufen, gewinnen dreidimensionalen Gewebe- und
Organstrukturen (Spharoide/Organoide) als realitdtsnahe Modelle fir die
Forschung zunehmend an Bedeutung. Das Herz konnte bereits als Kardioid aus
humanen pluripotenten Stammzellen generiert werden. Ziel dieser Arbeit ist
zunachst eine Literaturrecherche bezlglich bereits etablierter Protokolle zur
Kardioid-Generierung, ein tabellarischer Vergleich der dazu genutzten Methoden
und Materialien und anschlieBend die Generierung von Kardioiden aus
mesenchymalen Stammzellen aus viszeralem Rattenfettgewebe. Eine Gene-
rierung dieser Kardioide, basierend auf dem Protokoll von Hofbauer et al. [1], war
erfolglos, sodass Anpassungen des Protokolls vorgesehen sind, um es in Zukunft
auch auf humane mesenchymale Stammzellen Ubertragen zu kénnen. Dies
konnte personalisierte Medizin ermdglichen, etwa Kardioide aus Zellen
herzkranker Patienten zu gewinnen und diese auf Entstehung sowie Therapien
von Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu untersuchen. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit
ist die Generierung von Spharoiden aus Glattmuskelzellen, da Glattmuskelzellen
bei Entzindungsprozessen ihren Phanotypen verandern und so die Entstehung
von Herz-Kreislauf-Erkrankungen beeinflussen kdnnen. Da die entsprechenden
Pathomechanismen noch nicht vollstandig aufgedeckt sind, sollen diese
Glattmuskelzell-Spharoide als zuklnftiges Forschungsmodell dienen. Es ist
gelungen, Glattmuskelzell-Spharoide zu generieren und diese mittels
Mikroskopie-Analysen und einer Proteomics-Analyse mit der 2D-Zellkultur zu
vergleichen. Es zeigte sich eine unterschiedliche Proteinzusammensetzung je
nach Zellkulturmodell. Proteine der extrazellularen Matrix wiesen im 3D-Modell
beispielsweise eine signifikant hohere Proteinabundanz auf, was der in vivo-
Situation ahnelt. Zusatzlich erfolgte ein Vergleich der Zellkulturmodelle im
Hinblick auf deren Proteinzusammensetzung nach Stimulation mit einem
inflammatorischen Reiz. In Zukunft muissen weiterfUhrende Experimente
durchgefuhrt werden, um zu analysieren, ob das 3D-Modell die in vivo-Situation

adaquater widerspiegelt als das 2D-Modell.



2 Summary

Cardiovascular diseases are the leading cause of death worldwide and therefore
require the development of new research models for investigating disease-
related processes. Since disease processes occur in vivo in three-dimensional
space, three-dimensional tissue and organ structures (spheroids/organoids) are
becoming increasingly important as realistic models for research. The heart has
already been generated as a cardioid from human pluripotent stem cells. The aim
of this work is first to conduct a literature search on established protocols for
cardioid generation, to compare the methods and materials used in a table, and
then to generate cardioids from mesenchymal stem cells from visceral rat adipose
tissue. Generation of these cardioids based on the protocol of Hofbauer et al. [1]
was unsuccessful, so adjustments to the protocol are planned in order to be able
to transfer it to human mesenchymal stem cells in the future. This could enable
personalised medicine, for example, obtaining cardioids from cells of patients
with heart disease and examining them for the development and treatment of

cardiovascular diseases.

Another goal of this work is to generate spheroids from smooth muscle cells, as
smooth muscle cells change their phenotype during inflammatory processes and
can thus influence the development of cardiovascular diseases. Since the
corresponding pathomechanisms have not yet been fully elucidated, these
smooth muscle cell spheroids are to serve as a future research model. We
succeeded in generating smooth muscle cell spheroids and comparing them with
2D cell culture using microscopy analyses and proteomics analysis. The results
showed a different protein composition depending on the cell culture model. For
example, extracellular matrix proteins showed significantly higher protein
abundance in the 3D model, which is similar to the in vivo situation. In addition,
the cell culture models were compared in terms of their protein composition after
stimulation with an inflammatory stimulus. Further experiments will need to be
conducted in the future to analyse whether the 3D model reflects the in vivo

situation more adequately than the 2D model.
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1 Einleitung

1.1 Zellkulturmodelle in der biomedizinischen Forschung

Zellkulturmodelle sind seit Jahrzehnten ein unverzichtbares Instrument in der
biomedizinischen Forschung. Sie ermdglichen die gezielte Untersuchung von
sowohl physiologischen als auch pathophysiologischen zellularen Prozessen
unter  kontrollierten  Bedingungen.  Traditionell ~werden Zellen in
zweidimensionalen Zellkulturen Kkultiviert, jedoch gewinnen dreidimensionale
Zellkulturmodelle zunehmend an Bedeutung, da diese die natirliche
Zellumgebung in vivo besser widerspiegeln und folglich zu realitatsnaheren
Ergebnissen fuhren konnen. Auch in der kardiovaskularen Forschung werden
Zellkulturmodelle zunehmend genutzt, um Pathomechanismen von Herz-
Kreislauf-Erkrankungen auf zellularer Ebene zu analysieren und neue
diagnostische und therapeutische Ansatze zu entwickeln. Die in dieser Arbeit
thematisierten Kardioide zahlen zu den dreidimensionalen Zellkulturmodellen,

die das Herz als Organ fur Forschungszwecke widerspiegeln sollen.

1.2 Zweidimensionale Zellkultur

Die Kultivierung von Zellen in zweidimensionaler Zellkultur ist eine seit
Jahrzehnten angewendete Methode, um Zellen unter kontrollierten Bedingungen
wachsen zu lassen und sie anschliefdend fur Forschungszwecke zu nutzen. Die
Zellen werden hierbei auf einer planaren Oberflache kultiviert, nehmen eine

flache und langliche Form an und wachsen in einer einzigen Schicht [2, 3].

Ein Vorteil der 2D-Zellkultur besteht darin, dass durch das einschichtige Wachsen
in einer planaren Ebene die Nahrstoffe und Wachstumsfaktoren aus dem
Nahrmedium gleichmafig auf alle Zellen verteilt werden [2, 3] und die meisten
Zellen sich dementsprechend im gleichen Entwicklungsstadium befinden [2].

Zusatzlich ist diese Methode preislich gunstig [2, 3].

Nachteilig ist jedoch, dass die Zell-Zell-Kontakte die in vivo-Situation weniger
genau reprasentieren [2, 3], die Zellproliferationsrate unnaturlich schnell ist [2, 3]

und es Abweichungen in der Gen- und Proteinexpression im Vergleich zu in vivo-



Modellen gibt [2]. Aufgrund der unnatirlichen Umgebung reagieren die Zellen

zudem anders auf mechanische Reize als Zellen in vivo [2].

Insgesamt ist es der 2D-Zellkultur nicht moglich, die komplexe in vivo-Physiologie

nachzuahmen [3].

1.3 Dreidimensionale Zellkultur

Die Kultivierung von Zellen in einer dreidimensionalen Zellkultur ist eine immer
popularer werdende Methode in den Forschungslaboren. Hier entsprechen
Zellform und Zellwachstum den naturlichen Bedingungen [2, 3]. Die Zellen
ordnen sich zu 3D-Aggregaten, den sogenannten Spharoiden, an. Wenn ein
Spharoid mehrere fur ein Organ spezifische Zelltypen in typischer raumlicher
Anordnung enthalt und bestimmte organtypische Funktionen ausflihren kann,

wird dieses als Organoid bezeichnet [2, 4, 5].

Vorteile der 3D-Zellkultur bestehen darin, dass die regelrechten Zell-Zell-
Kontakte eine gute intrazellulare Kommunikation ermdglichen, die Zellen gut
differenziert sind und die Proliferationsrate der Situation in vivo entspricht [2, 3].
Die Gen- und Proteinexpression ist ahnlich der von in vivo-Modellen und die

Zellen reagieren akkurat auf mechanische Reize [2].

Nachteilig ist in der 3D-Zellkultur jedoch, dass die Nahrstoffe und
Wachstumsfaktoren aus dem Kultivierungsmedium ungleichmaRig auf die Zellen
verteilt werden [3], sodass die Zellen im Inneren des Spharoids oft inaktiv sind [2]
und die Zellproliferation in der Peripherie der 3D-Struktur hdher ist [6]. Nahrstoffe,
Sauerstoff und Wachstumsfaktoren erreichen die Zellen im Inneren des
Spharoids durch Diffusion, weshalb diese Substanzen den Kern des Spharoids,
je groRer dieser ist, schwer erreichen, da die Spharoid-GroRe den
Diffusionsgradienten beeinflusst [7]. Um gréRere Spharoide generieren zu
konnen, mussten diese 3D-Systeme Uber eine Vaskularisierung verfigen, um
auch die Zellen im Inneren des Spharoids ausreichend mit Sauerstoff sowie
Nahrstoffen zu versorgen. Diese Vaskularisierung wirde die Entwicklung der
Zellen im Kern des Spharoids zu gewebeahnlichen Strukturen férdern und ihr
Uberleben sichern, sodass sie, wie die Zellen in der Peripherie der 3D-Struktur,
funktionsfahig sind [8, 9].



Ein weiterer Nachteil sind die hohen Kosten der 3D-Zellkultur [2, 3].

Insgesamt hat die Organoid-Technologie ein grolles Potenzial fur die
Modellierung von Krankheiten. Aufgrund der Einschrankungen dieser 3D-
Modelle, ist es jedoch derzeit am besten, eine Kombination von 2D- und 3D-
Zellkulturmodellen in Verbindung mit humanisierten Tiermodellen zu nutzen, um
die molekularen Mechanismen hinter humanen Erkrankungen umfassend und

zuverlassig zu verstehen [8].

1.4 Geruistbasierte und gerustfreie dreidimensionale Zellkulturmodelle

Bei den dreidimensionalen Zellkulturmodellen wird zwischen gerustbasierten
(scaffold-based) und gerustfreien (scaffold-free) Modellen unterschieden. Im
Gegensatz zu den gerustfreien Zellkulturmodellen besitzen die gerustbasierten
Zellkulturmodelle zwischen den einzelnen Zellen eine Nachahmung der
sogenannten extrazellularen Matrix (ECM). Die ECM sowie Vor- und Nachteile
werden im Folgenden erlautert. In dieser Arbeit wurde der Fokus fur die
Generierung von dreidimensionalen Zellkulturmodelle in Form von Kardioiden

und Glattmuskelzell-Spharoiden auf die gerustfreien Zellkulturmodelle gelegt.

1.4.1 Gerustbasierte dreidimensionale Zellkulturmodelle
Bei den gerustbasierten Modellen sollen Gewebe generiert werden, die durch
Unterstitzung eines natirlichen oder synthetischen Gerustes die natirliche feste

extrazellulare Matrix nachahmen [10].

Als ECM wird in Geweben und Organen die nicht-zellulare Komponente
bezeichnet, die das physische Gerust fur Zellen bildet und die Morphogenese,
Differenzierung sowie HomoOostase von Geweben durch biochemische und

biomechanische Signale fordert [11].

Zur Nachahmung der ECM konnen beispielsweise synthetische oder naturliche
Hydrogele verwendet werden. Letztere werden meist aus naturlichen Polymeren
wie Fibrinogen, Hyaluronsaure, Kollagen, Matrigel, Gelatine, Chitosan und Aginat
hergestellt [2]. Haufig werden zelladharente Hydrogele zur Bildung der Geruste

verwendet, die ahnliche Funktionen wie die native ECM besitzen [10, 11].



Vorteilhaft an dieser gerustbasierten Methode ist, dass das Zelliberleben und die

Differenzierung der Zellen verbessert wird [10, 12].

Herausforderungen sind jedoch, dass Hydrogele die Nahrstoffdiffusion
einschranken koénnen, zu einer allgemeinen Heterogenitat bei der
Gewebezichtung fuhren kénnen [10, 13] oder zytotoxisch fur die 3D-Zellkultur
sind [10, 14].

1.4.2 Gerustfreie dreidimensionale Zellkulturmodelle

Bei den gerustfreien Modellen soll Gewebe ohne unterstitzendes Geristmaterial
geschaffen werden. Hierzu werden beispielsweise die Technik des hangenden
Tropfens, magnetische Levitation, Bioreaktoren mit Ruhrwerk oder auch Ultra-
low-attachement (ULA-)Platten genutzt, um Spharoide zu generieren. Alle
Techniken zwingen die Zellen zu einer Aggregation und fuhren zur Bildung von

Zellaggregaten in Form von Spharoiden [10].

Der Vorteil dieser gerustfreien Methoden besteht darin, dass hunderte bis
tausende selbstorganisierte Spharoide innerhalb von 24 Stunden generiert
werden konnen, die das Potenzial haben, Gewebeeigenschaften zu imitieren
[10].

Der Nachteil dieser gerustfreien Modelle besteht jedoch darin, dass einige
Zelltypen ohne das Vorhandensein eines Gerustes, das die ECM imitiert, nicht
uberlebensfahig sind [10].

In dieser Arbeit wurde die Nutzung von ULA-Platten zur Spharoid-
beziehungsweise Organoid-Generierung gewahlt, da diese Technik leicht in der
Handhabung ist, geringe Kosten verursacht und eine gute Reproduzierbarkeit

aufweist.

1.5 Proteine und Signalwege

Zellen und Gewebe besitzen Strukturproteine, die ihnen Stabilitat aber auch
Elastizitat verleihen sowie Membranproteine, die eine Interaktion der Zellen
miteinander und mit der, die Zellen umgebenen, extrazellularen Matrix

ermdglichen. Im Folgenden werden einige dieser Proteine kurz in ihrer Funktion

4



erlautert, da im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden soll, ob bei diesen
Proteinen ein Unterschied bezlglich der Proteinabundanz zwischen einer
Glattmuskelzell-Kultur im zweidimensionalen und dreidimensionalen Zellkultur-

modell besteht.

Aktinine, Myosine, Integrine und Kollagene sind Proteine, die in verschiedenen

Geweben und Zellen vorkommen.

Zellen bendtigen ihr Aktin-Zytoskelett unter anderem fur die Zellteilung, Adhasion
und Migration [15]. Aktinine zahlen zu den Aktin-Vernetzungsproteinen und
fungieren als Stabilisatoren fur das Zellgertst [15]. Vor allem die Isoformen
Aktinin-Alpha-1 und Aktinin-Alpha-4 sind wichtig fur die Zytokinese und
Zellmotilitat [15].

Myosine sind unter anderem ein wichtiger Bestandteil von Muskelzellen und
ermoglichen deren Kontraktion [16, 17]. Sogenannte Nicht-Muskel-Myosine
haben einen Einfluss auf die Zytokinese, Zellmigration, Zelladhasion,
Aufrechterhaltung der Zellform und die Signaltransduktion [18]. Die schweren
Ketten dieser Nicht-Muskel-Myosine werden von den Proteinen Myosin-9,
Myosin-10 und Myosin-14 gebildet [18].

Integrine sind Proteine, die in der Zellmembran prasent sind und eine wichtige
Rolle bei der Zelladhasion, Zellproliferation, Zelldifferenzierung und dem
Zelltiberleben spielen [19]. Sie erkennen Anderungen in der Zellumgebung und
konnen diese an andere Zellen Ubertragen [19]. Zu diesen Integrinen zahlen
beispielsweise Integrin-Alpha-1, Integrin-Alpha-V, Integrin-Beta-1 und Integrin-
Beta-6 [19].

Kollagene sind Proteine, die fur die strukturelle Integritat von Zellen in Geweben
sorgen [20]. Kollagene zahlen, wie auch Fibronektin, Thrombospondin 4 und
Vitronectin, zu Zellen der ECM [20-23]. Diese Proteine beeinflussen als
Bestandteile der ECM die mechanische Belastbarkeit, Festigkeit und Elastizitat
von Zellen und Geweben sowie die Zellkommunikation und Zellsignalgebung
[24].

Neben weiteren Proteinen sind die oben genannten Proteine Komponenten von

bestimmten Signalwegen beziehungsweise spezialisierten Strukturen, die sich



auf die Zellmorphologie, Zell-Zell- und Zell-ECM-Interaktionen beziehen. Im
Folgenden werden vier dieser Signalwege und spezialisierten Strukturen, die fur
die Signalweiterleitung wichtig sind, erlautert, da diese ebenfalls im Hinblick auf
Unterschiede zwischen der 2D-Glattmuskelzell-Kultur und 3D-Glattmuskelzell-

Kultur untersucht werden sollen.

Fokale Adhasionen (Focal Adhesions) sind spezialisierte Strukturen von Zellen,
die wichtig fur die Zelladhasion und Zellmigration sind, da Zellen sich tber fokale
Adhasionen an die ECM binden kénnen, um so mit anderen Zellen zu
interagieren [25]. Fokale Adhasionen haben einen Einfluss auf die
Zellproliferation, Zelldifferenzierung und das Uberleben von Zellen [25]. Proteine,
die an den fokalen Adhasionen beteiligt sind, sind beispielsweise Aktinine,
Integrine und Proteine der ECM [26].

