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Sinds de eerste studies naar humane geïnduceerde pluripotente stamcellen (hiPSC) is het 
onderzoeksgebied van pluripotente stamcellen (PSC) met grote stappen vooruitgegaan, met 
name op het gebied van (hart)ziektemodellering. Dit komt deels doordat het vrij eenvoudig is om 
hartspiercellen te produceren uit humane (h)PSC en deels doordat er een aantal testen beschikbaar 
zijn die fenotypisch gedrag kunnen analyseren. In dit proefschriŌ  worden verbeteringen in 
herprogrammeringstechnologie beschreven en besproken, evenals het gebruik van deze 
technologieën in hartontwikkeling en ziektemodellering. In hoofdstuk 1 en 2 wordt de algemene 
achtergrond van PSC besproken. Hierbij wordt aandacht besteed aan embryonale stamcellen 
(ESC) en de ontdekking en ontwikkeling van geïnduceerde pluripotente stamcellen (iPSC) 
voornamelijk gericht op hun gebruik in het bestuderen van hartontwikkeling en ziektemodellering.

In hoofdstuk 3 wordt verder ingegaan op enkele prakƟ sche aspecten met betrekking tot het 
verzamelen van weefsels van paƟ ënten in de kliniek. Er wordt een vergelijking gemaakt tussen (i) 
huidbiopten die maximaal twee weken zijn opgeslagen in reguliere fysiologische zoutoplossing 
(ii) endotheelcellen geïsoleerd uit vers perifeer bloed (BOEC) en (iii) melktanden verkregen uit 
normaal verlopende tandwisseling om het vermogen te bepalen somaƟ sche celculturen te 
vormen die geschikt zijn voor het herprogrammeren naar hiPSC. Alle hiPSC-lijnen zijn verkregen 
volgens dezelfde herprogrammeringsmethode (een condiƟ oneel (FLPe) polycistronisch 
lenƟ virus) en onder soortgelijke omstandigheden (dezelfde batch virus, foetaal kalfsserum 
en feeder-cellen). Huidfi broblasten konden, zelfs na langdurige opslag van het biopt, krachƟ g 
worden geherprogrammeerd. Het ontwikkelen van hiPSC uit kindertandmerg cellen leverde een 
vergelijkbaar hoog rendement op, maar dat van BOEC lag lager. Ten aanzien van de invasiviteit van de 
biopsies, de opslag van biopten en de effi  ciënƟ e van herprogrammering, blijken huidfi broblasten 
het meest geschikt voor het ontwikkelen van hiPSC. Waar niet-invasieve procedures vereist zijn, 
bijvoorbeeld bij kinderen, vormen tandmergcellen van melktanden een waardevol alternaƟ ef.

In hoofdstuk 4 wordt een nuƫ  ge combinaƟ e van procedures beschreven die de gelijkƟ jdige 
screening van meerdere iPSC-klonen mogelijk maakt om hun genomische integriteit en hun 
cardiaal diff erenƟ aƟ epotenƟ eel binnen twee weken na het verschijnen van de vermoedelijk 
geherprogrammeerde kolonies in de kweek te bepalen. Door het combineren van een splinkereƩ e-
PCR-methode met Ion Torrent sequencing, konden we het aantal vaststellen van en de provirale 
integraƟ egebieden van lenƟ virale geherprogrammeerde hiPSC in kaart brengen. Hierdoor werd 
de idenƟ fi caƟ e van klonen mogelijk gemaakt die single copy-integraƟ es bevaƩ en in genomische 
regio’s zonder bekende genen of transcripƟ onele controle-elementen. TegelijkerƟ jd ontwikkelden 
we een eff ecƟ ef hartcel diff erenƟ aƟ eprotocol dat binnen 10 dagen funcƟ onele hartspiercellen 
genereert waarbij geen lijnspecifi eke opƟ malisaƟ e nodig was voor de 6 geteste, onaĬ ankelijke 
humane pluripotente stamcellijnen. Om de mogelijkheden voor het opschalen van deze 
procedures aan te tonen, hebben we tot slot 20 beginnende iPSC-klonen geselecteerd en daarop 
deze onaĬ ankelijke testen gelijkƟ jdig uitgevoerd. Voordat het doorzeƩ en van de klonen nodig was, 
waren we in staat om klonen met een single intergrated copy van de herprogrammeringsvector 
en een breed cardiaal diff erenƟ aƟ epotenƟ eel te idenƟ fi ceren voor verdere analyse.

In hoofdstuk 5 wordt een andere diff erenƟ aƟ emethode voor hartcellen beschreven. Als 
eerste wordt ingegaan op de mechanische passage van PSC gekweekt op embryonale muis-
fi broblasten. Vervolgens wordt beschreven hoe PSC worden omgezet in enzymaƟ sche 
bulk-kweken om EBs te genereren voor gerichte gedefi nieerde hartcel diff erenƟ aƟ e. 
Deze methode is nuƫ  g voor het genereren van grote aantallen uniform geproduceerde 
hartspiercellen uit dezelfde cellijn, aangezien voor elke lijn hoogstwaarschijnlijk 
opƟ malisaƟ e van de gebruikte groeifactoren nodig is (tevens beschreven in dit hoofdstuk).

