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1. Einleitung 

1.1 Erfordernis eines aktuellen Modellsystems des Auges in der 
Forschung 

Große Fortschritte in der Stammzellforschung innerhalb der letzten zwei Dekaden 

ermöglichten verschiedene vielversprechende Modellsysteme des Auges zu 

entwickeln. Diese Modellsysteme spielen eine Schlüsselrolle zum besseren 

Verständnis verschiedener Erkrankungen des Augenhintergrundes durch 

Aufdeckung der zugrundeliegenden Pathomechanismen. Darüber hinaus bieten 

Stammzellen die Chance, retinale Transplantate zu generieren, die zur Therapie von 

degenerativen Augenerkrankungen eingesetzt werden können (1–4). Trotz solcher 

beeindruckender Entwicklungen in der Netzhautforschung litten nach Angaben der 

Weltgesundheitsorganisation 2019 weltweit über eine Milliarde Menschen an 

Sehbeeinträchtigung oder Erblindung (5). Durch das Bevölkerungswachstum, den 

demographischen Wandel und die Urbanisierung wird die Anzahl an Personen, die 

von Sehschwäche, Sehbeeinträchtigungen oder Erblindung betroffen sein werden, in 

den kommenden Jahrzehnten zudem weiter stark zunehmen und damit erhebliches 

Leid, aber auch hohe Kosten im Gesundheitswesen verursachen (5). Die 

Rekonstruktion einer komplex aufgebauten neuronalen Retina einschließlich 

retinalem Pigmentepithel (RPE) ist bisher in vitro jedoch nicht gelungen (6). Sowohl 

die Reifung als auch die Funktionalität der neuronalen Retina werden aber 

entscheidend vom RPE beeinflusst (7). Da degenerative Netzhauterkrankungen den 

Untergang von RPE-Zellen und/oder Zellen der neuronalen Retina zur Folge haben 

(8), wird sowohl zum besseren Verständnis dieser Erkrankungen als auch zu deren 

Therapie dringend ein Modellsystem des Auges nach dem aktuellen Stand von 

Wissenschaft und Technik benötigt. 

1.2 Entwicklung der neuronalen Retina und des RPE in vivo 

Während der Embryogenese entstehen die neuronale Retina und das RPE aus 

Neuroektoderm, welches einen embryonalen Augenbecher mit einem räumlich 

getrennten äußeren und inneren Blatt formiert (Abbildung 1 A, B) (9). Durch 

Annäherung beider Blätter zwischen Tag 37 und Tag 42 post conceptionem 
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entwickelt sich aus dem inneren Blatt die neuronale Retina und aus dem äußeren 

das RPE (Abbildung 1 C) (9,10). Die weitere funktionelle und physiologische 

Reifung beider Gewebe ist dabei eng zwischen diesen orchestriert. So sezerniert das 

RPE während der Embryogenese verschiedene Faktoren, die die Reifung von 

Photorezeptoren fördern und deren Überleben sichern (11–14). Die Photorezeptoren 

wiederum regulieren zum Beispiel die Verteilung von Integrinen in der apikalen 

Membran von RPE-Zellen während der frühen Entwicklungsphase, welche 

entscheidend für einen Stoffaustausch zwischen den Zellen sind (15). 

 

 

Abbildung 1: Schematische Zeichnung der embryonalen Entwicklung des Auges 

(A) Während der frühen Phase der Embryogenese verdickt sich das Oberflächenektoderm an der Kontaktstelle 

zum Neuroektoderm des Augenbläschens zur Linsenplakode. (B) Anschließend entwickelt sich aus dem 

Augenbläschen der doppelwandige embryonale Augenbecher mit einem inneren und äußeren Blatt. Zwischen 

dem 37. und 42. Tag post conceptionem nähern sich die beiden Blätter des embryonalen Augenbechers an (C). 

Aus dem inneren Blatt entwickelt sich die neuronale Retina aus dem äußeren das RPE. (Abbildung angepasst 

aus Ali & Sowden (2011); (9)) 

1.3 Lage und Funktionen des RPE in vivo 

In vivo grenzt das einschichtige RPE mit seiner basolateralen Membran an die 

Bruch-Membran, welche das RPE von fenestrierten Endothel der Choroidea absetzt 

(Abbildung 2) (11). Seine apikale Membran bildet ein dichtes Netz aus Mikrovilli, das 

die Photorezeptoraußensegmente (photoreceptor outer segment, POS) umschließt. 

Neben seinem entscheidenden Beitrag für die Reifung der Photorezeptoren erfüllt 

das RPE verschiedenste Funktionen, die dazu dienen, die retinale Homöostase 
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aufrecht zu erhalten (Abbildung 2). So schützt es mit seinem hohen Gehalt an 

Melanosomen, die Melanin oder Lipofuszin enthalten (16), die Photorezeptoren als 

lichtempfindliche Sinneszellen des Auges vor Streulicht (17). Weiterhin reguliert es 

als Teil der Blut-Retina-Schranke den Ionen-, Nährstoff- und Metabolit-Transport 

zwischen Choroidea und Photorezeptoren (17). 

 

 

Abbildung 2: Schematische Zeichnung des RPE mit Darstellung seiner Funktionen 

Die verschiedenen Zellschichten und -strukturen (in schwarzer Schrift) und die verschiedenen Funktionen des 

RPE (in roter Schrift) sind dargestellt. Apikal umschließt das RPE mit seinen Mikrovilli die POS. Die basolaterale 

Membran des RPE grenzt unmittelbar an die Bruch-Membran. Neben der Regulation des Ionen-, Nährstoff- und 

Metabolit-Transportes absorbiert das RPE Streulicht und bildet mit seinen Tight Junctions die äußere Blut-Retina-

Schranke. Außerdem ist es durch die Phagozytose und Degradierung von verbrauchten Membranfragmenten der 

POS und der damit verbundenen Wiederherstellung von 11-cis-Retinal aus all-trans-Retinal wesentlich an der 

Aufrechterhaltung des Sehprozesses beteiligt. (Abbildung angepasst aus Lehmann et al. (2014); (17)) 

 

Die wichtigste Aufgabe des RPE ist die Phagozytose von verbrauchten 

Membranfragmenten der POS und die damit verbundene Regenerierung von 11-cis-

Retinal aus all-trans-Retinal zur Aufrechterhaltung der Phototransduktionskaskade 

(17). Voraussetzung zur Erfüllung dieser essenziellen Aufgaben ist der polare Aufbau 

des Epithels, der durch eine asymmetrische Proteinzusammensetzung zwischen der 

apikalen und basolateralen Membran und durch die Bildung von Tight Junctions 

erreicht wird (17,18). So exprimiert das RPE apikal unter anderem verstärkt die 

Natrium-Kalium-ATPase, die zur Aufrechterhaltung des elektrischen Gradienten dient 
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(7,19). Außerdem wird apikal-lateral das Zonula Occludens Protein 1 (ZO-1) als 

Bestandteil von Tight Junctions auf der cytoplasmatischen Seite der RPE-Zellen 

exprimiert (20). Basolateral wird dagegen der Ca2+-aktivierte Chloridkanal 

Bestrophin-1 (BEST1) verstärkt in die Plasmamembran eingebaut (19). 

1.4 Modellsysteme der Retina in der Stammzellforschung und 
deren Grenzen 

1.4.1 Einsatz von Stammzellen 

Stammzellen sind Körperzellen, die ein unterschiedliches Potential besitzen sich in 

verschiedene Zell- und Gewebetypen auszudifferenzieren (21). Nach ihrem 

Differenzierungspotential können sie in fünf Gruppen eingeteilt werden: totipotent, 

pluripotent, multipotent, oligopotent und unipotent (22). Während totipotente 

Stammzellen sowohl embryonales als auch extraembryonales Gewebe bilden 

können (23), sind pluripotente Stammzellen dazu in der Lage, zu allen drei 

Keimblättern (Ektoderm, Mesoderm, Entoderm) und damit zu allen Zell- und 

Gewebetypen des Körpers auszudifferenzieren (24). Multipotente Stammzellen 

können sich dagegen nur innerhalb eines Gewebetyps in verschiedene Zelltypen 

differenzieren, oligopotente Stammzellen in wenige Zelltypen innerhalb eines 

Gewebetyps und unipotente Stammzellen sind lediglich dazu in der Lage, Zellen 

desselben Typs zu bilden (22). Als 1998 erstmals pluripotente humane embryonale 

Stammzellen (human embryonic stem cells, hESC) aus der inneren Zellmasse einer 

Blastozyste isoliert wurden (25), eröffneten sich der medizinischen Forschung damit 

überragende neue Chancen. So können sich diese Zellen in vitro selbst erneuern, 

behalten auch nach längerfristiger Kultivierung ihre Pluripotenz und können gerichtet 

in verschiedenste Zelltypen ausdifferenziert werden (26). Die Forschung an hESC ist 

jedoch ethisch umstritten und gesetzlich streng reglementiert (27). Eine echte 

Alternative entstand, als es Takahashi und Yamanaka (28) 2006 gelang, induzierte 

pluripotente Stammzellen (iPS-Zellen) mithilfe künstlicher Reprogrammierung von 

somatischen Mauszellen herzustellen. Durch retrovirale Transfektion von 

Fibroblasten mit den vier Transkriptionsfaktoren Oct3/4, Sox2, c-Myc und Klf4 

konnten nun auch adulte Zellen in einen pluripotenten Stammzell-Status 

zurückversetzt werden. Nicht einmal 1 Jahr später konnte die Wiederherstellung der 

Pluripotenz mit dem gleichen Verfahren unabhängig von verschiedenen 
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Forschergruppen auch für humane adulte Fibroblasten demonstriert werden (29–31). 