Die Regulation des Aktin-Zytoskeletts (Regulation of actin cytoskeleton) ist ein
essenzieller Prozess fur die Zellformgebung, Zellmigration und Zellteilung [18].
Die Zellformgebung und Zellbewegung wird durch die Kontraktion von
Aktinfilamenten, die durch Myosine aktiviert werden, beeinflusst [18]. Proteine,
die an der Regulation des Aktin-Zytoskeletts beteiligt sind, sind beispielsweise

Aktinine, Integrine, Myosine und Nicht-Muskel-Myosine [15, 18, 24].

ECM-Rezeptor-Interaktionen (ECM-receptor-interactions) bezeichnen Inter-
aktionen zwischen Proteinen der ECM und Oberflachenrezeptoren von Zellen
[27]. Zellen bendtigen derartige Interaktionen fur die Zelladhasion, Migration,
Differenzierung und das Zelliberleben [27]. Hierbei sind Integrine wichtige
Oberflachenrezeptoren von Zellen, die mit ECM-Proteinen wie Kollagen,

Fibronektin und Laminin interagieren kénnen [24].

Tight Junctions sind Verknupfungsstellen zwischen Zellen, die eine
Barrierefunktion besitzen und den Durchtritt von Molekulen und lonen zwischen
Zellen regulieren [28, 29]. Zu den Proteinen, die Tight Junctions ausbilden,
zahlen beispielsweise Claudine und Occludine aber auch Aktinine, Integrine und
Nicht-Muskel-Myosine [28, 29].



1.6 Herzgewebe in 3D

Mittlerweile besteht die Mdoglichkeit, menschliche Organe als Organoide aus
pluripotenten Stammzellen zu rekonstruieren, um die zellulare Mikroumgebung
und die in vivo-Physiologie des Gewebes nachzuahmen [30]. Neben Organoiden
des Gehirns, der Lunge, der Leber und vielen weiteren, ist es bereits gelungen,
das Herz als Organoid zu rekonstruieren [30]. Diese Rekonstruktion des Herzens
als Organoid erfolgte meist unter Verwendung von humanen induzierten
pluripotenten Stammzellen (hiPSCs). Das Herz kann in der Zellkultur auch in
Form eines Spharoids oder Herzpflasters rekonstruiert werden. Eine weitere
Methode, das Herz als 3D-Konstrukt zu generieren, ist die Verwendung eines 3D-
Druckers. Da der Fokus dieser Arbeit auf der Generierung von Kardioiden unter
gerustfreien Bedingungen liegt, werden verschiedene, bereits etablierte Modelle
zur Generierung kardialer Organoide unter gerustfreien Bedingungen anhand
verwendeter Materialien, beschriebener Methoden und Merkmale der

resultierenden Organoide tabellarisch miteinander verglichen.

In dieser Arbeit soll das Herz als Organoid unter Verwendung von, aus viszeralem
Rattenfettgewebe gewonnenen mesenchymalen Stammzellen, rekonstruiert
werden. Diese Stammzellen befinden sich in der stromalen vaskularen Fraktion
(SVF) des viszeralen Fettgewebes, die neben den Stammzellen noch weitere
Zelltypen wie beispielsweise Endothelzellen, Makrophagen, Lymphozyten,
Glattmuskelzellen, Perizyten und Pra-Adipozyten enthalt [31, 32]. Hierzu wird das
Protokoll der Gruppe Hofbauer et al. [1] auf die aus Fettgewebe gewonnenen
mesenchymalen Stammzellen, adipose-derived stem cells (ASCs), angewendet.
Hofbauer et al. [1] generierte mithilfe von 96-ULA-Platten kardiale Organoide aus
hiPSCs, die Kardiomyozyten und Fibroblasten-ahnliche Zellen enthielten sowie
bei Verwendung von VEGF-A auch Endothelzellen aufwiesen. Zusatzlich wiesen
diese kardialen Organoide kammerartige Strukturen auf und besalien die

Fahigkeit zu kontrahieren [1].

1.7 Klinische Relevanz kardialer Organoide
Die Moglichkeit, Organoide aus Zellen von Patienten zu generieren, ist ein grofer

Vorteil fur die personalisierte Medizin, da durch hiPSCs-abgeleitete Organoide



eine Behandlung an das jeweilige Genom des jeweiligen Patienten angepasst
werden kann [30]. Diese Organoide konnen zusatzlich als Modell fur die
Krebsforschung dienen, genetische Stérungen, neurodegenerative und
neuropsychiatrische Storungen sowie infektidse Krankheiten modellieren und
Anwendung in der Regenerationsmedizin finden [30]. Die Generierung von
Organoid-Biobanken kann in Zukunft genutzt werden, um das Ansprechen von
Medikamenten auf genetische Variationen zu verstehen, Behandlungen
dementsprechend anzupassen und zu verbessern [30]. Die Kardioide kdnnen in
Zukunft als Modelle zur Untersuchung der molekularen Pathologien von
angeborenen Herzerkrankungen des Menschen, zur Untersuchung der
Pathophysiologie von Herzinfarkten und anderen Herzerkrankungen genutzt
werden sowie in der Medikamentenforschung Anwendung finden [33-35].
Demzufolge sind Kardioid-Modelle ein groBer Gewinn, da Herz-Kreislauf-
Erkrankungen der Hauptgrund fir Mortalitat in Industrielandern sind und
angeborene Herzerkrankungen die haufigsten angeborenen Fehlbildungen des

Menschen darstellen [35].

1.8 Modulation von Signalwegen zur kardialen Organoid-Generierung

FUr die Generierung von kardialen Organoiden ist die Modulation verschiedener
Signalwege, die wahrend der Kardiogenese ablaufen und der Einsatz bestimmter
Reagenzien notwendig. Die einzelnen Protokolle zur Generierung kardialer
Organoide, die in dieser Arbeit anhand verwendeter Materialien, beschriebener
Methoden und Merkmalen der resultierenden Organoide miteinander verglichen
werden, greifen unter Verwendung verschiedener Substanzen wahrend der
Kultivierung der Zellen in diese Signalwege ein. Im Folgenden werden die
Signalwege naher erlautert, die in den einzelnen Protokollen zur Generierung der

Kardioide aktiv mittels entsprechender Substanzen manipuliert werden.

Die Modulation des Wnt-Signalweges ist von essenzieller Bedeutung, da die
Behandlung von humanen Stammzellen mit Aktivatoren des Wnt-Weges die
Spezifikation des Mesoderms unterstutzt und eine spatere Behandlung der
humanen Stammzellen mit Inhibitoren des Wnt-Signalweges die Differenzierung

der Zellen zu Kardiomyozyten fordert [36]. Als Aktivator des Wnt-Weges dient



beispielsweise CHIR99021 und als Inhibitor fungieren Substanzen wie Wnt-C59
oder IWP2.

Der PI3K/AKT-Signalweg beeinflusst den Isoformen-Wechsel des Proteins Titin
in Kardiomyozyten, wodurch die Steifigkeit des Herzmuskels moduliert wird [37].
In diesem Signalweg fungiert Insulin als Aktivator und die synthetische
Verbindung LY294002 als Inhibitor [37].

Auch BMP4 und FGF tragen entscheidend zur Kardiogenese bei, da BMP4 unter
anderem die Expression von sarkomerem a-Aktinin, Titin und sarkomerem
Myosin induziert und in Interaktion mit FGF die terminale Differenzierung des

Herzens reguliert [38].

Activin A unterstitzt die Kardiogenese hinsichtlich der Differenzierung der
humanen embryonalen Stammzellen in das Endoderm [39]. In Kombination mit

BMP4 wird diese Differenzierung sogar verstarkt [39].

Zusatzlich wird angenommen, dass Retinsaure einen Einfluss auf die atriale und

ventrikulare Spezifikation des sich entwickelnden Herzens nimmt [40].

Der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor A (VEGF-A) fordert die Proliferation

und Migration von Endothelzellen [41].

Des Weiteren wird in den meisten Protokollen zur Generierung von kardialen
Organoiden aus kultivierten Stammzellen der ROCK Inhibitor Y-27632 (Rocki)
genutzt, um Rho-associated, coiled-coil-containing protein kinases (ROCKs) zu
hemmen, die durch Veranderungen des Zytoskeletts von Zellen die Zelladhasion
und Zellmigration fordern [42]. Durch die Hemmung dieser ROCKs werden die
Stammzellen in Kultur geschitzt [42]. ROCK-Inhibitoren férdern das Uberleben
von humanen pluripotenten Stammzellen durch  Verstarkung und
Aufrechterhaltung der Zell-Zell-Adhasion sowie durch Aufrechterhaltung der

Pluripotenz und Reduktion der zellularen Apoptose in Suspensionskulturen [43].

1.9 Vaskulare Glattmuskelzellen — Ursprung und Funktion
Vaskulare Glattmuskelzellen werden in dieser Arbeit naher betrachtet, da diese
ebenfalls zur Entstehung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen, wie beispielsweise

der Atherosklerose, beitragen. Die Pathomechanismen dahinter sind jedoch noch
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nicht vollstandig geklart. Im Allgemeinen sind vaskulare Glattmuskelzellen ein
wichtiger Bestandteil der Wande von Blutgefallen [44-46]. Sie regulieren durch
Kontraktion den Gefal3tonus, den Blutfluss sowie den Blutdruck [45, 47].
Vaskulare Glattmuskelzellen exprimieren typische Marker fir das Zytoskelett und
kontraktile Proteine, die notwendig flr ihre Funktion sind [44, 48]. Zu diesen
Markern zahlen beispielsweise Aktinin-Alpha-2, Myosin-11, Calponin-1,
Calponin-2, Transgelin und Caldesmon [44-49]. Diese vaskularen
Glattmuskelzellen werden auch als kontraktile Glattmuskelzellen bezeichnet [44,
45]. Myosin-11 qilt als der spezifischste Marker fir Glattmuskelzelllinien und
deren Differenzierung [48]. Unter pathologischen Bedingungen kdnnen diese
kontraktilen Glattmuskelzellen ihren Phanotyp hin zu einem synthetischen

Phanotyp verandern [44, 45].

1.10 Phanotyp-Wechsel von vaskuldren Glattmuskelzellen

Ein Phanotyp-Wechsel von kontraktilen Glattmuskelzellen zu synthetischen
Glattmuskelzellen wird beispielsweise durch einen GefalBumbau nach
endothelialer Dysfunktion, Gefallschadigung [44] oder auch durch Angioplastie
oder eine Bypass-Operation [45] verursacht. Dieser Phanotyp-Wechsel steht in
Assoziation mit einer verringerten Genexpression von Glattmuskelzell-selektiven
Markern und einer gesteigerten Proliferation und Migration der Glattmuskelzellen
[44, 45, 47, 49]. Durch den Phanotyp-Wechsel kdnnen die Glattmuskelzellen
Merkmale entwickeln, die beispielsweise an Fibroblasten, Osteoblasten oder

auch Makrophagen-ahnliche Zellen erinnern [46, 50].

1.11 Makrophagen-ahnliche Glattmuskelzellen

Makrophagen-ahnliche Glattmuskelzellen treiben die Entstehung der
Atherosklerose voran. Da die Atherosklerose eine relevante Herz-Kreislauf-
Erkrankung ist, ist es wichtig die Pathomechanismen zu verstehen, durch welche
die Makrophagen-ahnlichen Glattmuskelzellen den Krankheitsprozess fordern.
Im Allgemeinen sind Makrophagen-ahnliche Glattmuskelzellen eine Unterform
des synthetischen Phanotyps und nehmen Einfluss auf die vaskulare

Gewebshomdostase [46]. Sie interagieren als nicht-professionelle Phagozyten
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und koénnen zu einem chronisch-inflammatorischen Zustand in den
GefaRwanden fuhren, was wiederum die Migration von immunkompetenten

Zellen und eine starke Zytokin-Produktion verursacht [46, 51].

Makrophagen-ahnliche Glattmuskelzellen weisen, neben den oben genannten
Glattmuskelzell-Markern, zusatzlich einige spezifische Makrophagen-Marker wie
CD68, CD11b und F4/80 auf [46] und konnten in atherosklerotischen Lasionen
nachgewiesen werden [52]. Sie sind an chronisch-inflammatorischen Prozessen
beteiligt, produzieren Zytokine wie IL-1B3, IL-6, IL-8, CCL2 und treiben den

pathologischen Prozess der Atherosklerose voran [46, 53].

1.12 Klinische Relevanz des Phanotyp-Wechsels von Glattmuskelzellen
zu Makrophagen-ahnlichen Glattmuskelzellen
In der Klinik ist die De-Differenzierung von kontraktilen zu synthetischen
Glattmuskelzellen, zu denen auch die Makrophagen-ahnlichen Glattmuskelzellen
gehoren, von Bedeutung, da diese eine wichtige Rolle bei der Entstehung der
Atherosklerose spielen [54]. Wie genau die Glattmuskelzellen die
Pathophysiologie der Atherosklerose beeinflussen, ist aktuell noch nicht geklart,
allerdings beeinflussen die veranderten Zellen die Entwicklung, Progression und
Stabilitdt von atherosklerotischen Plaques [47, 54]. Zudem wurde durch
humangenetische Studien gezeigt, dass bestimmte funktionsregulierende
Glattmuskelzell-Marker auch fur die koronare Herzkrankheit verantwortlich sind
[54, 55]. Die in dieser Arbeit thematisierten Glattmuskelzell-Spharoide kénnten
gegebenenfalls zuklnftig als dreidimensionales Zellkulturmodell zur Forschung
bezlglich der Pathomechanismen und moglichen therapeutischen Ansatzen

dienen.
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2 Ziele der Arbeit

Das ubergeordnete Ziel bezogen auf die Ergebnisse dieser Arbeit, ist die
Generierung von dreidimensionalen Zellkulturmodellen zur Forschung an Herz-
Kreislauf-Erkrankungen, da Herz-Kreislauf-Erkrankungen die fuhrende
Todesursache weltweit sind. Das Ziel dieser Arbeit besteht darin Kardioide und
Glattmuskelzell-Spharoide zu generieren und zu charakterisieren, um diese als
zuklnftige Forschungsmodelle nutzen zu kénnen. Konkrete Zielsetzungen sind

die Folgenden:

1. Literaturrecherche bezlglich bereits etablierter Modelle zur Generierung
von Herzgewebe

2. Vergleich der Protokolle zur Generierung von gerustfreien, kardialen
Organoid-Modellen anhand verwendeter Materialien, beschriebener
Methoden und Merkmalen der resultierenden Organoide

3. Generierung von Kardioiden aus ASCs der stromalen vaskularen Fraktion
von viszeralem Rattenfettgewebe

4. Generierung von Glattmuskelzell-Spharoiden aus Glattmuskelzellen einer
Rattenaorta

5. Mikroskopischer Vergleich der 2D- und 3D-Glattmuskelzellkultur, auch
nach Stimulation mit einem proinflammatorischen Stimulus und
anschlieBender Farbung im Hinblick auf einen Phanotyp-Wechsel

6. Analyse und Vergleich der Proteinzusammensetzung der 2D- und 3D-
Glattmuskelzellkultur

7. Vergleich der Proteinzusammensetzung der 2D- und 3D-

Glattmuskelzellkultur nach inflammatorischer Stimulation
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3 Material

3.1 Versuchstiere

Die Totung der Versuchstiere und Organentnahme wurde nach erhaltener
Zustimmung zum berechtigten Téten von Tieren (ohne Vorbehandlung) zu
wissenschaftlichen Zwecken nach §4 Absatz 3 des Tierschutzgesetzes durch die
Zentrale Einrichtung fur Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben
(ZETT) der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf (Aktenzeichen: O89/12) durch
entsprechende, dazu berechtigte, Mitarbeiter des Labors durchgefihrt. Als
Versuchstiere wurden ein bis sechs Monate alte mannliche Wistar-Ratten

genutzt.