In hoofdstuk 6 wordt gekeken naar het verkrijgen van hiPSC van drie paƟ ënten met 
hypertrofi sche cardiomyopathie (HCM) door het herprogrammeren van fi broblasten uit de 
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huidbiopten. Twee van de paƟ ënten behoorden tot dezelfde familie, de derde paƟ ënt niet, 
maar deze had wel dezelfde Nederlandse foundermutaƟ e (2373insG) in het myosinebindend 
eiwit C Type 3-gen (MYBPC3). Met behulp van western bloƫ  ng konden we detecteren dat in 
vergelijking met de controlegroep de MYBPC3-eiwitniveaus signifi cant verlaagd waren in HCM-
iPSC hartspiercellen (HCM-iPSC-CM). Dit komt overeen met eerder gevonden verminderde 
MYBPC3-niveaus in hartbiopten van paƟ ënten. De gedissocieerde en uitgeplate enkele 
hartspiercellen van HCM-iPSC hadden een celoppervlak dat tweemaal groter was dan dat 
van de controlehartspiercellen. Bovendien was in zieke hartspiercellen de calciumsignalering 
veranderd ten opzichte van de controlecellen, wat aansluit bij eerder gepubliceerde gegevens. 
Hartspiercellen van HCM-iPSC vertonen dus essenƟ ële kenmerken van de ziekte en bieden een 
basis voor verder onderzoek naar de aard van HCM veroorzaakt door mutaƟ es in MYBPC3.

In hoofdstuk 7 worden de directe gevolgen van serum op hartspiercellen van menselijk ESC, 
gezonde hiPSC en hiPSC van paƟ ënten met HCM door een mutaƟ e in het gen MYBPC3 besproken 
om te begrijpen hoe ze van invloed kunnen zijn op de interpretaƟ e van het fenotype gedurende 
de kweek. Als eerste hebben we de eerder gepubliceerde hypertrofi sche eff ecten van serum, 
die blijken uit een vergroot celoppervlak en hogere slagfrequenƟ e, bevesƟ gd bij gekweekte 
hartspiercellen van neonatale raƩ en. Vervolgens hebben we aangetoond dat serum soortgelijke 
en slecht omkeerbare vergroƟ ngen van het celoppervlak van hartspiercellen uit hESC- en 
hiPSC veroorzaakte, evenals een signifi cante verhoging van het tempo van samentrekking. 
Fenylefrine, dat normaliter hypertrofi e veroorzaakt in gekweekte hartspiercellen, had geen 
addiƟ oneel eff ect onder deze serumomstandigheden. Daarnaast hebben we aangetoond dat 
hartspiercellen van iPSC van drie MYBPC3-paƟ ënten een groter celoppervlak hadden dan de 
controlehartspiercellen bij afwezigheid van serum. Dit wijst op hypertrofi e zoals voorspeld door 
hun genotype, maar dit verschil was niet aanwezig bij gebruik van serum. Serum kan het fenotype 
van hartspiercellen van hPSC zodanig signifi cant veranderen onder anderszins omstandigheden 
dat de eff ecten van geneesmiddelen- en genmutaƟ es die van invloed zijn op hypertrofi e 
mogelijk onderschat worden. Het is daarom belangrijk om cardiale fenotypes, waar mogelijk, 
te onderzoeken in volledig gedefi nieerde cultuurmedia zonder of met lage concentraƟ es serum.

Hoofdstuk 8 richt zich op de ontwikkeling van een universeel selecƟ esysteem voor hartcellen 
van PSC (PSC-CM) met hoge celoverleving en lage toxiciteit gebaseerd op adeno-associated 
virusvectoren (AAV). De gegenereerde AAV serotype 2 vector (AAV2 ) was minder gevoelig 
voor proteasomale degradaƟ e en had een dwarsgestreept spierweefsel promotorgedreven 
(d.w.z. MHCK7) puromycineresistenƟ egen voor het selecteren van PSC-CM. We hebben 
aangetoond dat deze vector beter PSC-CM transduceerde dan fi broblasten. Tijdens de eerste 
experimenten resulteerde puromycineselecƟ e in een ≥ 97%-zuivere hartspiercelpopulaƟ e, 
maar in vervolgexperimenten bleek het moeilijk om de hartspiercellen reproduceerbaar 
uit te platen na de puromycinebehandeling. In dit hoofdstuk worden eveneens suggesƟ es 
gedaan voor verdere verbetering van de vector en selecƟ eprocedure, wat uiteindelijk 
kan leiden tot een eff ecƟ eve op AAV-vector gebaseerde PSC-CM selecƟ emethode.

Ten sloƩ e worden in hoofdstuk 9 in een algemene discussie de bevindingen van de verschillende 
hoofdstukken van dit proefschriŌ  samengebracht en worden eveneens de toekomstperspecƟ even 
en belemmeringen besproken. Het gebruik van PSC-technologie maakt het bestuderen van 
ziekte van de ziektedragende hPSC-lijnen lasƟ g, vooral door moeilijkheden met immaturiteit van 
PSC-CM en met ziektefenotype in klinisch asymptomaƟ sche paƟ ënten.