Während das Transkriptionsprofil von hESC und iPS-Zellen nahezu identisch ist 

(32,33), zeigen iPS-Zellen im Gegensatz zu hESC ein epigenetisches Gedächtnis 

(34,35). Vor allem in den ersten Passagen der iPS-Zellen entspricht deren DNA-

Methylierung eher der ihres Ursprungsgewebes (34,35). Lister et al. (36) konnten 

aber auch in hohen Passagen und nach Ausdifferenzierung der iPS-Zellen zu 

Trophoblasten persistierende Veränderungen hinsichtlich der DNA-Methylierung der 

iPS-Zellen feststellen. Da iPS-Zellen von adulten Zellen abgeleitet werden, ist zudem 

die Wahrscheinlichkeit, dass die gespendeten somatischen Zellen bereits 

verschiedene genetische Mutationen akkumuliert haben, im Gegensatz zu hESC 

erhöht (37). Hinsichtlich der klinischen Anwendung besitzen iPS-Zellen neben dem 

ethisch eher unbedenklichen Einsatz einen weiteren bedeutenden Vorteil gegenüber 

hESC: Bei Verwendung von Transplantaten, die aus iPS-Zellen des Patienten ex 

vivo generiert und anschließend reimplantiert werden, kann auf eine lebenslange 

immunsuppressive Therapie mit all ihren Nebenwirkungen verzichtet werden (21). 

Die große Bedeutung der iPS-Zellen für die Forschung wurde 2012 durch Vergabe 

des Nobelpreises für Physiologie oder Medizin an Prof. Shin’ya Yamanaka 

unterstrichen (38). 

1.4.2 iPS-Modellsysteme der Retina – Retinale Organoide 

Anfänglich wurden auf dem Gebiet der Netzhaut-Forschung aus iPS-Zellen 

zweidimensionale, adhärente Zellkulturen aus RPE-Zellen und Photorezeptoren 

ausdifferenziert (39,40). Die verschiedenen Zelltypen entwickelten sich dabei jedoch 

ohne direkten Kontakt nebeneinander auf benachbarten Arealen der Zellkulturplatte 

(39,40). Eine realistischere Nachbildung der Retina gelang 2011 auf Grundlage der 

bahnbrechenden Arbeit von Yoshiki Sasai und seiner Arbeitsgruppe, die aus hESC 

von Mäusen erstmalig dreidimensionale retinale Organoide ausdifferenzieren 

konnten. Unter Anpassung eines Protokolls zur Generierung von frei im 

Zellkulturmedium schwimmenden Embryoid Bodies (embryonale Körperchen) konnte 

die spontane Formation von embryonalen Augenbechern mit neuronaler Retina und 

RPE-Zellen demonstriert werden (41). Seitdem wurde dieses Protokoll unabhängig 

von verschiedenen Forschergruppen zur Generierung von humanen retinalen 

Organoiden angepasst und optimiert (42–48). Die auch als „Auge in der 

Zellkulturschale“ bezeichneten retinalen Organoide spiegeln in vielen Aspekten 
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sowohl zeitlich als auch räumlich die menschliche embryonale Entwicklung des 

Auges wider (49). Im Gegensatz zu den zuvor zweidimensionalen Kulturen, bilden 

retinale Organoide alle Hauptzelltypen der neuronalen Retina in ihrer typischen 

Schichtung aus. (Abbildung 3 A, B). 

 

 

Abbildung 3: Schematische Zeichnung der Schichten und Zelltypen der menschlichen Retina 
und eines retinalen Organoids 

(A) Die Zellschichten der Retina sind links benannt. Eingezeichnet sind: RPE, ONL (outer nuclear layer; äußere 

nukleäre Schicht), OPL (outer plexiform layer; äußere plexiforme Schicht), INL (inner nuclear layer; innere 

nukleäre Schicht), IPL (inner plexiform layer; innere plexiforme Schicht) und GCL (ganglion cell layer; retinale 

Ganglienzellschicht). Mittig sind den einzelnen Zellschichten die sieben Hauptzelltypen der Retina zugeordnet: 

RPE, Photorezeptoren (Stäbchen, Zapfen), Horizontalzellen, Müller-Zellen, Bipolarzellen, Amakrinzellen und RGZ 

(retinale Ganglienzellen). (B) Rechts ist die Zellschichtung eines retinalen Organoids dargestellt. Bei 
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Langzeitkultivierung sinkt die Anzahl der retinalen Ganglienzellen wahrscheinlich bedingt durch einen Mangel an 

neurotrophen Faktoren progressiv. Darauffolgend gehen vermutlich Interneuronen zugrunde und es kann eine 

Remodellierung des Gewebes beobachtet werden. Retinale Organoide bilden RPE zudem nur ektopisch als 

kugelförmige mehrschichtige Struktur aus. (Abbildung angepasst aus O‘Hara-Wright & Gonzalez-Cordero (2020); 

(50)) 

 

Des weiteren entwickeln Photorezeptoren in retinalen Organoiden die sogenannten 

Ribbon-Synapsen (48,51–53). Diese bilden in der äußeren plexiformen Schicht der 

Retina Verbindungen zu Dendriten von Horizontalzellen und Bipolarzellen und sind 

damit entscheidend an der Weiterleitung von visuellen Informationen zu den 

Ganglienzellen beteiligt (48,54). Zusätzlich besitzen retinale Organoide die Fähigkeit 

zur Phototransduktion in vitro (55). Alle dafür benötigten Proteine und Strukturen 

(POS und Photorezeptorinnensegmente) konnten ebenso in retinalen Organoiden 

nachgewiesen werden (47,48,52,53,55). Ungeachtet des sehr beeindruckenden, 

komplexen Aufbaus von retinalen Organoiden haben diese aber auch Schwächen, 

die bisher noch nicht behoben werden konnten (Abbildung 3 B). So sind retinale 

Ganglienzellen zwar die ersten, die in retinalen Organoiden etwa ab dem 50. Tag der 

Differenzierung zelltyp-spezifische Marker-Gene exprimieren, ab dem 90. Tag der 

Differenzierung gehen sie jedoch progressiv verloren (47,56). Als mögliche Ursachen 

werden einerseits die schlechte Nährstoffversorgung durch passive Diffusion 

aufgrund der zentrale Lage der retinalen Ganglienzellschicht innerhalb des 

Organoides genannt (50), andererseits die fehlenden bidirektionalen neuronalen 

Projektionen der retinalen Ganglienzellen zu nachgeschalteten kortikalen Zentren 

(57). Eine Studie von Fligor et al. (58) konnte demonstrieren, dass eher die 

fehlenden neuronalen Projektionen die entscheidende Erklärung für den 

progressiven Verlust der retinalen Ganglienzellen darstellen. So fusionierten sie 

retinale Organoide am 50. Tag der Differenzierung mit Gehirn-Organoiden. Die 

retinalen Ganglienzellen proliferierten dadurch unter anderem verstärkt und am 150. 

Tag der Differenzierung zeigte sich bei den fusionierten retinalen Organoiden ein 

signifikant geringerer Verlust von retinalen Ganglienzellen (58). Eine weitere 

Schwäche von retinalen Organoiden ist ihr Entwicklungsstadium, welches auch nach 

Langzeitkultivierung nicht über ein fetales Stadium hinausreicht (59). Die komplexe 

Anordnung von Stäbchen und Zapfen und die intrazelluläre Vernetzung der adulten 

Retina in vivo konnten bisher nicht erreicht werden (60). Allerdings muss hier 

angemerkt werden, dass sich die Entwicklung der menschlichen Retina auch 
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postnatal fortsetzt (61). Da retinale Organoide, wie bereits erwähnt, zeitlich die 

menschliche embryonale Entwicklung des Auges nachbilden, müssten sie 

systematisch über mindestens neun Monate bis mehrere Jahre untersucht werden, 

um hier konkretere Aussagen über das erreichbare postnatale Entwicklungsstadium 

treffen zu können. Der offensichtlichste Unterschied zur Retina in vivo ist aber wohl 

das fehlende einschichtige RPE gegenüber der POS. Im Gegensatz zur 

Embryonalentwicklung nähern sich die beiden Blätter des embryonalen 

Augenbechers bei retinalen Organoiden während der Differenzierung nicht an. Nur 

manchmal wird RPE ektopisch als kugelförmige, mehrschichtige Struktur ausgebildet 

(Abbildung 3 B) (49,50). Mögliche Ursachen für diese entscheidende Abweichung 

von der regulären Embryogenese sind die fehlende parakrine Zellkommunikation und 

die mangelnden Zugkräfte durch das umgebende Gewebe (49). Als unmittelbare 

Konsequenzen sind die Photorezeptoren in retinalen Organoiden zum einen nicht vor 

Scherkräften geschützt, zum anderen fehlen die oben beschriebenen 

unterstützenden Funktionen des RPE, wie die Phagozytose verbrauchter 

Membranfragmente der POS. Zur Erforschung von multifaktoriellen 

Augenerkrankungen wie der altersabhängigen Makuladegeneration, der diabetischen 

Retinopathie oder dem Glaukom, deren Entwicklung mit komplexen Interaktionen 

zwischen Chorioidea, RPE und Photorezeptoren assoziiert wird, sind retinale 

Organoide zum jetzigen Zeitpunkt eher begrenzt geeignet (62). 