3.2 Verbrauchsmaterialien (Tabelle 1)

Verbrauchsmaterial Hersteller

2 ml Reaktionsgefalle (Safe-Lock-Tubes) Eppendorf

15 ml Falcons Greiner
50 ml Falcons Greiner
10 cm Platte Greiner

6-well-Platte (Cellstar, Cellculture Plate | Greiner bio-one
sterile, with lid)
24-well-Platte (Cellstar, Cellculure Plate | Greiner bio-one
sterile, with lid)
48-well-Platte (Cellstar, Cellculture Plate | Greiner bio-one

sterile, with lid)

96-well-Platte (96U Bottom Plate) Thermo Fisher Scientific

Cover Slips (24 x 60 mm) Engelbrecht Medizin- und Labortechnik
GmbH

Cover Slips (12 mm Durchmesser) Epredia

Eindeckmedium (CV  Ultra Mounting | Leica

medium)
Einwegskalpell (Safeshield Scalpel) Feather
Handschuhe (Dermagrip, Nitrile | WRP Dermagrip

Examination Gloves)

Objekttrager (Menzel-Glaser, Superfrost | Thermo Scientific

Ultra Plus)
Pasteurpipetten aus Glas Brand
Pipettenspitzen Tip One

13



Serologische Pipetten (Cellstar)

Greiner bio-one

Vakuum Filter (Stericup Quick Release) Millipore
Zellschaber Sarstedt
Zellsieb (EasyStrainer, 100um) Greiner

3.3 Reagenzien, Losungen und Antikorper (Tabelle 2)

Substanz

Hersteller

Activin A

Stemcell Technologies

Albumin Fraktion V (BSA)

Roth

Amphotericin B

Gibco

BMP4 Stemcell Technologies
CellAdhere Dilution Buffer Stemcell Technologies
CHIR99021 Stemcell Technologies
DAPI Roth

Destilliertes Wasser (DEMI-Wasser) Fisher

DMEM (1X + GlutaMAX-1) Gibco

DPBS Gibco

Essential 8 Medium Gibco

Ethanol (70%) zur Desinfektion

Technisolv, VWR Chemicals

F4/80

Invitrogen

FGF2

Stemcell Technologies

Foétales Kalberserum (FCS)

Sigma Life Science

Formaldehyd (4%)

Thermo Scientific

Gelatine Sigma Life Science
Insulin Sigma Aldrich

IWP2 Stemcell Technologies
Liberase Roche

LPS Sigma Aldrich
LY294002 Stemcell Technologies

Penicillin/Streptomycin

Gibco

Retinsaure

Stemcell Technologies

TGFR

R&D Systems

Trypan Blue Solution (0,4%)

VWR Life Science

Trypsin-EDTA

Gibco

Vitronektin XF

Stemcell Technologies

Y-27632

Stemcell Technologies
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3.4 Gerate (Tabelle 3)

Geriat Hersteller
Autoklav Systec VX-95
Brutschrank (37°C, 5% CO2, Hera Cell Thermo Scientific
240i)
Fluoreszenzmikroskop (DM 2000 LED) Leica
Gefrierschrank -20°C Liebherr
Gefrierschrank -80°C Ewald
Kihlschrank 4°C Revco Technologies
Laser-Scanning-Mikroskop (LSM 700) Carl Zeiss
Lichtmikroskop Leica
Pinzetten Carl Roth
Pipettierhilfe (accu-jet S) Brand
Waage (PT120) Sartorius
Wasserbad GFL
Sterile Werkbank (Hera Safe KS) Thermo Scientific
Zahlkammer (Neubauer) Marienfeld
Zentrifuge (5804 R) Eppendorf

4 Methoden

4.1 Literaturrecherche

Zur Auffindung relevanter Protokolle zur Generierung von kardialen Organoiden
wurde mithilfe der Datenbank PubMed eine systematische Literaturrecherche
durchgefluihrt. Dabei wurden alle aufgefundenen verfligbaren Verdéffentlichungen
bis in das Jahr 2023 berlcksichtigt, um den aktuellen Forschungsstand bezuglich
Kardioiden bestmdglich abzubilden. Fiur die Suche wurden Schlagworter wie
beispielsweise ,Kardioid“ oder Organoid“ einzeln oder auch in Kombination mit
weiteren thematisch passenden Suchbegriffen verwendet, um einen mdglichst
groRen Uberblick tber die aktuell relevanten Protokolle zu erhalten. Ebenfalls
wurden die Referenzen der identifizierten Protokolle Uberprift, um weitere
relevante Protokolle zu identifizieren. Die Ergebnisse der Literaturrecherche
wurden anschlieRend hinsichtlich ihrer Relevanz fur diese Arbeit gepruft. Fir den
tabellarischen Vergleich der bereits etablierten Protokolle wurden die Protokolle

ausgewahlt, die Kardioide unter gerustfreien Bedingungen generieren.
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4.2 Matrix zum Vergleich von Methoden zur Generierung von Herzgewebe

FUr den Vergleich von Methoden zur Generierung von Herzgewebe wurden die
Modelle aus den Ergebnissen der Literaturrecherche ausgewahlt, die
Herzgewebe in Form von kardialen Organoiden unter geristfreien Bedingungen
rekonstruieren. Als gerustfrei wurden die Modelle definiert, die zur Generierung
der Spharoide und Organoide kein GerlUst verwenden, unabhangig davon, wie

die Zellen vorher in der 2D-Kultur behandelt worden sind.

4.3 Isolation der stromalen vaskuldaren Fraktion aus viszeralem
Rattenfettgewebe

Einer ein bis sechs Monate alten mannlichen Wistar Ratte wurde nach
Euthanasie das viszerale Fettgewebe enthommen, in eiskaltem DPBS gespiilt,
gewogen und unter einer sterilen Werkbank mit einem Skalpell mechanisch
zerkleinert. Das Fettgewebe wurde mit DPBS + 1% P/S + 1% AmpB (1 g
viszerales Fettgewebe zu 1 ml DPBS) + Liberase (1 g viszerales Fettgewebe mit
50 ul Liberase (7,5 U/ml)) gemischt und fir 40 Minuten bei 37°C in einem
Wasserbad inkubiert. AnschlieRend wurde die Zellsuspension durch ein 100 uM
Zellsieb gefiltert, im Verhaltnis 1:1 mit DMEM + 10% FCS + 1% P/S + 1% AmpB
aufgefullt und funf Minuten bei 65 rcf zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde
das Fett und der Uberstand abgesaugt. Das Pellet wurde mit Wachstumsmedium
Cardio (E8 Medium + 0,05% BSA + 3 ng/ml FGF2 + 1,8 ng/ml TGFR)
resuspendiert. 1 ml der Einzelzellsuspension wurde pro Well auf eine mit
Vitronektin XF beschichtete 712-well-Platte gegeben und in einem 37°C CO2-
Inkubator inkubiert. Der erste Mediumwechsel erfolgte vier Stunden nach
Isolation und anschlieend alle zwei bis drei Tage bis zum Aussetzen der Zellen
der SVF in die 3D-Kultur.

4.4 3D-Kultivierung der ASCs der stromalen vaskularen Fraktion

Zur Aussetzung der ASCs der stromalen vaskularen Fraktion wurde die 712-well-
Platte mit DPBS gespult und anschlieend mit 0,3 ml Trypsin fur drei Minuten bei
37°C behandelt. Das Trypsin wurde mit DMEM + 10% FCS deaktiviert und die
Zellen mit einem Zellkratzer mechanisch von der Platte gelost. Danach wurden
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die Zellen fur finf Minuten bei 65 rcf zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde
der Uberstand bis zum Pellet abgesaugt und mit initialem Medium (E8 + 0,1% Y-
27632) eine Einzelzellsuspension hergestellt. 150 yl dieser Einzelzellsuspension
wurden pro Vertiefung einer 96-ULA-Platte ausgesetzt und fir 24 Stunden im
CO2-Inkubator kultiviert.

4.5 Differenzierung von ASCs-Zellaggregaten zu Kardioiden

Nach 24 Stunden Kultivierung im initialen Medium (E8 + 0,1% Y-27632) erfolgte
die Induktion der Zellaggregate zur Generierung von Kardioiden. Hierzu wurden
die Zellaggregate in den einzelnen Vertiefungen der 96-ULA-Platte mit DPBS
gewaschen und fur 36 bis 40 Stunden im Induktionsmedium Cardio (DMEM/F12
+ 30 ng/ml FGF2 + 5 uM LY294002 + 50 ng/ml Activin A + 10 ng/ml BMP4 + 5,3
MM CHIR99021 + 1 ug/ml Insulin) kultiviert. Nach 36 bis 40 Stunden wurden die
Zellaggregate erneut mit DPBS gespult und flr vier Tage im
Differenzierungsmedium Cardio (DMEM/F12 + 8 ng/ml FGF2 + 10 ng/ml BMP4
+ 4uM IWP2 + 0,5 pM Retinsdure + 10 pg/ml Insulin) kultiviert. Ein
Mediumwechsel erfolgte alle zwei Tage. Anschliellend wurden die Zellaggregate
mit DPBS gewaschen und fur zwei Tage im Spezifizierungsmedium Cardio
(DMEM/F12 + 8 ng/ml FGF2 + 10 ng/ml BMP4 + 10 pg/ml Insulin) kultiviert.
Danach wurden die Zellaggregate mit DPBS gespdlt und im Erhaltungsmedium
Cardio (DMEM/F12 + 10 ug/ml Insulin) kultiviert. Alle zwei Tage wurde die Halfte

des Erhaltungsmediums gewechselt.

4.6 Isolation von Glattmuskelzellen aus einer Rattenaorta

Einer Wistar Ratte wurde die Aorta enthommen und diese in DPBS gewaschen.
Die Aorta wurde aus dem umgebenen Fettgewebe freigelegt und mit einem
Skalpell in 1-2 mm dicke Ringe geschnitten. Die Wells einer 6-well-Platte wurden
mit 0,5-1 ml DMEM + 10% FCS + 1% P/S + 1% AmpB benetzt und vier bis sechs
Ringe pro Well im Medium aufgestellt. Die Aortenringe wurden im CO2-Inkubator
kultiviert, bis die Glattmuskelzellen aus den Aortenringen ausgeschwommen und
auf der Platte anwachsen waren. Ein Mediumwechsel erfolgte alle zwei bis drei
Tage. Bei einer Konfluenz von 70-80% wurden die Wells mit DPBS gesplt und
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die Zellen zur Ernte mit 0,5 ml Trypsin fur finf Minuten bei 37°C behandelt. Das
Trypsin wurde mit DMEM + 10% FCS deaktiviert. Die Zellen wurden
anschliel3end auf eine 10 cm Platte Uberfuhrt und kultiviert. Ein Mediumwechsel

erfolgte alle zwei bis drei Tage.

4.7 2D- und 3D-Zellkultur von Glattmuskelzellen

Die Glattmuskelzellen einer 70-80% konfluenten 10 cm Platte wurden in eine 96-
ULA-Platte fur die 3D-Zellkultur und auf eine 24-well-Platte auf Cover Slips fur
die 2D-Zellkultur ausgesetzt. Die Cover Slips wurden vor der Verwendung in der
24-well-Platte fur 15 Minuten mit 500 pl Gelatine beschichtet, die Gelatine
anschlieBend abgesaugt und die Platte fur weitere zehn Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Zur Ernte der Glattmuskelzellen wurde die 10 cm
Platte mit DPBS gespult und mit Trypsin behandelt. Die Glattmuskelzellen
wurden fur finf Minuten bei 150 rcf zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis zum
Zellpellet abgesaugt und das Pellet in DPBS resuspendiert. Die Zellen wurden
erneut fir finf Minuten bei 150 rcf zentrifugiert, der Uberstand bis zum Pellet
abgesaugt und mit DMEM eine Einzelzellsuspension hergestellt. Die Zellen in der
Einzelzellsuspension wurden mit Hilfe einer Neubauerzahlkammer gezahlt und
anschliel3end 40.000 Zellen pro Vertiefung der 96-ULA-Platte beziehungsweise
pro Well der 24-well-Platte ausgesetzt (Tag 0). Die Zellen wurden bis zur
Stimulation mit LPS an Tag drei im CO2-Inkubator kultiviert.

4.8 Stimulation von Glattmuskelzellen mit LPS

Die in 2D und 3D ausgesetzten Glattmuskelzellen wurden an Tag drei mit LPS
stimuliert. Hierzu wurde eine LPS-DMEM-Stimulationsldsung mit einer
Arbeitskonzentration von 100 ng/ml hergestellt. Je 500 ul der Stimulationslosung
wurde auf die Wells der 24-well-Platte und je 200 pl der Stimulationslosung in die
Vertiefungen der 96-ULA-Platte gegeben. Die Zellen wurden fir eine Stunde im
CO2-Inkubator gelagert. Die Glattmuskelzellen wurden anschliel’iend mit DPBS

gewaschen und in Kultivierungsmedium im CO2-Inkubator kultiviert.
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4.9 Immunfluoreszenz-Farbung von Glattmuskelzellen

Zur Farbung der Glattmuskelzellen wurde eine DAPI-DMEM-LAsung mit einer
Arbeitskonzentration von 0,2 pg/ml verwendet. Dieser Farbelésung wurde F4/80
im Verhaltnis 1:1000 hinzugefigt. Anschlieend wurden 500 ul der Farbeldsung
auf die zu farbenden Wells der 24-well-Platte und 150 ul in die zu farbenden
Vertiefungen der 96-ULA-Platte gegeben. Die Glattmuskelzellen wurden fur 24
Stunden mit der Farbeldésung im CO2-Inkubator kultiviert. Nach 24 Stunden
wurden die Zellen drei Mal mit DPBS gewaschen. Die Glattmuskelzell-Spharoide
wurden in einem Tropfen DMEM auf einem Cover Slip mit dem Laser-Scanning-
Mikroskop (LSM) mikroskopiert. Die Zellen der 2D-Kultur wurden auf den Cover
Slips in der 24-well-Platte mit Formaldehyd fixiert, auf Objekttragern eingebettet

und anschlielend mit dem Fluoreszenzmikroskop mikroskopiert.

410 Kultivierung und Stimulation von Glattmuskelzellen fiur die
Proteomics-Analyse
Die Glattmuskelzellen einer circa 50% konfluenten 10 cm Platte wurden geerntet
und in 2D- sowie 3D-Kultur ausgesetzt. Fur die 3D-Kultur wurden 30.000 Zellen
pro Vertiefung einer 96-ULA-Platte ausgesat und fur die 2D-Kultur 90.000 Zellen
pro Well einer 48-well-Platte ausgesat. Nach 24 Stunden wurde die eine Halfte
der Zellen in 2D- und 3D-Kultur fir eine Stunde mit DMEM + 10% FCS + 100
ng/ml LPS stimuliert. Die andere Halfte wurde fir eine Stunde nur mit DMEM +
10% FCS behandelt. Die Spharoide wurden nach der Stimulation in Eppendorf-
Tubes Uberfuhrt (drei Spharoide pro Eppendorf-Tube). Die Spharoide wurden flr
zehn Sekunden short spin zentrifugiert, der Uberstand abgenommen, mit DPBS
gewaschen und bei -80°C fur die Proteomics-Analyse eingefroren. Die Zellen der
2D-Kultur wurden nach der Stimulation mit DPBS gewaschen und mit Trypsin aus
den Wells geerntet. Die Zellen aus einem Well wurden in je ein Eppendorf-Tube
uberfuhrt, short spin zentrifugiert, die Pellets mit DPBS gewaschen und bei -80°C

fur die Proteomics-Analyse eingefroren.

Flr die Proteomics-Analyse wurden die Zellen in 200 pl 4%-igem SDS in DPBS
resuspendiert und anschlielliend im Bioruptor mit zehn Mal 30 Zyklen lysiert.

Danach wurden die Zellen auf 95°C erhitzt, homogenisiert und zentrifugiert. 20
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Mg wurden nach dem SP3-Verdauungsprotokoll [56] fUr die Proteomics-Analyse
prozessiert. Die Aufarbeitung der eingefrorenen Proben und die anschliellende
Analyse wurde von Mitarbeitern des Institutes fur Genetik des CECAD Research
Centers und der Proteomics Facility des CECAD Research Centers in Koln
durchgefuhrt.

Die Messungen der Proteom-Proben und die Datenverarbeitung wurden, wie in
Phosphoproteomics of developing heart identifies PERM1 — An outer
mitochondrial membrane protein by S. Aravamudha et al. [57] beschrieben, von
Mitarbeitern des Institutes fur Genetik des CECAD Research Centers und der

Proteomics Facility des CECAD Research Centers in KéIn durchgefihrt.

4.11 Statistische Analyse

Die in dieser Arbeit beschriebene Proteomics-Analyse wurde mit drei technischen
und drei biologischen Replikaten durchgefiihrt. Zur Auswertung des Datensatzes
der Proteomics-Analyse wurden die gemessenen Lable-free quantification-
Intensitaten (LFQ-Intensitaten) mit einem homemade python script unter Mithilfe
von Dr. rer. nat. Samet Bayraktar ausgewertet. Die gemessenen LFQ-
Intensitaten wurden log2-transformiert. Zur Signifikanzanalyse wurde ein t-Test
der unabhangigen Proben mit gleicher Varianz und die Fold Change (FC)
durchgefuhrt.

Proteine mit FC-Werten von < -1 oder > 1 (p-value = 0,05) wurden als signifikant
vermindert beziehungsweise vermehrt hinsichtlich ihrer Proteinabundanz
definiert.