1.4.3 Co-Kultur von retinalen Organoiden und RPE: ein vielversprechender 
Ansatz 

Trotz des Wissens um die wichtige physiologische Beziehung zwischen 

Photorezeptoren und RPE wurden bisher wenige Versuche unternommen, diese in 

vitro wieder zu vereinen. So kultivierten Akhtar et al. (63) je 5 bis 7 retinale 

Organoide über einen Zeitraum von 2 Wochen mit RPE-Zellen von Mäusen. Zur Co-

Kultur setzte die Forschungsgruppe retinale Organoide ein, die sich entweder in 

einem frühen (Woche 3 bis 6 der Differenzierung) oder späten (Woche 19 bis Woche 

23 der Differenzierung) Entwicklungsstadium befanden. Sie konnten zeigen, dass 

eine Co-Kultur der retinalen Organoide mit RPE-Zellen die Entwicklung von 

Photorezeptoren im frühen Stadium der Differenzierung förderte und im weiteren 

Verlauf deren Reifung beschleunigte. Um zu beweisen, dass für diesen positiven 

Einfluss ein direkter physiologischer Kontakt zwischen RPE und retinalen 
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Organoiden notwendig ist, setzen sie retinalen Organoiden täglich konditioniertes 

Medium von RPE-Zellen zu. Dieses enthielt zwar die von RPE-Zellen sezernierten 

Faktoren, erhöhte aber im Gegensatz zu dem direkten Kontakt der beiden Zelltypen 

während der Co-Kultivierung nicht die Genexpression des Photorezeptor-

spezifischen Gens RCVRN. Eine physiologische Interaktion zwischen RPE-Zellen 

und Photorezeptoren wurde hier jedoch nicht nachgewiesen. Ebenso bleibt offen, 

warum keine humanen RPE-Zellen zur Co-Kultur eingesetzt wurden und weshalb die 

RPE-Zellen nicht polar auf Transwell-Filtern kultiviert wurden. Erst 8 Jahre nach der 

ersten erfolgreichen Ausdifferenzierung von retinalen Organoiden gelang Achberger 

et al. (64) eine Co-Kultivierung von retinalen Organoiden und RPE aus iPS-Zellen 

über einen Zeitraum von 21 Tagen. Sie verwendeten Mikrochips, die getrennt durch 

eine poröse Membran, in eine obere Kammer für die Zellen und eine untere Kammer 

für das Zellkulturmedium aufgeteilt waren. Durch diesen Aufbau konnte das Medium 

ähnlich der physiologischen Perfusion zu- und abgeleitet werden. Nachdem die RPE-

Zellen, die zuvor vom ektopischen RPE der retinalen Organoide isoliert wurden, am 

Boden der oberen Kammer ein konfluentes, einschichtiges Epithel gebildet hatten, 

wurde ein retinales Organoid in die Kammer eingesetzt. Zur Stabilisierung des 

Kontaktes zwischen Photorezeptoren und RPE wurde zuvor eine Schicht Hydrogel 

auf die RPE-Zellen gegeben. Das auf Hyaluronsäure basierende Gel hatte dabei laut 

den Autoren eine ähnliche Zusammensetzung wie die von den Photorezeptoren und 

RPE-Zellen in vivo gebildete Interphotorezeptormatrix. In diesem Co-Kultur-Modell 

phagozytierten die RPE-Zellen die verbrauchten Membranfragmente der POS des 

retinalen Organoids, womit erstmals die physiologische Interaktion der zwei Zelltypen 

in vitro demonstriert werden konnte. Allerdings erfordert dieser Ansatz den Einsatz 

von speziellen, komplexen technischen Hilfsmitteln, wodurch die Reproduzierbarkeit 

erschwert wird. Vermutlich wurde ein vergleichbares Co-Kultur-Modell aus diesem 

Grund bisher lediglich in einer weiteren Forschungsarbeit von Su et al. (65) 

eingesetzt. In Anlehnung an Achberger et al. (64) nutzte die Forschergruppe mit 

Medium perfundierte Mikrochips zur Co-Kultivierung von retinalen Organoiden und 

RPE-Zellen, die aus iPS-Zellen eines Patienten mit einer spezifischen Unterform aus 

der heterogenen Gruppe der Netzhauterkrankungen Retinitis Pigmentosa 

ausdifferenziert wurden. Nach 30 Tagen Co-Kultur konnte im Vergleich zu 

konventionellen Zellkulturbedingungen unter anderem eine erhöhte Überlebensrate 

der retinalen Organoide und eine stärkere Pigmentierung der RPE-Zellen beobachtet 
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werden. Die Autoren bezeichnen die Co-Kultivierung der beiden Zelltypen auf den 

perfundierten Mikrochips daher als vielversprechendes und nützliches Werkzeug zur 

Erforschung neurodegenerativer Erkrankungen. Eine weitere Einschränkung des Co-

Kultur-Modells nach Achberger et al. (64) ist jedoch die begrenzte Fläche des 

möglichen direkten physiologischen Kontaktes zwischen den zweidimensional 

kultivierten RPE-Zellen und den dreidimensionalen retinalen Organoiden (57). Dieses 

Problem versuchten Berber et al. (66) zu addressieren. Die Forschergruppe 

entwickelte sechs verschiedene Co-Kultur-Modelle und untersuchte diese hinsichtlich 

einer beobachtbaren physiologischen Interaktion zwischen retinalen Organoiden und 

RPE-Zellen, die zuvor aus derselben iPS-Zelllinie generiert wurden. Unter anderem 

suspendierten sie RPE-Zellen in Matrigel-GFR und betteten die retinalen Organoide 

darin ein. Während anfänglich ein enger physischer Kontakt zwischen den RPE-

Zellen und den retinalen Organoiden beobachtet werden konnte und Aufnahmen mit 

einem konfokalen Fluoreszenzmikroskop darauf hinweisen, dass die RPE-Zellen in 

der frühen Phase der Co-Kultivierung zwischen den ersten 4 und 24 Stunden POS 

phagozitiert haben, zeigten sich bereits nach 7 Tagen wieder größere räumliche 

Abstände zwischen den RPE-Zellen und den retinalen Organoiden. 

1.5 Ziele dieser Arbeit 

Eine langfristig stabile Co-Kultur von retinalen Organoiden und RPE wäre ein 

nächster Schritt zur Verbesserung des in vitro Modellsystems einer Netzhaut. Die 

gleichzeitige Generierung von RPE und retinalen Organoiden aus derselben 

Stammzelllinie mit einem Differenzierungsprotokoll bietet durch die damit garantierte 

identische epigenetische Herkunft der Zellen hierzu optimale Voraussetzungen. 

Zusätzlich könnte dieser Ansatz zu einer Minimierung des Ressourcenverbrauchs 

beitragen. 

Am Institut für Humangenetik Regensburg wurde das bereits existierende 

Differenzierungsprotokoll für retinale Organoide so angepasst, dass als 

Nebenprodukt RPE (byproduct RPE, bRPE) gewonnen werden kann. In einer 

Vorarbeit konnte gezeigt werden, dass mit dem angepassten Protokoll gleichzeitig 

bRPE-Zellen und retinale Organoide generiert werden können. Das bRPE weist 

zudem die typische Pigmentierung und die hexagonale Morphologie von RPE-Zellen 

in vivo auf (67). 
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Im ersten Teil der Arbeit sollte die zuverlässige Generierung von bRPE mithilfe des 

angepassten Protokolls durch insgesamt 5 weitere Differenzierungen ausgehend von 

je 2 Klonen dreier iPS-Zelllinien bestätigt werden. Die iPS-Zellen stammten von 

gesunden Spendern. 

Im zweiten Teil der Arbeit sollte gezeigt werden, dass das aus den iPS-Zellen 

gewonnenen bRPE charakteristische Eigenschaften von RPE-Zellen aufweist. Die in 

der Vorarbeit (67) differenzierten bRPE-Zellen wurden hinsichtlich ihrer Expression 

von verschiedenen RPE-Marker-Proteinen und -Genen mittels Immunzytochemie 

(Immunocytochemisty, ICC) und quantitativer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion 

(quantitative real-time polymerase chain reaction, qRT-PCR) analysiert. Außerdem 

wurde der transepitheliale elektrische Widerstand (transepithelial electrical 

resistance, TEER) der bRPE-Zellen und ihre Fähigkeit zur Phagozytose von POS 

näher untersucht. Zusätzlich wurden die bRPE-Zellen mit RPE-Zellen verglichen, die 

nach dem am Lehrstuhl für Humangenetik Regensburg etablierten Protokoll von 

Krohne et al. (68) mit Anpassungen nach Brandl et al. (69) aus den iPS-Zelllinien 

derselben Klonnummern generiert wurden. Nach dem Erstautor der Studie, Tim 

Krohne, werden sie im Folgenden als kRPE bezeichnet. Für kRPE-Zellen konnte 

dabei bereits demonstriert werden, dass sie ein exzellentes in vitro-Modell für RPE-

Zellen darstellen (69). 

In Hinblick auf eine künftige Co-Kultur der retinalen Organoide mit den bRPE-Zellen 

wurde im dritten Teil der Arbeit außerdem der Einfluss des Mediums zur Kultivierung 

der retinalen Organoide auf die bRPE-Zellen untersucht. Ergänzend wurde überprüft, 

ob die bRPE-Zellen nach abgeschlossener Differenzierung längerfristig in dem 

ökonomischeren Zellkulturmedium der kRPE-Zellen kultiviert werden können. Dies 

könnte in zukünftigen Experimenten zu einer Optimierung des 

Ressourcenverbrauchs beitragen. Außerdem wurde erhoben, ob die 

Kryokonservierung einen negativen Einfluss auf die Eigenschaften der bRPE-Zellen 

ausüben könnte. 
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2. Material 

2.1 Eukaryotische Zelllinien 

Tabelle 1: Verwendete iPS-Zelllinien 

Pseudonym Klon Organismus Ursprungsgewebe 

MK 26, 27 Homo sapiens Fibroblasten 

NJ 105, 111 Homo sapiens Mononukleäre Zellen des peripheren Blutes 

NG 2, 3 Homo sapiens Fibroblasten 

 

Die Fibroblasten und mononukleären Zellen des peripheren Blutes wurden gesunden 

Probanden entnommen und entsprechend der Publikationen von Brandl et al. (69,70) 

mit kleinen Anpassungen nach Nachtigal et al. (71) am Institut für Humangenetik 

Regensburg zu iPS-Zellen reprogrammiert. Sie standen zu Beginn der Arbeit zur 

Verfügung. Das Pseudonym und die Klonnummerierung dienen der internen 

Zuordnung der Zelllinien am Institut für Humangenetik Regensburg. 

Die kRPE-Zelllinien wurden entsprechend des Protokolls nach Krohne et al. (68) mit 

leichten Anpassungen durch Brandl et al. (69) am Institut für Humangenetik 

Regensburg aus den in Tabelle 1 beschriebenen iPS-Zelllinien derselben 

Klonnummern differenziert und standen zu Beginn der Arbeit zur Verfügung. 

Ebenso wurden die in dieser Arbeit verwendeten bRPE-Zelllinien in einer Vorarbeit 

(67) aus den in Tabelle 1 beschriebenen iPS-Zelllinien derselben Klonnummern 

differenziert. Pro Klon standen dabei 2 bis 3 experimentelle Replikate zur Verfügung. 