5 Ergebnisse

5.1 Modelle zur Generierung von Herzgewebe

Mittlerweile sind viele Modelle zur Generierung von Herzgewebe im
dreidimensionalen Raum etabliert. Die folgende Tabelle listet verschiedene
Protokolle, mit denen das Herz in der Zellkultur als Spharoid oder Organoid unter
gerustbasierten oder gerustfreien Bedingungen bereits generiert wurde (Tabelle
4).
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Autor und Jahr | Titel Gerustbasiert | Gerustfrei | Spharoid | Organoid

Andersen, 2018 | Precardiac organoids form two heart fields via Bmp/Wnt signaling X X

[58]

Branco, 2022 Human multilineage pro-epicardium/foregut organoids support the X X

[59] developement of an epicardium/myocardium organoid

Buono, 2020 Human Cardiac Organoids for Modeling Genetic Cardiomyopathy X X

[60]

Feng, 2022 [61] | Computational profiling of hiPSC-derived heart organoids reveals X X
chamber defects associated with NKX2-5 deficiency

Drakhils, 2021 Human heart-forming organoids recapitulate early heart and foregut X X

[62] developement

Forsythe, 2018 | Environmental Toxin Screening Using Human-Derived 3D X X

[63] bioengineered Liver and Cardiac Organoids

Hoang, 2018 Generation of spatial-patterned early-developing cardiac organoids X X

[64] using human pluripotent stem cells

Hoang, 2021 Engineering Spatial-Organized Cardiac Organoids for Developmental | X X

[65] Toxicity Testing

Hofbauer, 2021 | Cardioids reveal self-organizing principles of human cardiogenesis X X

[1]

Kitsuka, 2019 2-CI-C.OXT-A stimulates contraction through the suppression of X X

[66] phosphodiesterase activity in human induced pluripotent stem cell-
derived cardiac organoids

LaBarge, 2019 | Maturation of three-dimensional, hiPSC-derived cardiomyocyte X X

[67] spheroids utilizing cyclic, uniaxial strech and electrical stimulation

Lee, 2020 [68] In vitro generation of functional murine heart organoids via FGF4 and | X X
extracellular matrix

Lee, 2022 [69] Generation of human iPSCs derived heart organoids structurally and | X X
functionally similar to heart

Lewis-Israeli, Generating Self-Assembling Human Heart Organoids Derived from X X

2021a[70] Pluripotent Stem Cells

Lewis-Israeli, Self-assembling Human Heart Organoids for the Modeling of Cardiac X X

2021b [33] Developement and Congenital Heart Disease
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Autor und Jahr | Titel Gerustbasiert | Gerustfrei | Spharoid | Organoid

Meier, 2023 [71] | Epicardioid single-cell genomics uncover principles of human X X
epicardium biology in heart developement and disease

Mills, 2017 [72] | Functional screening in human cardiac organoids reveals a metabolic | X X
mechanism for cardimyocyte cell cycle arrest

Mills, 2019 [73] | Drug Screening in Human PSC-Cardiac Organoids Identifies Pro- X X
proliferative Compounds Acting via the Mevalonate Pathway

Min, 2020 [74] Biphasic electrical pulse by a micropillar electrode array enhances X X
maturation and drug response of reprogrammed cardiac spheroids

Olmsted, 2022 | A combined human gastruloid model of cardiogenesis and X X

[75] neurogenesis

Polonchuk, Cardiac spheroids as promising in vitro models to study the human X X

2017 [76] heart microenvironment

Richards, 2017 | Inspiration from heart developement: Biomimetic developement of X X

[77] functional human cardiac organoids

Richards, 2020 | Human Cardiac Organoids for the Modelling of Myocardial Infarction | X X

[78] and Drug Cardiotoxicity

Rossi, 2021 [79] | Capturing Cardiogenesis in Gastruloids X X

Silva, 2021 [80] | Co-emergence of cardiac and gut tissues promotes cardiomyocyte X X
maturation within human iPSC-derived organoids

Varzideh, 2019 | Human Cardiomyocytes Undergo Enhanced Maturation in Embryonic | X X

[81] Stem Cell-Derived Organoid Transplants

Voges, 2017 Developement of a Human Cardiac Organoid Injury Model Reveals X X

[82] Innate Regenerative Potential

Tabelle 4: Modelle zur Generierung kardialer Spharoide und Organoide

Die Tabelle listet Modelle zur Generierung kardialer Spharoide und Organoide unter geriistbasierten oder geristfreien Bedingungen. Als geristfrei wurden die

Modelle definiert, die zur Generierung der Spharoide und Organoide kein Gerlst verwenden, unabhangig davon, wie die Zellen vorher in der 2D-Kultur behandelt

worden sind.
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5.2 Vergleich von gerustfreien, kardialen Organoid-Modellen

Die Literaturrecherche ergab neun Protokolle zur Generierung von kardialen
Organoid-Modellen unter gerlstfreien Bedingungen. Der Vergleich dieser neun
Protokolle erfolgte anhand der Beschreibung Uber verwendete Materialien und
Methoden sowie der Merkmale der resultierenden Organoide. Genauer wurde
verglichen, welche Ausgangszellen in den einzelnen Protokollen verwendet
wurden, welche Signalwege aktiviert und inhibiert wurden und welche Readouts
zur Charakterisierung der Kardioide genutzt wurden (Tabelle 5). Die im
Folgenden beschriebenen Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen den
neun Protokollen zur Generierung der gerustfreien, kardialen Organoid-Modelle

sind in Tabelle finf aufgefuhrt.

Die Protokolle von Branco et al. [59], Buono et al. [60], Feng et al. [61], Forsythe
et al. [63], Hofbauer et al. [1], Kitsuka et al. [66], und Lewis-Israeli et al. [33, 70]
beschreiben alle Methoden zur Generierung von kardialen Organoiden unter
gerustfreien Bedingungen. Mittels der Protokolle von Olmsted et al. [75] und
Rossi et al. [79] kdnnen Gastruloide mit kardialer Komponente unter gerustfreien
Bedingungen generiert werden, die im Folgenden auch mit den Modellen zur
Generierung kardialer Organoide verglichen wurden, da es sich bei Gastruloiden

um embryonale Organoide handelt.

Es zeigte sich, dass die meisten Protokolle hiPSCs nutzten, um die kardialen
Organoide zu generieren. Im Protokoll von Rossi et al. [79] wurden mESCs
verwendet. Lediglich Buono et al. [60], Forsythe et al. [63] und Kitsuka et al. [66]
nutzten bereits differenzierte herztypische Zelllinien, um die kardialen Organoide
zu generieren, sodass diesen Ausgangszellen, anders als bei den anderen
Protokollen, keine spezifischen Reagenzien zur Differenzierung zu
herzspezifischen Zelltypen hinzugefiigt werden mussten. In den Protokollen von
Branco et al. [59], Hofbauer et al. [1], Lewis-Israeli et al. [33, 70] und Olmsted et
al. [75] wurden die verwendeten Stammzellen mit Rocki behandelt, um sie vor

einer vorzeitigen Zelladhasion und Zellmigration zu schitzen.

Alle Protokolle fuhrten zu einer erfolgreichen Generierung von kardialen
Organoiden beziehungsweise Gastruloiden, in denen verschiedene herztypische

Zelltypen, wie beispielsweise Kardiomyozyten, Endothelzellen oder Fibroblasten,
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nachgewiesen werden konnten. Neben den herztypischen Zellen besallen fast
alle kardialen Organoide beziehungsweise Gastruloide Hohlrdume in ihrer
Struktur und verfligten Uber die Fahigkeit zur Kontraktion, weshalb bei den
generierten 3D-Konstrukten auch von Organoiden gesprochen werden kann.
Diese, fur ein kardiales Organoid typischen Eigenschaften, wurden mittels
verschiedener Readouts wie Immunfluoreszenz-Farbungen, Durchfluss-

zytometrie oder Kontraktionsanalyse nachgewiesen.

Um die hiPSCs beziehungsweise mESCs zu herztypischen Zellen zu
differenzieren, wurden die Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten far
unterschiedlich lange Zeit mit verschiedenen Reagenzien behandelt, die jedoch
nicht in allen Protokollen identisch waren. Ausgenommen hiervon sind im
Folgenden die Protokolle von Buono et al. [60], Forsythe et al. [63] und Kitsuka

et al. [66], da den Ausgangszellen hier keine Reagenzien mehr zugefugt wurden.

Es zeigte sich, dass alle Protokolle die Modulierung des Wnt-Signalweges zur
Generierung der kardialen Organoide nutzten. In allen Protokollen wurde dieser
mit Hilfe der Reagenz CHIR99021 aktiviert. Hier zeigte sich jedoch ein
Unterschied zwischen den einzelnen Protokollen, da Olmsted et al. [75] und
Rossi et al. [79] den Wnt-Signalweg zwar, wie die anderen Protokolle, mit
CHIR99021 aktivierten, jedoch im weiteren Verlauf des Protokolls nicht wieder
inhibierten. Branco et al. [59], Feng et al. [61], Hofbauer et al. [1] und Lewis-Israeli
et al. [33, 70] inhibierten den Wnt-Signalweg im weiteren Verlauf durch
Reagenzien wie IWP2, IWP4 oder Wnt-C59.

Neben dem Wnt-Signalweg wurde der PI3K/AKT-Signalweg in den Protokollen
von Hofbauer et al. [1] und Lewis-Israeli et al. [33, 70] moduliert. Hierzu nutzten
diese Insulin als Reagenz, um den Signalweg zu aktivieren. Im Protokoll nach
Hofbauer et al. [1] wurde dieser im weiteren Verlauf durch LY294002 wieder
inhibiert. In den Protokollen nach Lewis-Israeli et al. [33, 70] erfolgte keine
Inhibierung dieses PISK/AKT-Weges. Branco et al. [59], Feng et al. [61], Olmsted
et al. [75] und Rossi et al. [79] modellierten den PI3K-AKT-Signalweg in ihren

Protokollen nicht.

Es zeigte sich, dass alle Protokolle BMP4 oder FGF2 oder auch beide

Reagenzien zur Generierung der kardialen Organoide nutzten.
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Hofbauer et al. [1] und Lewis-Israeli et al. [33, 70] verwendeten in ihren

Protokollen zuséatzlich Activin A.

Des Weiteren setzten, bis auf Lewis-Israeli et al. [33, 70], Olmsted et al. [75] und
Rossi et al. [79], alle anderen Retinsaure als Reagenz in ihren Differenzierungs-

protokollen ein.

Hofbauer et al. [1], Olmsted et al. [75] und Rossi et al. [79] flugten in ihren
Differenzierungsprotokollen als Zusatz VEGF hinzu.

Im Gegensatz zu den Protokollen zur Generierung kardialer Organoide nutzen
Olmsted et al. [75] und Rossi et al. [79] zur Generierung der Gastruloide mit
kardialer Komponente noch einige weitere Reagenzien wie HGF, IGF-1,

Ascorbinsaure und L-Ascorbinsaure-Phosphat.

Insgesamt zeigte sich, dass alle Protokolle die Differenzierung der Stammzellen
zu herztypischen Zelllinien uber die Modulation bestimmter Signalwege
erreichen. Um diese Differenzierung zu erreichen, wurden die Signalwege mit
zum Teil identischen, aber auch unterschiedlichen Reagenzien moduliert. Dies
fluhrte dazu, dass mit allen Protokollen kardiale Organoide generiert werden
konnten, die die Organoid-typischen Eigenschaften besalien, aber zum Teil

unterschiedliche Zelltypen in den Organoiden enthalten waren.

In dieser Arbeit wurde aufgrund der oben genannten Modulationen der
Signalwege und der Nutzung bestimmter Reagenzien mit den entsprechenden
Auswirkungen auf die Kardiogenese das Protokoll von Hofbauer et al. [1]
ausgewahlt, um den Versuch zu starten, kardiale Organoide aus ASCs, aus

viszeralem Rattenfettgewebe, zu generieren.
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Autor Ausgangs- | Zellen im Organoid Aktivierte/Inhibierte Readouts Merkmale des
zellen Signalwege mit Organoides
Reagenzien
Branco hiPSCs Kardiomyozyten (cCTNT+/ISL1+/NKX2-5+), | Aktivierung: Wnt-Weg Immunfluoreszenz- Kontraktion,
[59] Endothelzellen (CD31+), (CHIR99021) Farbungen, herzspezifische
epikardiale/Mesotheliom-ahnliche Zellen Inhibierung: Wnt-Weg Transmissions- Zelltypen,
(WT1+/LHX2-), Septum Transversum- (IWP-4) elektronen- Hohlraume im
ahnliche Zellen (WT1-/LHX2+) Weitere: Rocki, Mikroskopie, Organoid
BMP4, Retinsaure Durchflusszytometrie,
transiente
Kalziumanalyse, PCR,
Transkriptom-Analyse
Buono hiPSC- CMs (TNNT2+), HCMECs (VeCADH+), Keine Reagenzien Immunfluoreszenz- Kontraktion,
[60] CMs, HCFs (VIM+) Farbungen, Messung herzspezifische
HCMECs, der Kalziumaktivitat Zelltypen
HCFs
Feng hiPSCs Kardiomyozyten Aktivierung: Wnt-Weg Immunfluoreszenz- Kontraktion,
[61] (CTNT+/TNNT2+/TTN+/ACTN2+), (CHIR99021) Farbungen, herzspezifische
Endothelzellen Inhibierung: Wnt-Weg (C59) | Durchflusszytometrie, Zelltypen,
(CDH5+/NFATC1+/PECAM1+/FLVAP+), Weitere: Retinsaure transiente Kalzium- Hohlraume im
Fibroblasten (COL1A1+/POSTN+), Analyse Organoid
epikardiale Zellen (WT1+/TNNI3+)
Forsythe | iPSC-CMs, |iPSC-CMs, HPCFs Keine Reagenzien Live/Dead-Farbung, Kontraktion,
[63] HPCFs ATP-Aktivitats-Analyse, | herzspezifische
Herzschlag-Analyse Zelltypen
Hofbauer | hiPSCs Kardiomyozyten Aktivierung: 1. Wnt-Weg Immunfluoreszenz- Kontraktion,
[1] (TNNT2+/ACTN2+/TNNI1+/MYL7+/TTN+/ | (CHIR99021), 2. PI3K/AKT- | Farbungen, herzspezifische
NPPA+/ATP2A2+), Fibroblasten-ahnliche | Weg (Insulin) Kryosektionierung, Zelltypen,
Zellen (COL1A1+/COL3A1+/VIM+), Zellen | Inhibierung: 1. Wnt-Weg Elektronen- Hohlraume im
des ersten Herzfeldes (IWP2), 2. PIBK/AKT-Weg Mikroskopie, Messung | Organoid

(HAND1+/TBX5+/NKX2-5+/TBX1-),
[Endothelzellen

(LY294002)

von Kontraktions-
merkmalen,
Durchflusszytometrie,
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(CDH5+/PECAM1+/VIM+/NPR3+/ETV2+/
TAL1+/LMO2+)]

Weitere: Rocki, FGF2,
BMP4, Activin A,
Retinsaure, [VEGF-A]

RNA-Analyse,
Proteomics-Analyse

Kitsuka hiPSC- Kardiomyozyten (Troponin T), Keine Reagenzien Immunfluoreszenz- Kontraktion,
[66] CMs, Endothelzellen (CD31+), HDFBs (CD90+) Farbungen, herzspezifische
hiPSC-ECs, histologische Analyse, Zelltypen
HDFBs Immunhistochemie,
Kontraktionsanalyse
Lewis- hiPSCs Kardiomyozyten Aktivierung: 1. Wnt-Weg Immunfluoreszenz- Kontraktion,
Israeli (TNNT2+/MYL2+/MYL7+), epikardiale (CHIR99021), 2. PI3K/AKT- | Farbungen, transiente herzspezifische
(a/b) [33, Zellen (WT1+/TJP1+/TCF21+), Weg (Insulin) Kalzium-Analyse, Zelltypen,
70] endokardiale Zellen Inhibierung: Wnt-Weg (Wnt- Hohlrdume im
(NFATC1+/TEK+/TIE1+), kardiale C59) Organoid
Fibroblasten Weitere: Rocki, BMP4,
(VIM+/DLK1+/DDR2+/THY1+), Activin A
Endothelzellen (PECAM1+/ESAM+),
Zellen des ersten (HAND1+/NKX2-
5+/EOMES+/PDGFRA+) und zweiten
(HAND2+/MEF2C+/ISL1+/TBX18+)
Herzfeldes
Olmsted | hiPSCs Kardiomyozyten Aktivierung: Wnt-Weg Immunfluoreszenz- neurokardiales
[75] (cTnT+H/TNNT2+/TNNT1+/MYL7+), (CHIR99021) Farbungen, Einzelzell- | Gastruloid,
kardiale Zellen (TNNT2+/LHX9+), kardiale | Weitere: Rocki, FGF2, HGF, | Sequenzierung, Kontraktion,
Fibroblasten (LHX2+/LHX9+/WT1+), IGF-1, VEGEF, Kalzium-Kontraktions- herzspezifische
epikardiale Zellen Ascorbinsaure Analyse Zelltypen,
(WT1+/TCF21+/TPJ1+/LHX2+/LHX9+/TB Hohlrdume im
X18+/PLAC9+), epitheliale Zellen Organoid

(PAX2+/PAX8+), Endothelzellen
(CDH2+/CDH5+), Zellen des ersten
(TBX5+/NKX2-5+/HAND1+) und zweiten
(HAND2+/MEF2C+/ISL1+/TBX18+)
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Herzfeldes, Glattmuskelzellen
(CNN1+/TAGLN+), vordere
Vorderdarmzellen (FOXA2+/NKX2-
1+/SHH+/EPCAMH+), neurale Zellen
(FABP7+/STMN2+), splanchnische
Mesodermzellen
(FOXF1+/PDGFRA+/TWIST1+/PRRX2+),
einige weitere Zellen

Rossi
[79]

mESCs

Kardiomyozyten (cTnT+), Endothelzellen
(CD31+/KDR+/CDH5+/CD34+/NOTCH4+/
DIl4+/CAV1+), Epithelzellen (ECad+),
kardiovaskulare Vorlauferzellen (Flk1+),
Zellen des ersten (TBX5+/HCN4+/NKX2-
5+/HAND1+) und zweiten
(TBX1+/S1X1+/SIX2+) Herzfeldes, einige
weitere Zellen

Aktivierung: Wnt-Weg
(CHIR99021)

Weitere: FGF2, VEGEF, L-
Ascorbinsaure-Phosphat

Immunfluoreszenz-
Farbungen, konfokale
Mikroskopie, Einzelzell-
Sequenzierung, PCR,
RNAscope,
Durchflusszytometrie,
FACS, Kalzium-
Analyse

Gastruloid,
Kontraktion,

herzspezifische

Zelltypen,

Hohlrdume im

Organoid

Tabelle 5: Vergleich der kardialen, geriistfreien Organoid-Modelle

Die Tabelle vergleicht die unterschiedlichen geristfreien Modelle zur Generierung von kardialen Organoiden hinsichtlich der Zellen, die zur Organoid-

Generierung genutzt wurden, der Zellen, die nach Generierung im Organoid vorhanden waren, sowie die zur Generierung aktivierten und inhibierten Signalwege

mit den entsprechenden Reagenzien, der Readouts und der einzelnen Merkmale, die die kardialen Organoide bzw. Gastruloide aufwiesen.
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5.3 Besseres Wachstum der Zellen der stromalen vaskularen Fraktion bei
0,05% BSA
Ziel dieser Arbeit war es, kardiale Organoide aus den ASCs der stromalen
vaskularen Fraktion von viszeralem Rattenfettgewebe zu generieren. Bei der
Kultivierung dieser Zellen in 2D-Kultur, im vorgegebenen Wachstumsmedium
Cardio, zeigte sich zu Beginn ein sehr langsames Wachstum von wenigen Zellen.
Es wurde versucht, das Wachstum der Zellen durch Anpassung der
Konzentrationen der unterschiedlichen Komponenten, die dem
Wachstumsmedium Cardio zugesetzt werden sollten, zu verbessern. Durch eine
Veranderung der Konzentration von BSA konnte ein besseres Wachstum der
Zellen der stromalen vaskularen Fraktion und der darin enthaltenden ASCs in der
2D-Kultur erreicht werden (Abb. 1). Hierzu wurde die BSA-Konzentration von
0,5% auf 0,05% herabgesetzt. Am ersten Tag nach Isolation der SVF aus dem
viszeralen Rattenfettgewebe waren in der 2D-Kultur noch keine quantitativen
Veranderungen hinsichtlich der Zellzahl zwischen der Kultur mit 0,05% BSA im
Medium und der Kultur mit 0,5% BSA im Medium sichtbar. Im Verlauf des vierten
Tages waren jedoch quantitativ mehr Zellen in der 2D-Kultur mit 0,05% BSA im
Medium gewachsen (n=3). Dementsprechend wurde die BSA-Konzentration
angepasst und abweichend vom ursprunglichen Protokoll nur noch ein
Wachstumsmedium Cardio mit 0,05% BSA im Medium zur Kultivierung der ASCs

aus der SVF fur weitere Versuchsansatze verwendet.
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Tag 1 Tag 3 Tag 4

0,05% BSA

0,5% BSA

Abbildung 1: Besseres Wachstum der Zellen der stromalen vaskularen Fraktion bei 0,05%
BSA

Die Lichtmikroskopie-Aufnahmen zeigen die Zellen der stromalen vaskuldren Fraktion in 2D-
Kultur an unterschiedlichen Tagen, die aus viszeralem Fettgewebe einer mannlichen Wistar-Ratte
gewonnen und in Wachstumsmedium Cardio ausgesadt wurden. Reihe A erhielt das
Wachstumsmedium Cardio mit 0,05% BSA und Reihe B das Wachstumsmedium Cardio mit 0,5%
BSA. Im zeitlichen Verlauf zeigte sich ein quantitativ starkeres Wachstum der Zellen im
Wachstumsmedium mit 0,05% BSA. VergrofRerung: x40. MafRstab: 100pm.

5.4 Versuch der Generierung von kardialen Organoiden

Im nachsten Schritt wurde versucht, die zuvor in 2D-Kultur kultivierten ASCs der
SVF in die 3D-Kultur zu Gberflihren, um aus diesen Zellen kardiale Organoide zu
generieren. Die Zellen wurden hierzu fur zehn Tage in 2D-Kultur gehalten (Abb.
2A). An Tag eins wuchsen mehr Zellen in 2D-Kultur, die im zeitlichen Verlauf bis
zur Aussetzung an Tag zehn quantitativabnahmen. Diese wenigen Zellen wurden
in die 3D-Kultur Gberfuhrt und das Differenzierungsprotokoll zur Generierung der
kardialen Organoide auf diese angewendet (Abb. 2B). An Tag eins nach
Uberfihrung in die 3D-Kultur zeigte sich, dass sich Aggregate geformt hatten.
Diese Zellaggregate veranderten sich im zeitlichen Verlauf unter Anwendung der
verschiedenen Kultivierungsmedien des Differenzierungs-protokolls
morphologisch jedoch nicht. Es bildeten sich keine rundlichen, dichten
Zellaggregate, die weder eine kammerartige Morphologie noch eine Kontraktion

aufwiesen.
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Abbildung 2: Anwendung des Kardioid-Differenzierungsprotokolls auf die ASCs der
stromalen vaskuladren Fraktion

Die Lichtmikroskopie-Aufnahmen zeigen den Versuch zur Generierung von Kardioiden aus den
ASCs der stromalen vaskularen Fraktion. Die Zellen der stromalen vaskularen Fraktion wurden
fur zehn Tage in 2D-Kultur gehalten, wobei sich eine quantitative Reduzierung der Zellzahl zeigte
(A). An Tag zehn wurden die Zellen in die 3D-Kultur Uberfiihrt und das Kardioid-
Differenzierungsprotokoll auf diese angewendet. Nach Tag eins in 3D-Kultur zeigte sich eine
Aggregation der Zellen, jedoch bildeten diese im zeitlichen Verlauf keine rundlichen Spharoide
aus (B). Vergrélierungen: x40 in 2D, x10 in 3D. Mafstab: 100um in 2D, 500um in 3D.

5.5 Lichtmikroskopie-Aufnahmen von unstimulierten und mit LPS
stimulierten Glattmuskelzellen in 2D- und 3D-Kultur

Diese Arbeit ging der Frage nach, ob es mdglich ist, Glattmuskelzellen neben der

2D-Kultur auch in 3D-Kultur als Glattmuskelzell-Spharoide zu kultivieren. Es

zeigte sich, dass die Glattmuskelzellen erfolgreich als Spharoide kultiviert werden

konnten (Abb. 3A). Die Glattmuskelzellen aggregierten in 3D-Kultur zu dichten,
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rundlichen Spharoiden, wohingegen die Glattmuskelzellen in 2D in einer
planaren Ebene wuchsen. Weder die Glattmuskelzellen in 2D- noch die in 3D-
Kultur zeigten im zeitlichen Verlauf lichtmikroskopisch eine Anderung hinsichtlich
ihrer Morphologie und konnten fir anschlieRende Experimente Gber drei Tage in
Kultur gehalten werden. Nachfolgend sollte der Frage nachgegangen werden, ob
die Glattmuskelzellen durch eine Stimulation mit einem inflammatorischen Reiz
ihren Phanotyp verandern. Nach drei Tagen wurden beide Kulturen mit LPS, als
inflammatorischer Stimulus, behandelt. Auch nach der Stimulation zeigten sich in
der 2D- und 3D-Kultur lichtmikroskopisch, im Vergleich zu der jeweiligen
unstimulierten Kultur, keine morphologischen Veranderungen (Abb. 3B). Die
Lichtmikroskopie-Aufnahmen zeigen, dass es erfolgreich gelungen ist, neben der
2D-Kultur, Glattmuskelzell-Spharoide zu generieren, die Uber mehrere Tage im
dreidimensionalen Modell kultiviert werden konnten.

Tag 3

p-E

3D

Abbildung 3: Glattmuskelzellen in 2D- und 3D-Kultur

Die Lichtmikroskopie-Aufnahmen zeigen Glattmuskelzellen in 2D- und 3D-Kultur. Neben der
Kultivierung in 2D, ist es gelungen, rundliche Spharoide zu generieren, die im zeitlichen Verlauf
ihre Form beibehielten (A). Nach drei Tagen wurden die Zellen in 2D- und 3D-Kultur mit LPS
stimuliert. Es zeigte sich, dass die 2D-Kultur sich dadurch morphologisch nicht veranderten und
auch die Spharoide nach Stimulation in ihrem dreidimensionalen Zellverband blieben (B).
Vergroferungen: x40 in 2D, x5 in 3D. Mafstab: 100um in 2D, 500 in 3Dum.

5.6 Kein Nachweis von F4/80 in der 2D-Glattmuskelzellkultur

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob die Glattmuskelzellen in 2D-Kultur
durch Stimulation mit LPS fur eine Stunde, als inflammatorischer Stimulus, ihren
Phanotyp hin zu Makrophagen-ahnlichen Glattmuskelzellen andern. Dazu
wurden Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen der 2D-Kultur nach der Stimulation
mit LPS und anschlielender Farbung der Zellen mit DAPI (blau) sowie F4/80-
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Antikorper (grun) erstellt (Abb. 4). Die Zellkerne der Glattmuskelzellen zeigten
sich durch die DAPI-Farbung sowohl in der mit LPS stimulierten Kultur als auch
in der unstimulierten Kultur in blau. Das Glykoprotein F4/80, spezifisch fur
Makrophagen, sollte mit dem F4/80-Antikdrper in griin dargestellt werden. Weder
in der mit LPS stimulierten noch in der unstimulierten Kultur konnte ein griines

Signal zum Nachweis von F4/80 nachgewiesen werden.

DAPI F4/80 DAPI + F4/80

Abbildung 4: Kein F4/80-Signal nach LPS-Stimulation in der 2D-Kultur

LPS

unstimuliert

Die Glattmuskelzellen der 2D-Kultur wurden nach LPS-Stimulation mit DAPI (blau) und F4/80
(griin) gefarbt. In den Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen zeigte sich weder in der mit LPS
stimulierten noch in der unstimulierten Kultur ein Signal fur F4/80. Vergréf3erung: x40. Mal3stab
100um.

5.7 Nachweis von F4/80 in Glattmuskelzell-Spharoiden

Des Weiteren wurde untersucht, ob die Glattmuskelzellen in 3D-Kultur durch
Stimulation mit LPS fir eine Stunde, als inflammatorischer Stimulus, ihren
Phanotyp hin zu Makrophagen-ahnlichen Glattmuskelzellen andern. Hierzu
wurden Laser-Scanning-Mikroskopie-Aufnahmen der Glattmuskelzell-Spharoide
nach Stimulation mit LPS und anschlieRender Farbung mit DAPI (blau) und dem
F4/80-Antikorper (grun) erstellt (Abb. 5). Die Zellkerne der Glattmuskelzell-
Spharoide zeigten sich durch die DAPI-Farbung sowohl in der mit LPS
stimulierten Kultur als auch in der unstimulierten Kultur in blau. Das Glykoprotein
F4/80, spezifisch fur Makrophagen, sollte mit dem F4/80-Antikérper in grin
dargestellt werden. Das mit LPS stimulierte Spharoid zeigte, anders als das
unstimulierte Spharoid, ein grines Signal zum Nachweis von F4/80. Dieses Bild

zeigte sich auch bei Wiederholungsversuchen (n=7).
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DAPI + F4/80

LPS

unstimuliert

Abbildung 5: F4/80-Signal nach LPS-Stimulation in der 3D-Kultur

Die Glattmuskelzellen der 3D-Kultur wurden nach LPS-Stimulation mit DAPI (blau) und F4/80
(griin) gefarbt. In den Laser-Scanning-Mikroskopie-Aufnahmen zeigte sich in der mit LPS
stimulierten Kultur ein F4/80-Signal, das in der unstimulierten Kultur nicht nachgewiesen werden
konnte. VergroRerung: x10. MaRstab 200um.

5.8 Klassische Glattmuskelzell-Marker in 2D- und 3D-Kultur
Mithilfe einer Proteomics-Analyse sollte untersucht werden, ob Unterschiede
bezlglich spezifischer Marker fur Glattmuskelzellen zwischen der 2D- und 3D-
Kultur nachweisbar waren. Abbildung sechs zeigt funf Boxplots mit spezifischen
Markern fur Glattmuskelzellen, die sowohl in der 2D- als auch in der 3D-Kultur
gemessen werden konnten. Hierbei handelte es sich um die Glattmuskelzell-
Marker Aktin-Alpha-2; Aktin-Gamma-2, Caldesmon, Calponin-2, Myosin-11 und
Transgelin. Diese sind mit der jeweilig gemessenen Intensitat in logarithmischer
Auftragung in den Boxplots in Abbildung sechs dargestellt. Die Proteine
Caldesmon (FC = 0,301948; p-value = 0,055535), Calponin-2 (FC =-0,79167; p-
value = 0,012302) und Transgelin (FC = 0,922626; p-value = 0,111275) zeigten
in der 2D-Kultur hinsichtlich der Proteinabundanz keine signifikante Veranderung
im Vergleich zur 3D-Kultur. Die Proteine Aktin-Alpha-2; Aktin-Gamma-2 (FC
1,021446; p-value = 0,010762) und Myosin-11 (FC = 1,066885; p-value
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0,013382) waren ebenfalls in beiden Kulturen nachzuweisen, allerdings wiesen
sie in der 2D-Kultur eine signifikant hdhere Proteinabundanz im Vergleich zur 3D-

Kultur mit einer Verdopplung auf.
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Abbildung 6: Nachweis von Glattmuskelzell-Markern in 2D- und 3D-Kultur

Mittels  Proteomics-Analyse wurden die 2D- und 3D-Zellkultur hinsichtlich ihrer
Proteinzusammensetzung untersucht. Die Boxplots zeigen die gemessenen Proteinintensitaten
spezifischer Glattmuskelzell-Marker in logarithmischer Auftragung, die sowohl in der 2D- als auch
3D-Kultur nachgewiesen werden konnten. Die Proteomics-Analyse wurde mit drei technischen
und drei biologischen Replikaten durchgefiihrt. Ein signifikanter Unterschied zwischen 2D und 3D
lag vor, wenn der p-value < 0,05 und die Fold change < -1 oder > 1 war. Grafik in Zusammenarbeit
mit Dr. rer. nat. Samet Bayraktar erstellet.

5.9 Hauptkomponentenanalyse

Im nachsten Schritt sollte mittels Proteomics-Analyse untersucht werden, ob es

bezuglich der Proteinzusammensetzung Unterschiede zwischen der

unstimulierten 2D- und 3D-Kultur sowie zwischen den unstimulierten Kulturen

und den entsprechenden mit LPS stimulierten Kultur gab. Hierzu wurde der

Datensatz an gemessenen Proteinen der vier unterschiedlichen Kultivierungs-
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bedingungen (2D unstimuliert; 2D LPS-stimuliert; 3D unstimuliert; 3D LPS-
stimuliert) mittels Hauptkomponentenanalyse auf bestehende Muster untersucht.
Durch diese Hauptkomponentenanalyse konnte die Dimensionalitat des
Datensatzes auf zwei Hauptkomponenten reduziert werden und in einem
linearen Koordinatensystem dargestellt werden, um den Datensatz an
gemessenen Proteinen zu visualisieren und Cluster zu bilden. Abbildung sieben
zeigt dieses lineare Koordinatensystem, in dem 40% der Information des
Datensatzes auf der x-Achse und 20% der Information des Datensatzes auf der
y-Achse dargestellt wurde, sodass insgesamt 60% der Informationen durch diese
Hauptkomponentenanalyse visualisiert wurde. Es zeigte sich, dass sich die
Proteinzusammensetzung in der 2D-Kultur (blau und gelb) deutlich von der in der
3D-Kultur (grin und rot) unterschied. Allerdings lagen die Werte der jeweiligen
unstimulierten Kulturen nahe bei denen der entsprechenden mit LPS stimulierten
Kulturen. Es zeigte sich somit kein deutlicher Unterschied in der
Proteinzusammensetzung zwischen den jeweiligen unstimulierten Kulturen in 2D

und 3D und den entsprechenden mit LPS stimulierten Kulturen.
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Abbildung 7: Unterschiedliche Proteinzusammensetzung der Glattmuskelzell-Kultur in 2D
und 3D

Durch die Hauptkomponentenanalyse wurden alle Informationen des Datensatzes der

Proteomics-Analyse Uber die vier unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen in einer
zweidimensionalen Darstellungsweise zusammengefiihrt. Hierbei befinden sich 40% der
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Informationen auf der x-Achse und 20% der Informationen auf der Y-Achse, sodass insgesamt
60% der Informationen in dieser Darstellung abgebildet wurden. Es zeigte sich, dass sich die
Proteinzusammensetzung je nach Kultivierungsmethode voneinander unterschied, da die Werte
der 2D-Kultur (blau und gelb) von den Werten der 3D-Kultur (griin und rot) deutlich abzugrenzen
waren. Zwischen den jeweils unstimulierten und den entsprechenden mit LPS stimulierten
Kulturen zeigten sich keine grof3en Unterschiede, da die Messwerte hier nah beieinander lagen
(blau und gelb sowie griin und rot). Grafik in Zusammenarbeit mit Dr. rer. nat. Samet Bayraktar
erstellet.