Die Nummer des Replikats wird im Folgenden durch einen Unterstrich nach der 

Klonierungsnummer dargestellt (z.B. MK26_1). 

2.2 Reagenzien und Chemikalien 

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien und Reagenzien 

Chemikalie/Reagenz Hersteller 

β-Mercaptoethanol, C2H6OS AppliChem GmbH, Darmstadt; DE 

4’, 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI), C16H15N5 Life Technologies, Carlsbad, CA, USA 

Ammoniumperoxodisulfat (APS), (NH4)2S2O8 VWR International Germany GmbH, Darmstadt, 

DE 
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Clarity™ Western ECL Substrate Bio-Rad Laboratories GmbH, München, DE 

Clarity Max™ Western ECL Substrate Bio-Rad Laboratories GmbH, München, DE 

Dako Fluorescence Mounting Medium Agiltent, Santa Clara, CA, USA 

Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) 

(Desoxyadenosintriphosphat (dATP), 

Desoxycytidintriphosphat (dCTP), 

Desoxyguanosintriphosphat (dGTP), 

Desoxythymidintriphosphat (dTTP)) 

Genaxxon Biosience, Ulm, DE 

Ethanol ≥ 99,8 p.a., C2H6O Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Ethanol ≥ 99,8, vergällt, C2H6O Chemikalienausgabe der Universität Regensburg 

Isopropanol, C3H8O Merck Chemicals GmbH, Schalbach, DE 

Milchpulver Blotting grade, fettarm Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Methanol; CH4O Merck Chemicals GmbH, Schalbach, DE 

Natriumazid, NaN3 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Natriumchlorid, NaCl Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate; 

SDS) ≥ 99 %, C12H25NaO4S 

AppliChem GmbH, Darmstadt; DE 

Odyssey® Blocking Buffer (tris-buffered saline; 

TBS)  

LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA 

Paraformaldehyde (PFA) 4 % in Phosphat-

gepufferter Salzlösung (phosphate buffered 

saline; PBS), OH(CH2O)n (n = 8 – 100) 

Alfa Aesar, Ward Hill, MA, USA 

Proteasehemmer-Cocktail cOmplete™ Hoffmann-La Roche AG, Basel, CH 

RNase AWAY® Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Rotiphorese Gel 40 % Acrylamid/Bisacrylamid Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

ROTI®Quant, 5x konz. Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Saccharose Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Triton® X-100 Merck KGaA, Darmstadt, DE 

TWEEN® 20 VWR International Germany GmbH, Darmstadt, 
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DE 

Wasserstoffperoxid 34,5 – 36,5 %, H2O2 Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Ziegenserum Abcam plc. Milton, UK 

2.3 Primär- und Sekundärantikörper 

Tabelle 3: Verwendete Primärantikörper 

Primärantikörper Typ Spezies Verdünnung Anwendung Hersteller 

α-ATP1B1 pAK Kaninchen 1:100 ICC Proteintech Group 

Inc., Chicago, IL, 

USA 

α-BEST1 mAK Maus 1:500 ICC Abcam plc. Milton, 

UK 

α-Beta-Actin mAK Maus 1:10000 WB Merck KGaA, 

Darmstadt, DE 

α-OTX2 pAK Kaninchen 1:250 ICC Merck KGaA, 

Darmstadt, DE 

α-RHO-1D4 mAK Maus 1:10000 WB Prof. Dr. Robert S. 

Molday, 

Department of 

Biochemistry and 

Molecular Biology, 

University of British 

Columbia, 

Vancouver, BC, CA 

α-ZO-1 pAK Kaninchen 1:500 ICC Invitrogen/ Thermo 

Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 

pAK = polyklonaler Antikörper, mAK = monoklonaler Antikörper, WB = Westernblot, ICC = Immunzytochemie 

 

Tabelle 4: Verwendete Sekundärantikörper 

Sekundärantikörper Verdünnung Verwendung Hersteller 

Goat anti-Mouse IgG 

H & L chain specific 

Peroxidase 

conjugated 

1:10000 WB Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Goat anti-Rabbit IgG 

Alexa Fluor® 488 

1:667 ICC Invitrogen/ Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA 
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conjugated 

Goat anti-Mouse IgG 

Alexa Fluor® 594 

conjugated 

1:667 ICC Invitrogen/ Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA 

WB = Westernblot, ICC = Immunzytochemie 

2.4 Molekularmassenstandard 

Tabelle 5: Verwendete Molekularmassenstandards 

Molekularmassenstandard Verwendung Hersteller 

PageRuler™ Prestained 

Protein Ladder 

Molekularmassenstandard 

für die gelelektrophoretische 

Auftrennung von Proteinen 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA 

2.5 Enzyme 

Tabelle 6: Verwendete Enzyme 

Enzym Hersteller 

RNAse-Free DNAse Set Qiagen N. V., Hilden, DE 

2.6 Kit-Systeme 

Tabelle 7: Verwendete Kit-Systeme 

Kitsystem Hersteller 

PureLink™ RNA Mini Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

Taykon Low ROX Probe 2x MasterMix dTTP 

blue 

Kaneka Eurogentec S. A., Seraing, BE 

2.7 Oligonukleotide 

Tabelle 8: Verwendete Oligonukleotide 

Name 5‘-3‘-Sequenz Gen 

BEST1-H2-F 

BEST1-H2-R 

BEST1-H2-P 

ACATGGATCCTTATTGGGCC 

CTGTGACTGGATCAGTGTCC 

ACCTGCTTCCTAATGGGGATGCTTCGC 

BEST1 
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HPRT1-H1-F 

HPRT1-H1-R 

HPRT1-H1-P 

CTTTGCTTTCCTTGGTCAGG 

TCAAATCCAACAAAGTCTGGC 

GCTTGCTGGTGAAAAGGACCCCACG 

HPRT1 

MITF-H3-F 

MITF-H3-R 

MITF-H3-P 

TATGGAAACCAAGGTCTGCC 

CTTCAGACTCTGTGAGCTCC 

CCACCAGGCCTCACCATCAGCAACT 

MITF 

PMEL-H3-F 

PMEL-H3-R 

PMEL-H3-P 

CTGGTGAAGAGACAAGTCCC 

CAGTCAGCTCAAATGCATCC 

AAGTGCCGAGATCCTGCAGGCTGT 

PMEL 

RPE65-H2-F 

RPE65-H2-R 

RPE65-H2-P 

AGAATTTAGTCACGCTCCCC 

AACTCAAATGCTTGACGAGG 

GCAGTGACGAGACTATCTGGCTGGAGC 

RPE65 

F = Primer forward, R = Primer reverse, P = probe, Sonde 

 

Alle Oligonukleotide und alle Sonden wurden von Merck, Darmstadt, Deutschland 

bezogen. 

2.8 Zellkulturmaterial 

Tabelle 9: Verwendete Medien und Zusätze 

Medien und Zusätze Hersteller 

β-Mercaptoethanol, ≥ 99 %, C2H6OS Merck KGaA, Darmstadt, DE 

all-trans-Retinsäure (all-trans-retinoic acid, ATRA), ≥ 98 %, 

C20H28O2 

Cayman Chemical; Ann Arbor, 

MI, USA 

(S)-Blebbistatin ≥ 98 %, C18H16N2O2 Cayman Chemical; Ann Arbor, 

MI, USA 

B-27® Supplement (50x) Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 

B-27® Supplement (without Vitamin A) (50x) Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 

Corning® Matrigel® Matrix Corning Inc., Corning, NY, USA 

Corning® Matrigel® Growth Factor Reduced (GFR) Basement 

Membrane Matrix 

Corning Inc., Corning, NY, USA 
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CryoStor® CS10 STEMMCELL Technologies Inc., 

Vancouver, BC, CA 

Dispase (1 U/ml) STEMMCELL Technologies Inc., 

Vancouver, BC, CA 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)/F-12 (1:1) (1x) Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 

DMEM/F-12 GlutaMAX™ Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 

DMEM High Glucose Medium (4,5 g/L) Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 

Dulbecco’s PBS 1x (DPBS) Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 

Gentamicin (50 mg/ml) Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Gibco™ Antibiotic-Antimycotic (100x) Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 

Gibco™ F-12 (1x) Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 

Gibco™ Fetal Bovine Serum (fetales Kälberserum, FBS), 

qualifiziert, hitzeinaktiviert, Brasilien 

Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 

Gibco™ GlutaMAX™ Supplement Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 

Gibco™ HEPES Buffer Solution (1 M) Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 

Gibco™ MEM Non-Essential Amino Acids Solution (100x) Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 

Gibco™ Penicillin-Streptomycin (10000 U/ml) Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 

Heparin (20 mg/ml) Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Knochenmorphogenetisches Protein 4 (bone morphogenetic 

protein 4; BMP-4) (1000x) 

Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 

KnockOut™ DMEM Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 

KnockOut™ Serum Replacement (KOSR) Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 
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L-Glutamine 200 mM (100x) Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 

Mycoplasma Off™ Minerva Biolabs GmbH, Berlin, 

DE 

Mycoplasma Removal Agent (MRA) Bio-Rad Laboratories GmbH, 

München, DE 

N2 Supplement (100x) Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 

Nicotinamid, ≥ 98 %, C6H6N2O Merck KGaA, Darmstadt, DE 

OptiMEM™ Medium Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 

Taurine (1000x), C2H7NO3S Merck KGaA, Darmstadt, DE 

TeSR™-E7 STEMMCELL Technologies Inc., 

Vancouver, BC, CA 

TryplE™Select (1x) Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 

2.9 Puffer und Lösungen 

Tabelle 10: Verwendete Puffer und Lösungen 

Puffer/Lösung Zusammensetzung Menge 

ATRA-Stammlösung ATRA 

Dimethylsulfoxid 

10 mM 

Blebbistatin-Stammlösung (S)-Blebbistatin 

Dimethylsulfoxid 

10 mM 

BMP-4-Stammlösung BMP-4 

HCl 

Humanes Serumalbumin 

Millipore H2O 

1,5 nM 

3,8 mM 

0,1 % (v/v) 

5x Laemmli Puffer Bromphenolblau 

Tris-HCL pH 6,8 

ß-Mercaptoethanol 

SDS 

0,01 % (v/v) 

60 mM 

5 % (v/v) 

2 % (w/v) 
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Glycerol 

H2O dest. 