5.10 Veranderungen der Proteinabundanz zwischen unstimulierten und
mit LPS stimulierten Glattmuskelzellen
Im Folgenden sollte mit Hilfe der Proteomics-Analyse untersucht werden, welche
Proteine nach Stimulation mit LPS in beiden Zellkulturmodellen signifikante
Unterschiede hinsichtlich ihrer Proteinabundanz im Vergleich zur unstimulierten
Kultur aufwiesen. Es zeigte sich zunachst, dass in der 2D-Kultur nach Stimulation
mit LPS vier Proteine (Abb. 8A) und in der 3D-Kultur acht Proteine (Abb. 8B) in
ihrer Proteinabundanz im Vergleich zu den entsprechenden unstimulierten
Kulturen signifikant verandert waren. Die vier veranderten Proteine im
zweidimensionalen Modell waren in der unstimulierten 2D-Kultur im Vergleich zur
mit LPS stimulierten 2D-Kultur in ihrer Proteinabundanz signifikant vermindert.
Hierbei handelte es sich um die Proteine Carbonyl reductase 1 (FC = -1,26924;
p-value = 0,003577), C1q and TNF related 3 (FC =-1,1371; p-value = 0,006748),
Sacsin (FC = -1,12817; p-value = 0,00177) und Vitronectin (FC = -1,03115; p-
value = 0,001006), die mit ihrer jeweiligen Funktion (Ubernommen von der
bioinformatischen Datenbank UniProt) in Abbildung 8C gelistet sind. In der
unstimulierten 3D-Kultur waren im Vergleich zur mit LPS stimulierten 3D-Kultur
funf Proteine in ihrer Proteinabundanz signifikant vermindert und drei Proteine
signifikant erhéht. Hierbei handelte es sich um die Proteine 60S acidic ribosomal
protein P2 (FC = -2,63316; p-value = 0,001056), Calcium/calmodulin-dependent
protein kinase type Il subunit beta (FC = -1,71019; p-value = 0,003993), Obg-like
ATPase 1 (FC = -1,27345; p-value = 0,001874), Nucleolar transcription factor 1
(FC =-1,10067; p-value = 0,007444), Probable glutathione peroxidase 8 (FC = -
1,01677; p-value = 0,005199), Integrin alpha-V (FC = 1,463884; p-value =
0,001427), Septin-8 (FC = 1,239993; p-value = 0,005793) und Aldoketo
reductase family 1 member B7 and B10 (FC = 1,039762; p-value = 0,000499),
die ebenfalls mit ihrer Funktion (Ubernommen von der bioinformatischen

Datenbank UniProt) in Abbildung 8D gelistet sind. Diese Proteine wurden im
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weiteren Verlauf nicht weiter analysiert, da der Fokus mehr auf die Proteine
gelegt werden sollte, die im Vergleich zwischen der 2D-Kultur und 3D-Kultur unter
unstimulierten Bedingungen eine signifikante Veranderung hinsichtlich ihrer

Proteinabundanz aufwiesen.
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Abbildung 8: Verdnderte Proteinzusammensetzung nach LPS-Stimulation

Nach Stimulation der Glattmuskelzellen mit LPS zeigte sich in der Proteomics-Analyse, dass die
Proteinzusammensetzung sowohl in 2D als auch 3D verandert war. In der 2D-Kultur waren nach
LPS-Stimulation vier Proteine (A) und in der 3D-Kultur acht Proteine (B) signifikant in ihrer
Proteinabundanz verandert. Die signifikant veranderten Proteine sind mit ihrer jeweiligen
Funktion (Gbernommen von der bioinformatischen Datenbank UniProt) in den beiden Tabellen fur
die 2D- und 3D-Kultur gelistet (C, D). Die rot markierten Proteine lagen in der unstimulierten Kultur
im Vergleich zur mit LPS stimulierten Kultur signifikant vermindert und die grin markierten
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Proteine signifikant vermehrt vor. Ein signifikanter Unterschied lag vor, wenn der p-value < 0,05
und die Fold change < -1 oder > 1 war. Grafik in Zusammenarbeit mit Dr. rer. nat. Samet Bayraktar
erstellet.

5.11 Signifikante Unterschiede in der Proteinzusammensetzung in 2D und
3D
Im nachsten Schritt sollten die Proteine identifiziert und analysiert werden, die
sich je nach Kultivierungsmethode in 2D oder 3D signifikant unterschieden.
Generell konnten mittels Proteomics-Analyse insgesamt unter Betrachtung aller
vier Kultivierungsbedingungen (2D unstimuliert; 2D LPS-stimuliert; 3D
unstimuliert; 3D LPS-stimuliert) 1525 Proteine gemessen werden (Abb. 9A).
Bezlglich der beiden unstimulierten Kulturen in 2D und 3D zeigte sich, dass
insgesamt 1375 identisch waren, die 2D-Kultur 105 und die 3D-Kultur 32
einzigartige Proteine aufwiesen (Abb. 9B). Die 1375 Proteine, die sowohl in der
2D- als auch in der 3D-Kultur gemessen werden konnten, sollten nun auf eine
signifikante Veranderung der Proteinabundanz analysiert werden. Hierbei stellte
sich heraus, dass 54 Proteine eine signifikant hohere Proteinabundanz in der 2D-
Kultur und 71 Proteine eine signifikant héhere Proteinabundanz in der 3D-Kultur
aufwiesen (Abb. 9C). Dementsprechend sollte der Frage nachgegangen werden,
um welche Proteine es sich hierbei handelte und welchen Signalwegen
beziehungsweise spezialisierten Strukturen diese signifikant veranderten
Proteine zuzuordnen werden konnten. Hierzu wurden zunachst die signifikant
veranderten Proteine aus dem Datensatz der Proteomics-Analyse ermittelt und
eine Pathway-Analyse mit Hilfe des Programms KEGG 2019 durchgefihrt. Die
entsprechenden Signalwege und spezialisierten Strukturen, welche den
signifikant veranderten Proteinen zugeordnet werden konnten, sind mit der
entsprechenden Trefferzahl (hits) an zugehérigen Proteinen in Abbildung 9D
dargestellt. Von diesen sollten nun die Signalwege beziehungsweise
spezialisierten Strukturen Focal adhesion, Regulation of actin cytoskeleton,
ECM-receptor interaction und Tight junction hinsichtlich der Trefferproteine
genauer analysiert werden, da diese sich vor allem auf die Interaktion der Zellen
untereinander und mit der ECM beziehen. Es sollte untersucht werden, welche
Unterschiede diese, je nach Kultivierungsmodell, aufwiesen. Die spezialisierte

Struktur Focal adhesion wies mit 13 zugeordneten Proteinen die meisten Treffer
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auf. Dem Signalweg Regulation of actin cytoskeleton konnten elf Proteine, dem
Signalweg ECM-receptor interaction sieben Proteine und der spezialisierten
Struktur Tight Junction acht Proteine zugeordnet werden. Die jeweiligen Proteine
sind in Abbildung 9E gelistet, wobei die grin markierten Proteine in 2D und die
rot markierten Proteine in 3D eine signifikant héhere Proteinabundanz aufwiesen.
Betrachtete man die Treffer-Proteine genauer, fiel auf, dass einige dieser
Proteine allen vier Signalwegen beziehungsweise spezialisierten Strukturen
zugeordnet werden konnten und mehrere Proteine aus einer Proteingruppe eine
signifikant veranderte Proteinabundanz aufwiesen. Bei diesen Proteingruppen
handelte es sich um Aktinine, Myosine, Integrine und Proteine der ECM. Diese
Proteingruppen werden im folgenden Abschnitt naher betrachtet, um zu
untersuchen, um welchen Faktor die Proteine in ihrer Proteinabundanz signifikant

vermehrt oder vermindert vorlagen.
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cytoskeleton Integrin-Alpha-V, Integrin-Beta-1, Myosin light chain kinase, Myosin-9,
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ECM-receptor interaction Cartilage oligomeric matrix protein, Fibronektin, Integrin-Alpha-1,
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Abbildung 9: Signifikante Unterschiede in der Proteinzusammensetzung in 2D und 3D

Mittels Proteomics-Analyse konnten insgesamt 1525 Proteine gemessen werden (A). In den
unstimulierten 2D- und 3D-Zellkulturen waren 1375 Proteine identisch (B). Von diesen hatten 54
Proteine eine signifikant hdhere Proteinabundanz in der 2D-Zellkultur und 71 Proteine eine
signifikant hdhere Proteinabundanz in der 3D-Zellkultur (C). Diese Proteine konnten
verschiedenen Signalwegen beziehungsweise spezialisierten Strukturen zugeordnet werden, die
mithilfe der Datenbank Kyoto encyclopedia of Genes and Genomes ermittelt wurden (D). In der
Tabelle sind die Trefferproteine, zugehdrig zu den Signalwegen Focal adhesion, Regulation of
actin cytoskeleton, ECM-receptor interaction und Tight junction, dargestellt. Die grin markierten
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Proteine wiesen in der 2D-Kultur eine hohere und die rot markierten Proteine eine niedrigere
Proteinabundanz im Vergleich zur 3D-Kultur auf (E). Grafik in Zusammenarbeit mit Dr. rer. nat.
Samet Bayraktar erstellet.

5.12 Hohere Proteinabundanz von Aktininen, Myosinen und Integrinen in
der 2D-Zellkultur
Bezuglich der vorher identifizierten Proteingruppen zeigte sich, dass die Aktinine,
Integrine und Myosine in der 2D-Kultur im Vergleich zur 3D-Kultur signifikant
vermehrt gemessen werden konnten. Diese sind mit der jeweilig gemessenen
Intensitat in logarithmischer Auftragung in den Boxplots in Abbildung zehn
dargestellt. Bei den gemessenen Aktininen handelte es sich um Aktinin-Alpha-4
(FC = 1,239757; p-value = 4,45E-0,5) und Aktinin-Alpha-1 (FC = 1,340351; p-
value = 0,00032). Aktinin-Alpha-4 wies in der 2D-Kultur eine 2,36-fach und
Aktinin-Alpha-1 eine 2,53-fach erhohte Proteinabundanz auf. Bei den
gemessenen Integrinen handelte es sich um Integrin-Alpha-1 (FC = 2,162177; p-
value = 0,019165), Integrin-Alpha-V (FC = 1,615798; p-value = 0,019385),
Integrin-Beta-1 (FC = 1,318634; p-value = 0,009717) und Integrin-Beta-6 (FC =
0,95333; p-value = 0,015994). Integrin-Alpha-1 war in der 2D-Kultur 4,47-fach,
Integrin-Alpha-V 3,06-fach und Integrin-Beta-1 2,49-fach mehr als in der 3D-
Kultur gemessen worden. Bei Integrin-Beta-6 wurde im Vergleich zur 3D-Kultur
in der 2D-Kultur eine 1,93-fach hdéhere Proteinabundanz gemessen, allerdings
war diese Messung im Vergleich zu den anderen Integrinen knapp unterhalb der
Grenze zur Signifikanz, da Integrin-Beta-6 mit einer FC von 0,95333 den
festgesetzten Grenzwert von > 1 fir eine Signifikanz unterschritt. Bei den
gemessenen Myosinen handelte es sich um Myosin-9 (FC = 1,693869; p-value
= 0,019646), Myosin-10 (FC = 1,717204; p-value = 0,024637), Myosin-11 (FC =
1,066885; p-value = 0,013382) und Myosin-14 (FC = 1,474429; p-value =
0,019133), wobei Myosin-9 in der 2D-Kultur im Vergleich zur 3D-Kultur eine um
das 3,23-fach, Myosin-10 um das 3,28-fach, Myosin-11 um das 2,09-fach und

Myosin-14 um das 2,77-fach erhdhte Proteinabundanz aufwiesen.
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Abbildung 10: Boxplots von Proteinen mit hoherer Proteinabundanz in der 2D-Kultur

Mittels  Proteomics-Analyse wurden die 2D- und 3D-Zellkultur hinsichtlich ihrer
Proteinzusammensetzung untersucht. Die Boxplots zeigen die gemessenen Proteinintensitaten
von ausgewahlten Proteinen in logarithmischer Auftragung, die eine héhere Proteinabundanz in
der 2D-Zellkultur aufwiesen. Hierbei handelte es sich um verschiedene Aktinine, Integrine und
Myosine. Die Proteomics-Analyse wurde mit drei technischen und drei biologischen Replikaten
durchgefihrt. Ein signifikanter Unterschied zwischen 2D und 3D lag vor, wenn der p-value < 0,05
und die Fold change < -1 oder > 1 war. Lediglich Integrin-Beta-6 war mit einem p-value < 0,05
und einer Fold change von 0,95 nicht signifikant erhdht. Grafik in Zusammenarbeit mit Dr. rer. nat.
Samet Bayraktar erstellet.

5.13 Niedrigere Proteinabundanz von ECM-assoziierten Proteinen in der
2D-Zellkultur
Bezuglich der vorher identifizierten Proteingruppen zeigte sich, dass Proteine,

die Komponenten der ECM sind, eine niedrigere Proteinabundanz in der 2D-
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Kultur im Vergleich zur 3D-Kultur aufwiesen. Diese sind mit der jeweilig
gemessenen Intensitat in logarithmischer Auftragung in den Boxplots in
Abbildung elf dargestellt. Hier konnten die Proteine Fibronektin (FC = -1,80017;
p-value = 0,004445), Thrombospondin-4 (FC = -1,7527; p-value = 0,028243) und
Vitronectin (FC = -0,98375; p-value = 0,026166) identifiziert werden. Bei
Fibronektin konnte eine 0,28-fach, bei Thrombospondin-4 eine 0,29-fach und bei
Vitronectin eine 0,5-fach erhdhte Proteinabundanz im Vergleich zur 3D-Kultur
gemessen werden. Im Gegensatz zu Fibronektin und Thrombospondin-4 lag bei
Vitronectin in der 3D-Kultur jedoch keine signifikant erhéhte Proteinabundanz im
Vergleich zur 2D-Kultur vor, da Vitronectin mit einer FC von -0,98375 den

festgesetzten Grenzwert von < -1 fur eine Signifikant nicht erfillte.
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Abbildung 11: Boxplots von Proteinen mit niedrigerer Proteinabundanz in der 2D-Kultur

Mittels  Proteomics-Analyse wurden die 2D- und 3D-Zellkultur hinsichtlich ihrer
Proteinzusammensetzung untersucht. Die Boxplots zeigen die gemessenen Proteinintensitaten
von Proteinen der ECM in logarithmischer Auftragung, die eine niedrigere Proteinabundanz in der
2D-Zellkultur aufwiesen. Hierbei handelte es sich um die Proteine Fibronektin, Thrombospondin-
4 und Vitronectin Die Proteomics-Analyse wurde mit drei technischen und drei biologischen
Replikaten durchgefuihrt. Ein signifikanter Unterschied zwischen 2D und 3D lag vor, wenn der p-
value < 0,05 und die Fold change < -1 oder > 1 war. Lediglich Vitronectin wies mit einem p-value
< 0,05 und einer Fold change von -0,98 keine signifikant niedrigere Proteinabundanz in der 2D-
Kultur auf. Grafik in Zusammenarbeit mit Dr. rer. nat. Samet Bayraktar erstellet.
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5.14 Proteine mit dhnlicher Proteinabundanz in der 2D- und 3D-Zellkultur
Unabhangig von den zuvor identifizierten Proteingruppen zeigte sich zusatzlich,
dass in beiden Kulturmodellen viele verschiedene Kollagene nachzuweisen
waren. Diese sind mit der jeweilig gemessenen Intensitat in logarithmischer
Auftragung in den Boxplots in Abbildung zwolf dargestellt. Die Kollagene zeigten
jedoch keine signifikante Veranderung hinsichtlich ihrer Proteinabundanz im
Vergleich zwischen der 2D- und 3D-Kultur. Die Kollagene, die gemessen werden
konnten sind Alpha-1-Typ-I-Kollagen (FC = 0,013103; p-value = 0,972003),
Alpha-2-Typ-I-Kollagen (FC = 0,009752; p-value = 0,978916), Alpha-1-Typ-II-
Kollagen (FC = -0,68583; p-value = 0,043475), Alpha-1-Typ-lllI-Kollagen (FC =
0,036875; p-value = 0,878167), Alpha-1-Typ-V-Kollagen (FC = 0,577309; p-value
= 0,217397), Alpha-2-Typ-V-Kollagen (FC = 0,504731; p-value = 0,014165),
Alpha-1-Typ-VI-Kollagen (FC = -0,59516; p-value = 0,180629), Alpha-2-Typ-VI-
Kollagen (FC = 0,213616; p-value = 0,710357) und Alpha-1-Typ-VIlI-Kollagen
(FC =-0,01422; p-value = 0,989014).
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Abbildung 12: Kein Unterschied der Proteinabundanz in 2D und 3D bei Kollagenen

Mittels  Proteomics-Analyse wurden die 2D- und 3D-Zellkultur hinsichtlich ihrer
Proteinzusammensetzung untersucht. Die Boxplots zeigen die gemessenen Proteinintensitaten
von verschiedenen Kollagenen in logarithmischer Auftragung, die im Vergleich zwischen der 2D-
und 3D-Zellkultur keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Proteinabundanz aufwiesen.
Die Proteomics-Analyse wurde mit drei technischen und drei biologischen Replikaten
durchgefihrt. Ein signifikanter Unterschied zwischen 2D und 3D lag vor, wenn der p-value < 0,05
und die Fold change < -1 oder > 1 war. Grafik in Zusammenarbeit mit Dr. rer. nat. Samet Bayraktar
erstellet.
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6 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden erste Schritte unternommen, ein Protokoll zur
Generierung von kardialen Organoiden aus ASCs aus viszeralem
Rattenfettgewebe zu etablieren, in Anlehnung an ein bereits etabliertes Protokoll
zur Generierung von kardialen Organoiden aus humanen pluripotenten
Stammzellen. AuRerdem bestand das Ziel dieser Arbeit darin, Spharoide aus
Glattmuskelzellen zu generieren, die mit einer 2D-Zellkultur aus
Glattmuskelzellen hinsichtlich der Proteinzusammensetzung verglichen werden
sollten. Nach Behandlung mit LPS, als inflammatorischer Stimulus, sollten die
beiden Zellkulturen bezlglich eines Phanotyp-Wechsels der Glattmuskelzellen
untersucht werden und auch hier hinsichtlich der Proteinzusammensetzung

verglichen werden.