10 % (v/v) 

PBS 10x, pH 7,6 NaCl 

KCl 

Na2HPO4 x H2O 

KH2PO4 

H2O dest 

8 % (w/v) 

0,2 % (w/v) 

1,44 % (w/v) 

0,24 % (w/v) 

SDS-Laufpuffer, pH 8,6 Tris-HCl 

Glycine 

SDS 

H2O dest 

0,25 mM 

0,2 M 

1 % (w/v) 

Taurin-Puffer NaCl 

MgCl2 

Tris-HCl, pH 7,5 

Taurin 

H2O dest. 

5 M 

1 M 

1 M 

100 mM 

TBS, pH 7,5 Tris 

NaCl 

H2O dest 

50 mM 

150 mM 

TBS-T TWEEN® 20 

1x TBS 

0,1 % (v/v) 

Towbin 10x, pH 8,7 Glycin 

Tris 

Methanol 

H2O dest 

1,9 M 

25 mM 

20 % (v/v) 

2.10 Verbrauchsmaterial 

Tabelle 11: Verwendetes Verbrauchsmaterial 

Verbrauchsmaterial Hersteller 

12-Well Zellkulturplatte CELLSTAR® Greiner Bio-One International GmbH, 

Kremsmünster, AT 

24-Well Zellkulturplatte CELLSTAR® Greiner Bio-One International GmbH, 
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Kremsmünster, AT 

38,5 ml Ultrazentrifugenröhrchen Beckman Coulter, Krefeld, DE 

48-Well Zellkulturplatte CELLSTAR® Greiner Bio-One International GmbH, 

Kremsmünster, AT 

6-Well Zellkulturplatte CELLSTAR® Greiner Bio-One International GmbH, 

Kremsmünster, AT 

6-Well Zellkulturplatte Techno Plastic Products AG, Trasadingen, CH 

6-Well Zellkulturplatte neoLab Migge GmbH, Heidelberg, DE  

8-er Deckelkette, flach (PCR) Sarstedt AG & Co., Nürnbrecht, DE 

Auffanggefäß 250 ml, steril Sarstedt AG & Co., Nürnbrecht, DE 

BD Microlance™ 3 Kanülen, 27G, 0,4 x 19 mm Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, 

NJ, USA 

Corning Costar® Zellkulturplatte mit 

ultraniedriger Anhaftung (24 Well) 

Corning Inc., Corning, NY, USA 

Corning® Costar® Mikrotiterplatte mit 

ultraniedriger Anhaftung (96 Well U-bottom) 

Corning Inc., Corning, NY, USA 

Corning® Zellkulturkolben mit ultraniedriger 

Anhaftung (25 cm2) 

Corning Inc., Corning, NY, USA 

CryoPure Gefäß 1,6 ml Sarstedt AG & Co., Nürnbrecht, DE 

Deckgläschen 12/13 mm Ø VWR International, Radnor, PA, USA 

Ep Dualfilter T.I.P.S.® Eppendorf AG, Hamburg, DE 

Gel-Blotting-Papiere 1,5 mm Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Handschuhe Nitril blau VWR International Germany GmbH, Darmstadt, 

DE 

Handschuhe Nitril grün Kimberly-Clark Professional, Roswell, GA, USA 

Immersionsöl IMMOIL-F30CC Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg, DE 

Küvetten, 1 ml – 2,5 ml Sarstedt AG & Co., Nürnbrecht, DE 

MicroAmp™ optische 384-Well-Reaktionsplatte Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

MicroAmp™ Optical Adhesive Film Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

Mikroreaktionsgefäß 1,5 ml Sarstedt AG & Co., Nürnbrecht, DE 
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Mikroreaktionsgefäß 2,0 ml Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, DE 

Objektträger SuperFrost® Plus VWR International, Radnor, PA, USA 

Parafilm M Bemis Company, Neenah, WI, USA 

Pasteurpipetten Glas 150 mm VWR International Germany GmbH, Darmstadt, 

DE 

PCR-Mikroreaktionsgefäße 0,2 ml Kette Sarstedt AG & Co., Nürnbrecht, DE 

Petrischalen (10 cm) Sarstedt AG & Co., Nürnbrecht, DE 

Pipettenspitzen 10/100/1000 µl VWR International Germany GmbH, Darmstadt, 

DE 

Pipettenspitzen mit Filter, steril 0,1 – 20 µl Sarstedt AG & Co., Nürnbrecht, DE 

Pipettenspitzen mit Filter, steril 10 µl/100 µl Nerbe plus GmbH & Co. KG, Winsen (Luhe), DE 

Pipettenspitzen mit Filter, steril 1250 µl Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, DE 

QIAshredder® Säulen Qiagen N. V., Hilden, DE 

Reagenzreservoirs steril VWR International Germany GmbH, Darmstadt, 

DE 

Reaktionsgefäß 5,0 ml Greiner Bio-One International GmbH 

Kremsmünster, AT 

Skalpell FEATHER® No. 22 FEATHER® Safety Razor Co., Osaka, JP 

Spritze 1 ml BD Plastipak™ Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, 

NJ, USA 

Sterile serologische Pipetten 10/25/50 ml Greiner Bio-One International GmbH 

Kremsmünster, AT 

Sterile serologische Pipette 5 ml PYREX® Corning Inc., Corning, NY, USA 

Thermo Scientific™ ClipTip™ Pipettenspitzen Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

ThinCert® Zellkultureinsatz für 6 Well Platten, 

Porendurchmesser 0,4 µm 

Greiner Bio-One International GmbH 

Kremsmünster, AT 

ThinCert® Zellkultureinsatz für 12 Well Platten, 

Porendurchmesser 0,4 µm 

Greiner Bio-One International GmbH 

Kremsmünster, AT 

Transfermembran Immobilon®-P, Porengröße 

0,45 µm 

Merck KGaA, Darmstadt, DE 
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Vakuumfilter Steriflip-GP, 50 ml Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Vakuumfilter 150 ml Techno Plastic Products AG, Trasadingen, CH 

Vakuumfilter 250 ml/500 ml Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Wägeschälchen 44 x 44 mm VWR International Germany GmbH, Darmstadt, 

DE 

Zellschaber 20 mm VWR International Germany GmbH, Darmstadt, 

DE 

Zellschaber M 20 mm Techno Plastic Products AG, Trasadingen, CH 

Zellsieb EASYstrainer™40 µm steril Greiner Bio-One International GmbH 

Kremsmünster, AT 

Zellsieb pluriStrainer® Mini 100 µm steril pluriSelect Life Science, Leipzig, DE 

Zentrifugenröhrchen, Falcon®, 15 ml Greiner Bio-One International GmbH 

Kremsmünster, AT 

Zentrifugenröhrchen, Falcon®, 50 ml Greiner Bio-One International GmbH 

Kremsmünster, AT 

2.11 Geräte 

Tabelle 12: Verwendete Geräte 

Geräte Hersteller 

-20 °C Gefrierschrank Liebherr AG, Bulle, CH 

-80 °C Gefrierschrank Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

Accu-Jet Pipettiergerät Brand, Wertheim, DE 

Analysewaage Explorer 2 OHAUS, Parsippany-Troy Hills, NJ, USA 

Belly Dancer® Orbital Shaker IBI Scientific, Dubuque, IA, USA 

CO2-Inkubator 37 °C BINDER GmbH, Tuttlingen, DE 

E1-ClipTip™ Equalizer Mehrkanalpipette  Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

Einkanalpipette Research 10 µl/100 µl/1000 µl Eppendorf AG, Hamburg, DE 

Eismaschine AF 100S Scotsman, VerNicht Hills, IL, USA 

Eppendorfpipette Research® plus, 8-Kanal, 30 

– 300 µl 

Eppendorf AG, Hamburg, DE 
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Gelelektrophoresekammer Mini PROTEAN® Bio-Rad Laboratories GmbH, München, DE 

Glasplatte Mini PROTEAN® Bio-Rad Laboratories GmbH, München, DE 

Kaltlichtquelle KL 1500 LCD Schott AG, Mainz, DE 

Laborabzug 165/93 mm Wesemann International GmbH, Wangen im 

Allgäu, DE 

Leica DM IL Mikroskop  Leica Microsystems, Wetzlar, DE 

Leica S6D Mikroskop Leica Microsystems, Wetzlar, DE 

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank  Scanlaf/LaboGene, Allerød, DK 

Milli-Q-Synthesis Reinstwasseranlage Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Minizentrifuge MyFuge™ Benchmark Scientific Inc., Sayreville, NJ, DE 

Minizentrifuge Sprout™ Heathrow Scientific, Vernon Hills, IL, USA 

NanoDrop ND-1000 Spektrophotometer NanoDrop, Wilmington, DE, USA 

Netzgerät BluePower™ 500 SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DE 

Nikon Eclipse TS100 Mikroskop Nikon Europe BV, Amsterdam, NE 

Nikon Eclipse TS2 Mikroskop Nikon Europe BV, Amsterdam, NE 

Odyssey® Fc Imaging System LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA 

Olympus Fluoview FV3000 Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg, DE 

QuantStudio® 5 Real-Time PCR System Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

Samsung Galaxy S7 Samsung AG, Seoul, KR 

Schüttler Titramax 101 Heidolph Instruments GmbH & Co. KG; 

Schwabach, DE 

Spacerplatten Mini Protean® 1,5 mm Bio-Rad Laboratories GmbH, München, DE 

Spannungsmessgerät EVOM™ World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA 

Spektrometer Ultraspec 2100 pro GE Healthcare, Chalfont St Giles, GB 

Sterilbank Heraeus Holding GmbH, Hanau, DE 

SW 40 Ti Ausschwingrotor Beckman Coulter, Krefeld, DE 

Thermocycler TProfessional Biometra GmbH, Göttingen, DE 
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Thermomixer compact Heizblock Eppendorf AG, Hamburg, DE 

Tischzentrifuge 5415 R Eppendorf AG, Hamburg, DE 

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System Bio-Rad Laboratories GmbH, München, DE 