Wesentliche Ergebnisse dieser Arbeit sind folgende:

e Misserfolg bei der Generierung von kardialen Organoiden aus ASCs aus
viszeralem Rattenfettgewebe

e Erfolgreiche Generierung von Spharoiden aus Glattmuskelzellen

e Phanotyp-Wechsel der Glattmuskelzellen nach Stimulation mit LPS in der
3D-Kultur, jedoch nicht in der 2D-Kultur

e Unterschiede in der Proteinzusammensetzung zwischen der
unstimulierten 2D-Kultur und der unstimulierten 3D-Kultur, sowie zwischen
den jeweiligen unstimulierten Kulturen und der entsprechenden mit LPS

stimulierten Kultur

6.1 Vergleich von Modellen zur Generierung von kardialen Organoiden und
der entsprechenden Modulation von Signalwegen

In dieser Arbeit wurden multiple Methoden zur Generierung von kardialen

Spharoiden beziehungsweise Organoiden unter gerUstbasierten oder

gerustfreien Bedingungen gelistet, wodurch deutlich wird, dass dreidimensionale

Zellkulturmodelle einen immer héheren Stellenwert in der Forschung erlangen.

Es ist bereits mehrfach gelungen, kardiale Organoide zu generieren. Der Fokus
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dieser Arbeit lag auf den Modellen zur Generierung kardialer Organoide unter
gerustfreien Bedingungen. Durch den Vergleich der unterschiedlichen, bereits
etablierten, Protokolle (Tabelle 5) fiel auf, dass alle in grundlegende Signalwege
der Kardiogenese, wie den Wnt-Signalweg oder den PI3K-AKT-Signalweg,
eingriffen, um die Differenzierung von humanen pluripotenten Stammzellen zu
herzspezifischen kardialen Zellen zu férdern. Jedoch zeigten sich Unterschiede
bezogen auf die Aktivierung und Inhibierung dieser Signalwege und der Nutzung
weiterer Reagenzien, um die Kardiogenese zu modellieren. In dieser Arbeit
wurde das Protokoll nach Hofbauer et al. [1] ausgewahlt, um die kardialen
Organoide aus ASCs, aus viszeralem Rattenfettgewebe, zu generieren.
Nachfolgend werden Grinde aufgeflhrt, warum fur diese Arbeit das Protokoll von
Hofbauer et al. [1] anstelle der anderen Vergleichsprotokolle (Tabelle 5)
ausgewahlt wurde. Ein Grund, warum das Protokoll nach Hofbauer et al. [1]
ausgewahlt wurde, ist, dass das Protokoll ein in der Handhabung einfaches und
kostengunstiges Modell darstellte und die Verwendung der entsprechenden
Reagenzien und Modulation der Signalwege im Protokoll von Hofbauer et al. [1]
einen zielfUhrenden Effekt bezlglich der Kardiogenese und Generierung von
kardialen Organoiden zeigte. Ein weiterer, zu nennender Grund ist, dass
Hofbauer et al. [1] im Gegensatz zu den Protokollen von Buono et al. [60],
Forsythe et al. [63] und Kitsuka et al. [66] hiPSCs nutzte, um die kardialen
Organoide zu generieren, und keine bereits differenzierten herztypischen Zellen.
Dies war eine wichtige Voraussetzung flr diese Arbeit, da hier mesenchymale
Stammzellen aus viszeralem Rattenfettgewebe verwendet wurden und keine
bereits differenzierten herztypischen Zellen. Die Protokolle von Hofbauer et al.
[1] und Lewis-Israeli et al. [33, 70] wiesen im Vergleich viele Parallelen auf. Beide
griffen zur Generierung der kardiale Organoide im Gegensatz zu den anderen
bereits genannten Protokollen (Tabelle 5) in den PI3K-AKT-Signalweg ein, der
ebenfalls eine Rolle wahrend der Kardiogenese spielt. Sie imitierten den Prozess
der Kardiogenese dementsprechend adaquater, sodass diese beiden Protokolle
die interessanteren Ansatze in Bezug auf die Ziele dieser Arbeit boten. Letztlich
wurde in dieser Arbeit das Protokoll von Hofbauer et al. [1] gewahlt, um es auf
die mesenchymalen Stammzellen anzuwenden, da es, im Vergleich zu den
Protokollen von Lewis-Israeli et al. [33, 70], zusatzlich weitere Reagenzien, wie

beispielsweise Retinsaure und VEGF-A verwendete, um den Prozess der
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Kardiogenese zu modulieren und beispielsweise mittels VEGF-A die
Differenzierung von Endothelzellen zu férdern. Denn Hofbauer et al. [1]
generierte vorerst nur kardiale Organoide mit enthaltenden Kardiomyozyten und
Fibroblasten-ahnlichen Zellen und erst durch die Zugabe von VEGF-A konnten
auch Endothelzellen im Kardioid nachgewiesen werden. Dies sprach ebenfalls
daflr, das Protokoll von Hofbauer et al. [1] fur die Ziele dieser Arbeit
auszuwahlen, da es die Madglichkeit bot zuerst zu versuchen Uberhaupt
Kardiomyozyten aus den mesenchymalen Stammzellen des viszeralen
Rattenfettgewebes zu differenzieren. Bei Erfolg hatte dieses Protokoll dann auf
die Generierung kardialer Organoide mit zusatzlich enthaltenden Endothelzellen

ausgeweitet werden kdnnen.

6.2 Erste Versuche der Generierung von kardialen Organoiden aus ASCs
der SVF von viszeralem Rattenfettgewebe
Der Versuch, kardiale Organoide mithilfe des Protokolls von Hofbauer et al. [1]
aus ASCs, aus viszeralem Rattenfettgewebe, zu generieren, stellte eine
Herausforderung dar. Es gestaltete sich schwer die ASCs aus der stromalen
vaskularen Fraktion des viszeralen Rattenfettgewebes in 2D-Kultur zu isolieren
und kultivieren. Das im Protokoll beschriebene Medium zur Kultivierung der
Stammzellen in der 2D-Kultur vor der Aussetzung in die 3D-Kultur wurde mit 0,5%
BSA angesetzt, jedoch zeigte sich in dieser Arbeit ein besseres Wachstum der
Zellen in der 2D-Kultur durch eine Anderung der BSA-Konzentration auf 0,05%,
sodass diese Anpassung fur weitere Versuche abweichend vom Protokoll von
Hofbauer et al. [1] fortgefuhrt wurde. Dementsprechend muss diskutiert werden,
ob die BSA-Konzentration ein Grund flr die sich als herausfordernd erwiesene
Isolation und Kultivierung der ASCs der SVF in der 2D-Kultur ist. Einerseits wird
bovines Serumalbumin haufig in der Zellkultur verwendet, da es das Wachstum
und die Vermehrung von Zellen unterstitzt. Andererseits ist bekannt, dass die
Konzentration an BSA in einer Losung die Viskositat beeinflusst [83]. Da die
Zellen in dieser Arbeit, bei einer um das 10-fach erhdhten BSA-Konzentration,
ein quantitativ vermindertes Wachstum zeigten, steht zur Diskussion, ob die
0,5%-ige BSA-Konzentration die Viskositat des Kultivierungsmediums so

verandert hat, dass diese das Wachstum der Zellen negativ beeinflusst hat. Des
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Weiteren zeigte Kikuchi et al. [84] in einer Arbeit im Hinblick auf die Generierung
von Zell-Spharoiden und Zellaggregaten, dass bovines Serumalbumin in
Kombination mit Dextransulfat im Kultivierungsmedium die Adhasion von Zellen
an Oberflachen wirksam unterdrickt. Kikuchi et al. [84] nutzte dies, um Spharoide
generieren zu konnen, ohne eine Vorbeschichtungen von Zellkulturplatten
durchflhren zu mussen. Mithilfe der Zugabe von BSA und Dextransulfat konnten
so nicht-adharente Zellkulturen generiert werden [84]. Im Hinblick auf diese Arbeit
konnte somit diskutiert werden, ob hier eine BSA-Konzentration von 0,5% ohne
Kombination mit Dextransulfat ausgereicht hat, um die Zelladhasion in der 2D-
Kultur wirksam zu unterdricken, sodass die Zellen der SVF sich nur schwer in
2D-Kultur kultivieren liesen. Dies wirde die Beobachtung stlitzen, dass die Zellen
bei einer, um das 10-fach, niedrigeren BSA-Konzentration ein besseres
Wachstum zeigten, da bei einer BSA-Konzentration von 0,05% die
Unterdriickung der Zelladhasion vermutlich nicht so stark ausgepragt war wie in
der Kultur mit einer BSA-Konzentration von 0,5%. Als weiterer Grund dafur, dass
die ASCs sich in der 2D-Kultur nur schwierig kultivieren lielen, kann zur
Diskussion gestellt werden, dass es sich bei ASCs zwar, wie auch bei den
hiPSCs, um eine Art von Stammzellen handelt, diese sich jedoch hinsichtlich ihrer
Eigenschaften von den hiPSCs unterscheiden. Da hiPSCs, anders als ASCs,
durch Reprogrammierung von adulten Korperzellen gewonnen werden, besitzen
sie die Fahigkeit, ahnlich wie embryonale Stammzellen, in multiple Zelltypen zu
differenzieren [85]. Die ASCs hingegen zahlen zu den mesenchymalen
Stammzellen, einer Art adulter Stammzellen, die sich nur zu bestimmten
Zelltypen differenzieren lassen [85]. Einerseits kdnnte dies ein Grund daflr sein,
dass das Protokoll von Hofbauer et al. [1] nicht exakt auf die ASCs anwendbar
war. Andererseits wurde jedoch schon gezeigt, dass die Mdglichkeit besteht,
Kardiomyozyten aus, aus Fettgewebe stammenden, mesenchymalen

Stammzellen zu generieren [86].

Die Zellen erreichten in der 2D-Kultur auch nach zehn Tagen noch keine
Konfluenz von 70-80%. Durch die spezifischen Reagenzien, die dem
Kultivierungsmedium zugefugt wurden, sollten sich die ASCs nach Ablauf der
zehn Tage von den anderen, in der SVF enthaltenden, Zelltypen separiert haben,

sodass in der 2D-Kultur nur noch ASCs vorhanden sein sollten.
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Dementsprechend wurde der Versuch gestartet, die wenigen isolierten ASCs in
die 3D-Kultur zu Uberfihren. Aus den wenigen ausgesetzten Zellen formten sich
bereits am ersten Tag Zellaggregate, die mit den speziellen Kultivierungsmedien
aus dem Differenzierungsprotokoll von Hofbauer et al. [1] weiter behandelt
wurden. Im Verlauf nahmen diese Zellaggregate nicht die typisch rundliche
Organoid-Form an. Das Differenzierungsprotokoll zur Generierung kardialer
Organoide ohne enthaltende Endothelzellen wurde vollstandig auf diese
Zellaggregate angewendet, jedoch war ein Nachweis Organoid-typischer
Eigenschaften, wie dem Vorhandensein herzspezifischer Zellen, einer
hohlraumartigen Struktur und einer Kontraktion der Zellaggregate, nicht maglich.
Mdgliche Grinde daflr kdnnten sein, dass eine zu geringe Zellzahl ausgesetzt
wurde, die ASCs nicht optimal aus der SVF separiert werden konnten und die
Zellen folglich nicht adaquat auf die speziellen Reagenzien in den
Kultivierungsmedien reagieren konnten. Dementsprechend folgte keine weitere
Differenzierung der Zellen und keine adaquate Interaktion der Zellen
untereinander, die essenziell fur die Bildung der rundlichen Spharoide

beziehungsweise Organoide gewesen waren.
Schlussendlich gelang es nicht, kardiale Organoide zu generieren.

Zukunftig soll der Versuch gestartet werden, die SVF nach der Isolation aus dem
viszeralen Rattenfettgewebe direkt im dreidimensionalen Modell, ohne vorherige
Kultivierung in der 2D-Kultur, auszusetzen und die ASCs durch Zugabe
entsprechender Kultivierungsmedien mit enthaltenden Reagenzien unmittelbar in
der 3D-Kultur zu separieren und anschlielend zu kardialen Organoiden zu
differenzieren. So konnte die, sich als problematisch erwiesene, Isolation der
ASCs in 2D-Kultur umgangen werden. Des Weiteren werden gegebenenfalls
noch andere Anpassungen hinsichtlich der Konzentrationen der
unterschiedlichen Reagenzien im Differenzierungsprotokoll vorgenommen
werden mussen, um das Protokoll von Hofbauer et al. [1] auf die ASCs des
viszeralen Rattenfettgewebes zu Ubertragen. Denn wie bereits genannt, handelt
es sich bei hiPSCs und ASCs zwar jeweils um eine Art von Stammzellen, diese

unterscheiden sich aber dennoch hinsichtlich ihrer Eigenschaften.
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Bei erfolgreicher Etablierung dieses Protokolls kénnte in Zukunft durch Zugabe
von VEGF-A der Versuch gestartet werden, diese kardialen Organoide auch mit

enthaltenden Endothelzellen zu generieren.

Eine erfolgreiche Etablierung eines Protokolls zur Generierung von kardialen
Organoiden aus ASCs von viszeralem Rattenfettgewebe ware der nachste Schritt
in Richtung personalisierte Medizin, da mit diesem Protokoll anschlielRend
versucht werden konnte, individualisierte Kardioide aus humanem viszeralem
Fettgewebe von bestimmten Patientengruppen zu generieren. Dies kdnnte die
Forschung an verschiedenen Herz-Kreislauf-Erkrankungen oder angeborenen
Fehlbildungen des Herzens weiterbringen und die Forschung an individuellen,
auf bestimmte Patientengruppen angepasste, Therapieoptionen unterstitzen.
Diese Forschung ist essenziell, da Herz-Kreislauf-Erkrankungen die fihrende
Todesursache weltweit darstellen und angeborene Herzfehler die haufigsten

Fehlbildungen des Menschen sind [35].

6.3 Spharoide aus Glattmuskelzellen

Die in dieser Arbeit angewendete Methode zur Generierung von
Glattmuskelzellen als Spharoide =zeigte Erfolg. Durch Aussetzung der
Glattmuskelzellen in eine 96-ULA-Platte formten sich bereits nach dem ersten
Tag rundliche Zellaggregate, die bis zum Tag der Stimulation mit LPS ihre
rundliche Form behielten und somit fur weitere Experimente mit

Glattmuskelzellen als Spharoide genutzt werden konnten.

Mittels Proteomics-Analyse konnten in diesen Glattmuskelzell-Spharoiden funf
spezifische Glattmuskelzell-Marker nachgewiesen werden, von denen die beiden
Marker Aktin-Alpha-2; Aktin-Gamma-2 und Myosin-11 im Vergleich zur 2D-Kultur
in der 3D-Kultur eine niedrigere Proteinabundanz aufwiesen. Dieses Ergebnis
spiegelt sich auch in der Arbeit von Reed et al. [87] wider, denen es ebenfalls
gelungen ist, Glattmuskelzellen in einem dreidimensionalen System als
sogenanntes Engineered Vascular Smooth Muscle Cell Tissue (EVTs) zu
generieren. Auch hier wurden Proteomics-Analysen durchgefuhrt und es zeigte
sich, dass der spezifische Glattmuskelzell-Marker Aktin-Alpha-2 in seiner

Abundanz nach langerer Zeit in Kultur abnahm [87]. Diese beiden Ergebnisse
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unterstreichen, dass die Expression des Kontraktionsmarker Aktin-Alpha-2 durch
die Kultivierungsmethode beeinflusst wird und die gesamte Protein-
zusammensetzung von Glattmuskelzellen sich durch die Kultivierung in 3D

vermutlich verandert.