Transferpette® 10/100/1000 µl Brand, Wertheim, DE 

Ultraschallbad SONOREX SUPER 10 P BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin, DE 

Ultraschallgerät Vibra-Cell™ VCX400 Sonics & Materials Inc. Newtown; CT, USA 

UV-Licht, freistehend Bioquell, Andover, UK 

Vakuumpumpe MZ 2 C Vacuubrand GmbH, Wertheim, DE 

Vortex Genie2 Scientific Industries, Bohemia, NY, USA 

Vortex Microspin FV-2400 Biosan, Riga, LV 

Waage Adventurer OHAUS, Parsippany-Troy Hills, NJ, USA 

Wasserbad W12 Labortechnik Medingen, Arnsdorf, DE 

Wasserdestilliergerät GFL GmbH, Burgwedel, DE 

Zentrifuge 5810 Eppendorf AG, Hamburg, DE 

Zentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus Holding GmbH, Hanau, DE 

2.12 Software 

Tabelle 13: Verwendete Software 

Software Hersteller 

CorelDRAW 2021 Corel Corporation, Ottawa, CA 

FV31S-SW Viewer software (Ver. 2.5) Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg, DE 

IBM SPSS Statistics 25 International Business Machines Corp., Armonk, 

NY, USA 

ImageJ 1.53d Wayne Rasband, National Institutes of Health, 

USA 

Image Studio (Ver. 5.2) LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA 

Microsoft Office Microsoft Cooperation, Redmond, WA USA 

QuantStudio™ Design & Analysis Software Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
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3. Methoden 

3.1 Differenzierung der iPS-Zellen zu retinalen Organoiden und 
bRPE-Zellen 

In der vorliegenden Arbeit wurden ausgehend von den iPS-Zellklonen MK27, NJ105 

und NJ111 je 1 Differenzierung und ausgehend von dem iPS-Zellklon NG2 2 

Differenzierungen eingeleitet. Die Methode zur Differenzierung der iPS-Zellen zu 

retinalen Organoiden basiert auf dem Protokoll von Zhong et al. (47) mit 

Anpassungen nach Capowski et al. (51,72). Die zusätzliche Generierung von bRPE-

Zellen als Nebenprodukt des Differenzierungsprotokolls für retinale Organoide wurde 

am Institut für Humangenetik Regensburg nach Berber et al. (66) etabliert. 

3.1.1 Differenzierungsprotokoll 

Vor dem Tag der Einleitung der neuronalen Differenzierung wurden drei 70 bis 80 % 

konfluente Wells einer 6-Well-Platte mit iPS-Zellen in Suspensionskultur überführt. 

Dazu wurden die iPS-Zellen nach Entfernung der zuvor markierten, 

ausdifferenzierten Zellkolonien 2-mal mit DPBS gewaschen und für 15 Minuten bei 

37 °C mit Dispase (1 ml/Well) inkubiert. Nach erneutem 2-maligen Waschen mit 

DPBS wurden die Zellen mit 2 ml TeSR™ pro Well unter Zusatz von Blebbistatin 

(10 µM) vom Boden gelöst und die Zellsuspension aller Wells in ein 15 ml-

Zentrifugenröhrchen überführt. Das Röhrchen wurde auf ein Endvolumen von 10 ml 

mit TeSR™ unter Zusatz von Blebbistatin (10 µM) aufgefüllt und die Zellsuspension 

in einen Zellkulturkolben mit ultraniedriger Anhaftung (25 mm2) überführt. Über 3 

Medienwechsel wurden die Zellaggregate an das neuronale Induktionsmedium (NIM) 

gewöhnt (s. Tabelle 14). So wurden die Zellaggregate und das Medium am Tag 1 der 

Differenzierung in ein 50 ml-Zentrifugenröhrchen überführt. Nach 3-minütiger 

Zentrifugation der Zellsuspension bei 800 rpm wurde der Überstand bis auf einen 

Rest von circa 1,5 ml abgesaugt. Anschließend wurde das Zentrifugenröhrchen mit 

TeSR™ und NIM im Verhältnis 3:1 auf 10 ml aufgefüllt und die Zellaggregate 

inklusive Medium wurden wieder in den Zellkulturkolben überführt. Der eben 

beschriebene Medienwechsel wurde mit einem steigenden Anteil an NIM am 2. (1:1) 

und 3. Tag (100 % NIM) der Differenzierung wiederholt. 
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Tabelle 14: Zusammensetzung NIM 

Zusatz zu DMEM High Glucose Medium (4,5 g/L) /Gibco™ F-12 (1x) (1:1) Menge 

Gibco™ MEM Non-Essential Amino Acids Solution (100x) 1 % (v/v) 

Gibco™ GlutaMAX™ Supplement 1 % (v/v) 

N2 Supplement (100x) 1 % (v/v) 

Heparin (20 mg/ml) 0,2 % (w/v) 

 

Am 6. Tag der Differenzierung wurden die Zellaggregate in ein 15 ml-

Zentrifugenröhrchen überführt und nach Absaugen des Mediums mit 10 ml frischem 

NIM und BMP-4 (1,5 nM) wieder in den Zellkulturkolben überführt. Am 7. Tag der 

Differenzierung wurden je 30 µl der Zellaggregate mit 3 ml des Mediums auf 3 Wells 

einer mit Matrigel-GFR-beschichteten 6-Well-Zellkulturplatte transferiert. Daraufhin 

wurde an jedem 3. Tag die Hälfte des Mediums durch frisches ersetzt (Tag 9, Tag 12 

und Tag 15 der Differenzierung). Am 16. Tag der Differenzierung wurde das alte 

Medium komplett abgesaugt und durch 5 ml retinales Differenzierungsmedium 

(RDM) pro Well ersetzt (s. Tabelle 15). Der eben beschriebene Medienwechsel 

wurde am 18. und 20. Tag der Differenzierung wiederholt (Abbildung 4 A). 

 

Tabelle 15: Zusammensetzung RDM 

Zusatz zu DMEM High Glucose Medium (4,5 g/l) / Gibco™ F-12 (1x) (3:1) Menge 

B-27® Supplement (without Vitamin A) (50x) 2 % (v/v) 

Gibco™ MEM Non-Essential Amino Acids Solution (100x) 1 % (v/v) 

Gibco™ GlutaMAX™ Supplement 1 % (v/v) 

Gibco™ Antibiotic-Antimycotic (100x) 1 % (v/v) 
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Abbildung 4: Schematische Übersicht zur Differenzierung der iPS-Zellen zu retinalen 
Organoiden und bRPE-Zellen 

(A) Nach Überführung der iPS-Zellen in Suspensionskultur am Tag 0 wurde am Tag 1 die neuronale 

Differenzierung mit neuronalem Induktionsmedium (NIM) eingeleitet. Am Tag 6 erfolgte die Zugabe von BMP-4 

(1,5 nM). Am 7. Tag wurden die Zellen auf 6-Well-Zellkulturplatten transferiert. Am 16. Tag wurde das Medium 

auf retinales Differenzierungsmedium (RDM) umgestellt. (B) Am 21. bzw. 22. Tag wurden die sich entwickelnden 

neuronalen Domänen aus den 6-Well-Zellkulturplatten ausgeschnitten und auf 96-Well-Zellkulturplatten mit ultra-

niedriger Anhaftung transferiert. Am Tag 43 wurden retinale Organoide von guter Qualität (schießscheibenförmig 

mit einem breiten, hellen Außenrand) auf eine 24-Well-Platte mit ultra-niedriger Anhaftung überführt und im 

Orbital Shaker kultiviert. Sie erhielten ab diesem Zeitpunkt ein Medium in veränderter Zusammensetzung. Am 63. 

Tag wurden die Organoide erneut hinsichtlich ihrer Qualtität beurteilt. Dem Medium wurde ab sofort an 5 Tagen 

pro Woche all-trans-retinoic acid (all-trans-Retinsäure, ATRA) (Endkonzentration:1 µM) zugesetzt. Am 91. Tag 

wurden retinale Organoide von unzureichender Qualität nochmals aussortiert und das Medium auf das 

Standardmedium für retinale Organoide (SMro) umgestellt. Der Zusatz von ATRA erfolgte 2-mal pro Woche 

(Endkonzentration:0,5 µM). (C) Ab dem 23. bzw. 24 Tag wurde den auf den 6-Well-Zellkulturplatten 

verbleibenden Zellen 10 mM Nicotinamid (NA) zum Medium hinzugefügt. Zwischen dem 42. bis zum 50. Tag 

wurden die pigmentierten Areale ausgeschnitten und auf neue 6-Well-Zellkulturplatten transferiert. Am 43. Tag 

wurde das Medium analog zu den retinalen Organoiden umgestellt, wobei 10 mM NA hinzugefügt wurden. Am 91. 

Tag wurde das Medium auf das Standardmedium für bRPE-Zellen (SMb) mit 10 mM NA umgestellt. 

 

Am 21. oder 22. Tag der Differenzierung wurden die sich entwickelnden neuronalen 

Domänen mit 2 1 ml-Spritzen mit 27G-Kanülen unter einem Nikon Eclipse TS2 

Mikroskop (4-fache Vergrößerung) ausgeschnitten. Vor und nach dem Ausschneiden 

wurde das Medium gewechselt (5 ml RDM/ Well), wobei vor dem Ausschneiden 

Hepes zugesetzt wurde (50 µl/ Well). Mit je 250 µl RDM wurden die neuronalen 

Domänen anschließend auf eine 96-Well-Zellkulturplatte mit ultra-niedriger 
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Anhaftung transferiert. Falls sich nach dem ersten Ausschneiden noch weitere 

neuronale Domänen auf den Zellkulturplatten befanden, wurden die Arbeitsschritte 

nach 48 Stunden nochmals wiederholt. Im Gegensatz zu dem üblichen Vorgehen bei 

der Differenzierung von retinalen Organoiden, wurden die 6-Well-Zellkulturplatten 

nach dem letzten Ausschneiden nicht verworfen, sondern die verbliebenen Zellen 

wurden nach der unter Punkt 3.1.3 beschriebenen Methode zu bRPE-Zellen 

ausdifferenziert. 

3.1.2 Weitere Differenzierung der retinalen Organoide 

Bis inklusive dem 42. Tag der Differenzierung wurde das Medium der retinalen 

Organoide 2-mal pro Woche zur Hälfte gewechselt (125 µl/Well). Am 43. Tag der 

Differenzierung wurden die Organoide hinsichtlich ihrer Qualität beurteilt. Unter dem 

Mikroskop ist die sich entwickelnde neuronale Retina als heller Außenrand des 

retinalen Organoides zu erkennen. Schießscheibenförmige Organoide mit einem 

breiten, hellen Außenrand wurden auf eine 24-Well-Platte mit ultra-niedriger 

Anhaftung überführt. Organoide, die diese Qualitätsmerkmale nicht aufwiesen, 

wurden aussortiert. Bei dem anschließenden Medienwechsel wurde ein neues 

Zellkulturmedium mit veränderter Zusammensetzung verwendet (500 µl/Well; s. 

Tabelle 16). Ab diesem Zeitpunkt wurden die retinalen Organoide auf dem Orbital 

Shaker kultiviert. 

 

Tabelle 16: Zellkulturmedium der retinalen Organoide bzw. bRPE-Zellen vom 43. bis 90. Tag der 
Differenzierung 

Zusatz zu DMEM High Glucose Medium (4,5 g/l): Gibco™ F-12 (1x) (3:1) Menge 

Gibco™ FBS, qualifiziert, hitzeinaktiviert, Brasilien 10 % (v/v) 

B-27® Supplement (50x) 2 % (v/v) 

Gibco™ MEM Non-Essential Amino Acids Solution (100x) 1 % (v/v) 

Gibco™ GlutaMAX™ Supplement 1 % (v/v) 

Gibco™ Antibiotic-Antimycotic (100x) 1 % (v/v) 

Taurine (1000x) 100 µM 

 

Am 63. Tag der Differenzierung wurden die retinalen Organoide, die keine der oben 

genannten Qualitätsmerkmale aufwiesen, erneut aussortiert. Zwischen Tag 63 und 
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Tag 90 der Differenzierung wurde dem Zellkulturmedium an 5 Tagen pro Woche all-

trans-retinoic acid (all-trans-Retinsäure, ATRA) in einer Endkonzentration von 1 µM 

frisch zugesetzt. An 2 Tagen pro Woche wurde es vollständig gewechselt. Am 91. 

Tag der Differenzierung wurde die Qualität der retinalen Organoide nach den oben 

genannten Kriterien nochmals bewertet und das Medium zum letzten Mal umgestellt 

(s. Tabelle 17Tabelle 18). Es wird im Folgenden als Standardmedium für retinale 

Organoide (SMro) bezeichnet (Abbildung 4 B). 

 

Tabelle 17: Zusammensetzung SMro bzw. SMb (Zellkulturmedium der retinalen Organoide bzw. 
der bRPE-Zellen ab Tag 91 der Differenzierung) 

Zusatz zu DMEM/F-12 GlutaMAX™ Menge 

Gibco™ FBS, qualifiziert, hitzeinaktiviert, Brasilien 10 % (v/v) 

N2 Supplement (100x) 1 % (v/v) 

Gibco™ MEM Non-Essential Amino Acids Solution (100x) 1 % (v/v) 

Gibco™ Antibiotic-Antimycotic (100x) 1 % (v/v) 

Taurine (1000x) 0,1 % (v/v) 

SMro: Zusatz von 0,5 µM ATRA, SMb: Zusatz von 10 mM Nicotinamid 

 

Das Medium wurde ab diesem Zeitpunkt nur noch 2-mal pro Woche vollständig 

gewechselt (750 µl/Well), wobei ATRA in einer Konzentration von 0,5 µM jeweils 

frisch hinzugefügt wurde. Jeweils am Tag 91 oder Tag 93 der Differenzierung wurden 

lichtmikroskopische Aufnahmen aller retinalen Organoide mit einem Smartphone 

Samsung Galaxy S7 an einem Nikon Eclipse TS2 oder TS100 Mikroskop erstellt. 

3.1.3 Weitere Differenzierung der bRPE-Zellen 

Am Tag des 2. Ausschneidens der neuronalen Domänen (Tag 23 oder 24 der 

Differenzierung) wurde RDM 10 mM Nicotinamid zugesetzt. Abwechselnd erhielten 

entweder 1 oder 2 der 3 Wells ab sofort das so veränderte Zellkulturmedium bis zum 

42. Tag der Differenzierung 3-mal wöchentlich (3 ml/Well). Ab dem 43. Tag der 

Differenzierung wurde das Medium analog zu dem der retinalen Organoide 

umgestellt, wobei bei dem/den entsprechenden Well/Wells wiederum eine Zugabe 

von 10 mM Nicotinamid erfolgte (s. Tabelle 16). Zwischen dem 42. und 50. Tag der 

Differenzierung wurden die pigmentierten Areale jedes Wells mit 2 1 ml-Spritzen mit 
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27G-Kanülen unter einem Leica S6 D Mikroskop mit Kaltlichtquelle ausgeschnitten 

und jeweils in ein 15 ml-Zentrifugenröhrchen überführt. Nach 5-minütigem 

Zentrifugieren bei 1200 rpm wurde der Überstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde in 

1 ml TrypLE™ Select (1x) gelöst und 15 Minuten bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. 

Anschließend wurden die Zellen nochmals bei 1200 rpm 5 Minuten zentrifugiert. Der 

Überstand wurde abgenommen und das Zellpellet in 1 ml des Zellkulturmediums 

gelöst. Schließlich wurde die Zellsuspension auf eine mit Matrigel-GFR-beschichtete 

6-Well-Zellkulturplatte überführt, auf der bereits Zellkulturmedium vorgelegt wurde 

(2 ml/Well). Ab dem 91. Tag der Differenzierung erhielten die RPE-Zellen ebenfalls 

analog zu den retinalen Organoiden ein neues Medium (s. Tabelle 17). Statt 0,5 µM 

ATRA wurde diesem bei den entsprechenden Wells 10 mM Nicotinamid zugefügt. Im 

Folgenden wird es als Standardmedium für bRPE-Zellen bezeichnet (SMb) 

(Abbildung 4 C). Zeigte sich bei der Statusüberprüfung der Zellen eine dichte, 

hexagonale Kopfsteinpflastermorphologie, wurden die Zellen passagiert oder in 

Flüssigstickstoff konserviert. Zur Zellpassage wurden die bRPE-Zellen mit steril 

filtriertem DPBS gewaschen (2 ml/Well) und für 25 bis 35 Minuten mit TryplE™Select 

bei 37 °C inkubiert (1 ml/Well). Anschließend wurde jedem Well nochmals 1 ml 

DPBS zugegeben und die Zellen wurden durch das Spülen mit einer Pipette vom 

Boden des Wells abgelöst. Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml-

Zentrifugenröhrchen überführt und für 4 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert. 

Schließlich wurde der Überstand verworfen, das Zellpellet in dem entsprechenden 

Medium gelöst und die Zellsuspension mit einem Teilungsverhältnis von 1:6 auf mit 

Matrigel-GFR-beschichtete 6-Well-Zellkulturplatten aufgeteilt. Am Tag 138 der 

Differenzierung wurden lichtmikroskopische Aufnahmen der bRPE-Differenzierung 

NJ111 mit einem Smartphone Samsung Galaxy S7 an einem Nikon Eclipse TS100 

Mikroskop erstellt. 

3.1.4 Konservierung der bRPE-Zellen 

Die Methode zur Konservierung der bRPE-Zellen in Flüssigstickstoff entsprach der 

unter Punkt 3.1.3 beschriebenen Zellpassage. Das Zellpellet wurde anschließend in 

1 ml CryoStor™ gelöst und die Zellsuspension in ein CryoPure Gefäß überführt. Vor 

der endgültigen Lagerung der Zellen im Flüssigstickstofftank wurden diese für 

mindestens 24 Stunden bei -80 °C gelagert. 
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3.2 Kultivierung der eukaryotischen Zelllinien 

Alle in dieser Arbeit verwendeten eukaryotischen Zelllinien wurden bei einer 

konstanten Temperatur von 37 °C und einem CO2-Gehalt von 5 % inkubiert. 

Sämtliche Arbeitsschritte erfolgten unter einer Sterilbank mit sterilen Medien, 

Zusätzen und Materialien. Alle verwendeten Zellkulturmedien wurden bei 4 °C 

gelagert und höchstens 14 Tage lang verwendet. Etwa 1 Stunde vor dem 

Medienwechsel wurden die Medien im Dunkeln auf Raumtemperatur erwärmt. Alle 

verwendeten, nach Angaben des Herstellers mit Matrigel- oder Matrigel-GFR- 

beschichteten Zellkulturplatten wurden mit DMEM-F12 oder KnockOut™ DMEM 

bedeckt und mit Parafilm verschlossen höchstens eine Woche bei 4 °C aufbewahrt. 

Mindestens 30 Minuten vor Verwendung der Zellkulturplatten wurden diese bei 37 °C 

gelagert. 

3.2.1 Kultivierung der iPS-Zellen und Sicherung von Zellpellets zur Isolation 
der RNA 

Die iPS-Zellen wurden auf Matrigel-beschichtete 6-Well-Zellkulturplatten mit TeSR™ 

(2 ml/Well) unter Zugabe von Gentamicin (25 µg/ml) kultiviert. Nach dem Auftauen 

der in Flüssigstickstoff eingefrorenen Zellen wurden diese täglich unter dem 

Mikroskop beurteilt. Ausdifferenzierte Zellkolonien wurden mit einem Stempel 

markiert und anschließend während des täglichen Medienwechsels mit der 

Pasteurpipette unter Unterdruck abgesaugt. Die iPS-Zellen wurden bei einer 

Konfluenz von 70 bis 80 % zur Zellpassage oder zur Sicherung von RNA-Proben 5 

Minuten bei 37 °C mit Dispase (1 ml/Well) inkubiert. Nach Entfernen der Dispase 

wurden die Zellen 2-mal mit DMEM-F12 (2 ml/Well) gewaschen. Dann wurden die 

zuvor markierten, ausdifferenzierten Kolonien während eines dritten Waschschrittes 

abgesaugt. Die verbliebenen iPS-Kolonien wurden zur Zellpassage mit Hilfe einer 

Glaspipette unter konstanter Abgabe von Medium (1 ml/Well) fragmentiert und durch 

einen Zellschaber vom Boden des Wells abgelöst. Nach mehrfachem, vorsichtigem 

Resuspendieren der Zellkoloniefragmente wurde die Zellsuspension auf 6-Well-

Platten aufgeteilt (je 1 ml Zellsuspension/Well). Dabei wurde zuvor 1 ml frisches 

Medium in jedes Well transferiert. 