Beim Vergleich der beiden unstimulierten Glattmuskelzellkulturen in 2D und 3D
zeigte sich, dass die Kultivierungsmethode einen deutlichen Einfluss auf die
Proteinzusammensetzung nahm. In der 2D-Kultur konnten im Vergleich zur 3D-
Kultur 54 Proteine in ihrer Proteinabundanz signifikant vermehrt und 71 Proteine

signifikant vermindert gemessen werden.

Zu diesen signifikant veranderten Proteinen zahlten Proteine, die bei der
Zellformgebung, Zell-Zell-Interaktion, Zell-ECM-Interaktion sowie Zellteilung von
Bedeutung sind. Proteine, wie Aktinine und Myosine, die das Zellgerust starken
und die Zellteilung, Zellmigration und Zelladhasion férdern, sowie Integrine, die
Zellproliferation und Zellsignalweiterleitung unterstitzen, waren in der 2D-Kultur
in ihrer Proteinabundanz im Vergleich zur 3D-Kultur vermehrt vorhanden. Dies
lasst vermuten, dass die genannten Funktionen, die diese Proteine besitzen, in
der 2D-Kultur starker ausgebildet sind als in der 3D-Kultur. Somit waren auch die
Signalwege und spezialisierten Strukturen, mit denen diese Proteine assoziiert
werden, wie die fokalen Adhasionen, die Regulation des Aktin-Zytoskeletts, die
ECM-Rezeptor-Interaktion durch Integrine und Tight Junctions in der 2D-Kultur
ausgepragter als in der 3D-Kultur. Jedoch muss bei dieser Vermutung bedacht
werden, dass Zellen im zweidimensionalen Raum nicht unter physiologischen
Bedingungen wachsen [2, 3], sodass diskutiert werden muss, ob die vermehrte
Proteinabundanz der genannten Proteine in 2D dadurch zustande kam, dass sich
die Zellen in diesem Kultivierungssystem unnaturlich schnell teilen, wie es ublich
fur zweidimensionale Zellkultursysteme ist [2, 3]. Somit kénnte es sich
gegebenenfalls um eine Uberexpression der entsprechenden Proteine gehandelt
haben. Unter Annahme dieser Aussage, ware dann die dreidimensionale
Zellkultur, die Kultur, die die Situation in vivo besser imitiert, da die Proteine hier
durch eine adaquat schnelle Zellteilung vermutlich nicht GUberexprimiert werden
[2, 3].
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Ferner waren Proteine der ECM in der 3D-Kultur im Vergleich zur 2D-Kultur in
ihrer Proteinabundanz signifikant erhdht, was unterstreicht, dass die 3D-Kultur
die physiologische Situation besser imitiert, da diese das Potenzial besitzt,
eigenstandig Proteine der ECM zu bilden und eine ECM aufzubauen [2, 3].
Aufgrund der vermehrt gemessenen Proteinabundanz der ECM-Proteine
Fibronektin, Thrombospondin-4 und Vitronectin kdnnte diskutiert werden, ob die
Interaktionen von Zellen mit der, die Zellen umgebenen, ECM in der 3D-Kultur im
Vergleich zur 2D-Kultur starker ausgepragt sind. Auch dieses Ergebnis weist
Parallelen zur Arbeit von Reed et al. [87] auf, da diese mittels Proteomics-Analyse
der ETVs ECM-Proteine, vor allem der Kollagen- und Proteoglykan-Familie und
ECM-Proteinrezeptoren, nachweisen konnten. Multiple Kollagene wurden in der
vorliegenden Arbeit ebenfalls in den Glattmuskelzell-Spharoiden nachgewiesen,
jedoch zeigten diese keine signifikante Anderung ihrer Proteinabundanz im
Vergleich zur 2D-Kultur, sodass angenommen werden kann, dass die
Kultivierungsmethode in 2D oder 3D die Kollagenzusammensetzung in

Glattmuskelzellen nicht wesentlich verandert.

Die genannten Vermutungen mussen in Zukunft durch weitere Analysen bestarkt
oder entkraftigt werden, um die Schlussfolgerung, dass es sich bei der vermehrt
gemessenen Proteinabundanz in 2D um eine Uberexpression der Proteine
handelt, zu bestatigen beziehungsweise zu entkraftigen. Genauso muss durch
weitere Experimente gepruft werden, ob die 3D-Kultur aus Glattmuskelzellen
tatsachlich das Potenzial besitzt, eigenstandig eine ECM aufzubauen und die

Situation in vivo somit adaquater imitiert als die 2D-Kultur aus Glattmuskelzellen.

Die erfolgreiche Generierung der Spharoide aus Glattmuskelzellen ist ein Gewinn
fur die Zukunft, da bekannt ist, dass 3D-Zellkulturen die Situation in vivo besser
imitieren als 2D-Zellkulturen [2, 3]. Mittels weiterer Forschung unter Verwendung
der Glattmuskel-Spharoide kdnnte in Zukunft der Frage nachgegangen werden,
welche Pathomechanismen fur die De-Differenzierung der kontraktilen
Glattmuskelzellen zu synthetischen Glattmuskelzellen und dem Entstehen von
Erkrankungen, wie der Atherosklerose, verantwortlich sind. In Zukunft kdnnte so
gegebenenfalls die Frage beantwortet werden, wie die synthetischen
Glattmuskelzellen die Entwicklung, Progression und Stabilitét von

atherosklerotischen Plaques beeinflussen. Die Beantwortung dieser Frage
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konnte dann im weiteren Verlauf die Entwicklung von Therapieoptionen im
Hinblick auf Patienten mit Atherosklerose vorantreiben. Dies ware ein grolder
Gewinn, da Atherosklerose zu den Herz-Kreislauf-Erkrankungen zahlt, die die

weltweit fUhrende Todesursache darstellen.

6.4 Phanotyp-Wechsel der Glattmuskelzellen nach inflammatorischer
Stimulation
Es zeigte sich, dass die Glattmuskelzellen sowohl in der 2D- als auch 3D-
Zellkultur durch die Stimulation mit LPS morphologisch keine Veranderungen
aufwiesen. Mithilfe der Fluoreszenz-Mikroskopie wurden die Glattmuskelzellen
der 2D-Kultur hinsichtlich eines Phanotyp-Wechsels hin zu Makrophagen-
ahnlichen Glattmuskelzellen untersucht. Einerseits zeigte sich kein spezifisches
Signal fur den angefarbten Makrophagen-Marker F4/80, sodass davon
auszugehen ist, dass in der 2D-Kultur kein Phanotyp-Wechsel stattgefunden hat.
Andererseits wiesen die stimulierten Spharoide der 3D-Kultur in der Laser-
Scanning-Mikroskopie Bereiche mit einem positiven Signal fir F4/80 auf, was
vermuten lasst, dass in der 3D-Kultur ein Phanotyp-Wechsel nach Stimulation mit
LPS stattgefunden hat. In Studien mit vaskularen Glattmuskelzellen in 2D-Kultur,
wurde bereits nachgewiesen, dass LPS, als inflammatorischer Stimulus, den Toll-
like Rezeptor 4 (TLR4) stimuliert, der verschiedene Signalwege aktiviert, die die
Zellproliferation  verstarken [88]. Des Weiteren ist bekannt, dass
SignalUbertragungen Uber diesen TLR4 einen proinflammatorischen Phanotyp in
vaskularen Glattmuskelzellen fordern [89]. Im Hinblick auf die Ergebnisse dieser
Arbeit kdnnte somit diskutiert werden, ob die Zellen in 3D-Kultur, durch die
Stimulation mit LPS, verstarkt TLR4 exprimieren, was zu einem Phanotyp-
Wechsel fuhren wirde, und diese LPS-getriggerte TLR4-Expression in der 2D-
Kultur nur in geringerem Mal3e nachzuweisen ware. Diese Annahme kdnnte, bei
Bestatigung, der Grund daflr sein, dass in der 3D-Kultur, anders als in der 2D-
Kultur, F4/80-Signale nachzuweisen waren, da die Glattmuskelzellen in der 3D-
Kultur gegebenenfalls Uber eine starkere Expression von TLR4 und die
darauffolgenden TLR4-SignalUbertragungen schneller in einen proinflamma-
torischen Phanotyp Ubergehen konnten. Demzufolge sollte in weiteren

Experimenten gepruft werden, ob TLR4 in den beiden Zellkulturmodellen nach
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Stimulation mit LPS nachgewiesen werden kann. Falls TLR4 in der 2D- und 3D-
Kultur tatsachlich nachgewiesen werden konnte, sollte zukinftig auch untersucht
werden, ob die Expression von TLR4 zunimmt, wenn die Zellen in 2D und 3D
nach Stimulation mit LPS fur langere Zeit in Kultur behalten werden.
Gegebenenfalls bendtigen die Zellen in 2D eine langere Zeit nach Stimulation in
Kultur, um in einen proinflammatorischen Phanotyp Uberzugehen, da sie die in
vivo-Situation weniger adaquat imitieren als die 3D-Kultur, sodass nach langerer
Zeit in Kultur gegebenenfalls auch hier F4/80-Signale nachgewiesen werden
konnten. Zusatzlich sollte durch weitere Methoden, wie beispielsweise der
Durchflusszytometrie oder PCR-Analyse, bestatigt werden, dass in der 3D-Kultur
nach Stimulation mit LPS Makrophagen-ahnliche Glattmuskelzellen, die F4/80

auf ihrer Zelloberflache exprimieren, nachgewiesen werden konnen.

Durch die Stimulation der Glattmuskelzellen mit LPS und anschlieRender
Proteomics-Analyse konnte gezeigt werden, dass sich die jeweiligen stimulierten
Zellkulturen in 2D und 3D in ihrer Proteinzusammensetzung von den jeweiligen
unstimulierten Kulturen unterschieden. Es zeigten sich jedoch nur geringe
Veranderungen in der Proteinzusammensetzung von wenigen, in ihrer
Proteinabundanz signifikant veranderten, Proteinen. Um grolere Unterschiede
in der Proteinzusammensetzung zwischen den unstimulierten und mit LPS
stimulierten Kulturen zu erreichen, hatten die Zellen nach der einstindigen
Stimulation mit LPS vermutlich nicht sofort flr die Mikroskopie- und Proteomics-
Analysen aus der Kultur genommen und eingefroren werden mussen, sondern
fur eine langere Zeit in Kultur gehalten werden sollen. Diese langere Zeit in Kultur
hatte den Zellen gegebenenfalls die Moglichkeit gegeben ihre Proteinzusam-
mensetzung durch eine LPS-getriggerte Veranderung der Proteinexpression zu

verandern.

Demzufolge sollte in Zukunft untersucht werden, wie sich die Zellen verhalten,
wenn man die Zellen nach der einstindigen Stimulation mit LPS far
beispielsweise 24, 48 oder 72 Stunden weiter in Kultur belasst und erst
anschlieliend farbt beziehungsweise die Proteomics-Analyse durchflhrt. Denn
es ware interessant zu untersuchen, ob sich das Expressionsmuster der Zellen

durch diese verlangerte Zeit in Kultur tatsachlich weiter verandert.
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6.5 Limitationen dieser Arbeit
Die Limitationen dieser Arbeit ergeben sich aus mehreren methodischen und
biologischen Herausforderungen, die im Hinblick auf die Aussagekraft und

Ubertragbarkeit der Ergebnisse berlicksichtigt werden missen.

Im Allgemeinen werden die Ergebnisse dieser Arbeit bereits durch die anfanglich
erfolgte Literaturrecherche limitiert, da diese durch die alleinige Nutzung der
Datenbank PubMed begrenzt wurde und so gegebenenfalls relevante Protokolle
aus anderen Datenbanken ausgeschlossen wurden. Zusatzlich wurden nur
Veroffentlichungen bis in das Jahr 2023 berucksichtigt, sodass der aktuelle
Forschungsstand nicht abgebildet wird. Auch die Verwendung von Schlagwdrtern
und deren Kombination kann zu Abdecklticken fihren. Demnach ware es besser
gewesen eine exakte Suchstrategie zu nutzen, klare Ein- und Ausschlusskriterien
fur alle Treffer-Protokolle festzulegen, die Qualitdt und Transparenz der
Protokolle zu bewerten, weitere Datenbanken miteinzubeziehen und

regelmafige Aktualisierungen fur den aktuellen Forschungsstand vorzunehmen.

In dieser Arbeit zeigte sich, dass das verwendete Protokoll zur Generierung von
Kardioiden auf bestimmte Ursprungszellen limitiert ist, da es nicht erfolgreich auf
mesenchymale Stammzellen viszeralen Fettgewebe einer Ratte Ubertragen
werden konnte. Das Protokoll muss fur andere Zelltypen optimiert werden, wenn
aus diesen anderen Zelltypen funktionelle Kardioide mit Kontraktionsfahigkeit
und Hohlrdumen generiert werden sollen. Auch die Ubertragbarkeit des
Protokolls auf humane Zellen ist bislang nicht untersucht worden, was die

Relevanz der Ergebnisse im Hinblick auf personalisierte Medizin einschrankt.

Des Weiteren zeigten sich deutliche Unterschiede bezuglich der
Proteinzusammensetzung zwischen der 2D- und 3D-Glattmuskelzellkultur,
besonders bei Struktur- und Matrixproteinen. Diese unterschiedliche
Ausgangslage der Proteine limitieren die direkte Vergleichbarkeit der Modelle im
Hinblick auf weitere Experimente. Zudem fehlen fir die Glattmuskelzell-
Spharoide Daten zur Langzeitstabilitat oder zum Reifungsgrad, was Aussagen

uber die Funktionalitat dieses dreidimensionalen Zellkulturmodells einschranken.

Die Beobachtung, dass der Immunzellmarker F4/80 nach Stimulation mit LPS in

der 3D-Zellkultur aber nicht in der 2D-Zellkultur nachzuweisen war, lasst offen,
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ob Unterschiede in der Zellantwort vorliegen oder die Nachweismethode ein
limitierender Faktor ist. Letztendlich kann auch mit einer Proteomics-Analyse
nicht jeder Zelltyp oder jede Funktion dargestellt werden, da diese Ergebnisse

durch die Auswahl an Replikaten und Analyseparametern eingeschrankt werden.

7 Schlussfolgerung

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass zur Generierung von
kardialen Organoiden bestimmte Signalwege der Kardiogenese moduliert
werden mussen, um 3D-Konstrukte zu erhalten, die die typischen kardialen
Zelltypen enthalten, eine hohlraumartige Struktur aufweisen und die Fahigkeit zur
Kontraktion besitzen. Es wurde gezeigt, dass das Protokoll von Hofbauer et al.
[1] nicht auf ASCs aus viszeralem Rattenfettgewebe anwendbar ist und in Zukunft
angepasst werden musste, um erfolgreich kardiale Organoide aus den ASCs des
viszeralen Rattenfettgewebes zu generieren. Des Weiteren gelang es,
Glattmuskelzellen, neben der Kultivierung im zweidimensionalen Raum, auch im
dreidimensionalen Raum zu kultivieren. Es zeigte sich, dass das Zellkulturmodell
einen Einfluss auf die Proteinzusammensetzung der jeweiligen Kultur hat. Vor
allem Proteine, die flr grundlegende Eigenschaften, wie die Formerhaltung der
Zellen, die Zellteilung, die Zell-Zell-Interaktion und die Verknupfung der Zellen mit
der ECM, wichtig sind, wiesen Differenzen bezuglich ihrer Proteinabundanz je
nach Zellkulturmodell auf. Auch das Potenzial von Glattmuskelzellen ihren
Phanotyp, als Reaktion auf einen inflammatorischen Stimulus zu andern, konnte,

wenn auch nur in der 3D-Kultur, gezeigt werden.

Insgesamt unterstreicht diese Arbeit, dass die Zellkultur im dreidimensionalen
Raum in Zukunft immer mehr an Bedeutung gewinnen wird, um die in vivo-
Situation von Zellen adaquater zu imitieren. Mit dem zukunftigen Ziel, Kardioide
auch aus humanem viszeralem Fettgewebe zu generieren, konnte bei Erfolg die
Forschung bezulglich personalisierter Medizin weiter vorangetrieben werden.
Diese humanen Kardioide kdnnten als Ansatz fir die Forschung an individuellen
Therapieoptionen flr bestimmte Patientengruppen genutzt werden. Die
Glattmuskelzell-Spharoide sind in Zukunft als dreidimensionales Modell

gewinnbringend, da mit diesen weiter am Pathomechanismus hinter dem
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Phanotyp-Wechsel der Glattmuskelzellen im Rahmen einer Entzlindungsreaktion
geforscht werden koénnte. Mit den Glattmuskelzell-Spharoiden koénnte der
Pathomechanismus hinter der Entstehung von bestimmten Herz-Kreislauf-

Erkrankungen, wie der Atherosklerose, weiter untersucht werden.

Da Herz-Kreislauf-Erkrankungen weiterhin die fihrende Todesursache weltweit
darstellen, sind diese beiden 3D-Modelle gute Ansatze fir die zuklnftige

medizinische Forschung auch im Hinblick auf personalisierte Medizin.
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