Zur Sicherung von RNA-Proben wurden die iPS-Zellen nach Entfernung der 

ausdifferenzierten Kolonien unter Zugabe von 1 ml DPBS mit einem Zellschaber vom 
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Boden der Zellkulturplatte gelöst und in ein 1,5 ml-Mikroreaktionsgefäß überführt. Mit 

500 µl DPBS wurden eventuell verbliebene Zellen ebenfalls in das Reaktionsgefäß 

transferiert. Nach Zentrifugation der Zellsuspension für 5 Minuten bei 1200 rpm 

wurde der Überstand verworfen und das Zellpellet bis zur weiteren Verwendung bei  

-80 °C gelagert. Das weitere Vorgehen ist unter Punkt 3.7.1. beschrieben. 

3.2.2 Konservierung der iPS-Zellen 

Die Konservierung der iPS-Zellen in Flüssigstickstoff entsprach im Wesentlichen den 

Arbeitsschritten der Zellpassage, außer dass die Zellen auch vor der Inkubation mit 

1 ml Dispase 1-mal mit DMEM-F12 gewaschen wurden (2 ml/Well). Nach der 

Entfernung der ausdifferenzierten Zellkolonien wurden die Zellen unter Zugabe von 

DMEM-F12 (2 ml/Well) mit einem Zellschaber vom Boden des Wells abgelöst und in 

ein 15 ml-Zentrifugenröhrchen überführt. Anschließend wurde die Zellsuspension 5 

Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert. Nach Absaugen des Überstandes wurde das 

Zellpellet in 1 ml CryoStor® resuspendiert und in ein CryoPure-Gefäß transferiert. 

Vor der endgültigen Lagerung der Zellsuspension im Flüssigstickstofftank wurde 

diese für mindestens 24 Stunden bei -80 °C aufbewahrt. 

Um die Zellen erneut in Kultur zu nehmen, wurden sie sofort nach der Entnahme aus 

dem Flüssigstickstofftank in einem Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Die 

Zellsuspension wurde in einem 15 ml-Zentrifugenröhrchen mit TeSR™ (5 ml) und 

Gentamicin (25 µg/ml) 5 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert. Nach Verwerfen des 

Überstandes wurde das Zellpellet in TeSR™ (1 ml) unter Zugabe von Gentamicin 

(25 µg/ml) gelöst und in 1 Well einer 6-Well-Zellkulturplatte transferiert. Dem Medium 

der iPS-Zelllinien, die noch nicht gegen Mykoplasmen behandelt wurden oder deren 

Behandlung schon länger zurück lag, wurde 7 Tage lang Mycoplasma Removal 

Agent (MRA) zugefügt (10 µl/ml). 

3.2.3 Kultivierung der kryokonservierten RPE-Zellen 

Nach dem Auftauen wurden sowohl die bRPE- als auch die kRPE-Zellen auf 

Matrigel-GFR-beschichteten 12-Well-Zellkulturplatten kultiviert. Die Konfluenz und 

Morphologie der Zellen wurde regelmäßig während des Medienwechsels unter dem 

Mikroskop beurteilt. Das Medium, das zur Kultivierung der kRPE-Zellen verwendet 

wurde, wird regelmäßig in vergleichbarer Zusammensetzung bei aus iPS-Zellen 
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differenzierten RPE-Zellen eingesetzt (69,73–75). Es besteht aus KnockOut™ 

DMEM mit Zusätzen (s. Tabelle 18) und wird in Folgendem als Standardmedium für 

kRPE-Zellen (SMk) bezeichnet. Das Medium wurde 3-mal pro Woche gewechselt. 

 

Tabelle 18: Zusammensetzung SMk 

Zusatz zu KnockOut™ DMEM Menge 

KOSR 5 % (v/v) 

Gibco™ MEM Non-Essential Amino Acids Solution (100x) 1 % (v/v) 

L-Glutamine 200 mM 2 mM 

Gentamicin (50 mg/ml) 25 µg/ml 

β-Mercaptoethanol 0,1 mM 

Nicotinamid, ≥98 % 10 mM 

 

Alle bRPE-Zelllinien wurden in SMb kultiviert (s. Tabelle 17). Es wurde 2-mal pro 

Woche gewechselt. Nach 12 Tagen wurde die Hälfte der bRPE-Zellen jeder 

Differenzierung auf SMk umgestellt. Dazu wurde SMb über drei Medienwechsel mit 

SMk in steigender Konzentration gemischt (3:1, 1:1, 1:3). Nach kompletter 

Umstellung wurde die Frequenz des Medienwechsels auf 3-mal pro Woche erhöht. 

Nach 21 Tagen erreichten die RPE-Zellen Konfluenz und wurden auf Matrigel-GFR-

beschichtete 6-Well-Transwell-Filter und auf 12-Well-Transwell-Filter passagiert. Die 

Transwell-Filter wurden zur Vermeidung von Kontaminationen vor der Beschichtung 

mit Matrigel-GFR 1 Stunde mit UV-Licht bestrahlt. Die Arbeitsschritte zur Zellpassage 

entsprachen im Wesentlichen der unter Punkt 3.1.3. beschriebenen Zellpassage der 

differenzierten bRPE-Zellen. Aufgrund der kleineren Wellfläche wurde lediglich die 

Menge der verwendeten Medien und Zusätze halbiert und die Zellsuspension wurde 

durch ein Zellsieb gegeben (pluriStrainer® Mini 100 µm steril). Anschließend wurde 

die Zellsuspension mit einem Teilungsverhältnis von 1:3 auf 6-Well- und 12-Well-

Transwell-Zellkulturplatten aufgeteilt. 

Nach 2 Wochen wurde das Medium zur Kultivierung der bRPE-Zellen erneut über 

mehrere Medienwechsel hinweg auf SMro umgestellt (s. Tabelle 17). Diese 

Umstellung erfolgte für alle bRPE-Zellen, die auf den 6-Well-Transwell-Filtern 

kultiviert wurden und für die Hälfte der Zellen auf den 12-Well-Transwell-Filtern. 
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Analog zur Umstellung der bRPE-Zellen auf SMk wurde SMb in einer steigenden 

Konzentration mit SMro zuerst im Verhältnis 3:1, dann 1:1 und schließlich 1:3 

gemischt. Nach 10 Tagen war die Umstellung abgeschlossen und das Medium 

wurde bei diesen Zellen jetzt 2-mal pro Woche gewechselt. Insgesamt wurden die 

Zellen 6 Wochen auf den Transwell-Filtern kultiviert. 

3.3 Immunzytochemischer Nachweis von RPE-Marker-Proteinen 
und ZO-1 

Zum immunzytochemischen Nachweis von RPE-Marker-Proteinen und ZO-1 wurden 

die RPE-Zellen 6 Wochen auf Transwell-Filtern kultiviert. Die kultivierten, zuvor 

kryokonservierten RPE-Zellen wurden mit einem Antikörper gegen ZO-1 gefärbt. 

Außerdem standen bRPE-Zellen zur Verfügung, die nach ihrer Passage auf 

Transwell-Filter (entspricht Passage 3) entweder weiterhin in SMb kultiviert wurden 

oder nach der unter Punkt 3.2.3 beschriebenen Methode 3,5 Wochen vor der Ernte 

auf SMro umgestellt wurden. Diese wurden ohne zwischenzeitliche Konservierung in 

Flüssigstickstoff geerntet und mit Antikörpern gegen BEST1, ZO-1, ATP1B1 und 

OTX2 inkubiert. Als Kontrolle wurde je ein Replikat bei sonst identischer Behandlung 

nicht in der Primärantikörper-Lösung inkubiert. 

Je 1/12 eines 12-Well-Transwell-Filters wurde in eine 48-Well-Zellkulturplatte 

überführt und mit 1x PBS gewaschen (225 µl/Well). Nach Entfernung des 1x PBS 

wurden die Zellen für 10 Minuten in PFA (4 %) fixiert und anschließend 3-mal mit 1x 

PBS mit einem jeweiligen Abstand von 5 Minuten gewaschen. Anschließend wurden 

je 225 µl Blocklösung (s. Tabelle 19) für 25 Minuten zu den Filtern gegeben. Die 

Blocklösung wurde entfernt und die Zellen über Nacht mit den Primärantikörper-

Lösungen (s. Tabelle 19) bei 4 °C inkubiert. Am nächsten Morgen wurden die Filter 

nach Entfernung der Primärantikörper-Lösung erneut 3-mal mit 1x PBS gewaschen 

und dann in der Sekundärantikörper-Lösung (s. Tabelle 19) für 2 bis 3 Stunden im 

Dunkeln inkubiert. Nach weiterem 3-maligem Waschen mit 1x PBS wurden die 

Filterstücke mit Dako Fluorescence Mounting Medium auf einen Objektträger 

aufgebracht und mit einem Deckgläschen abgedeckt. Nach dem vollständigen 

Abtrocknen der Präparate wurden diese mit einem konfokalen Fluoreszenzmikroskop 

ausgewertet (Olympus Fluoview FV3000) und die Aufnahmen mit den Softwares 

ImageJ 1.53d und CorelDRAW 2021 bearbeitet. 



 

40 
 

Tabelle 19: Zusammensetzung der für die ICC verwendeten Lösungen 

Lösung Zusammensetzung Konzentration 

Blocklösung Ziegenserum 

TritonX-100 

10x PBS 

H2O dest. 

10 % (v/v) 

0,3 % (v/v) 

10 % (v/v) 

Primärantikörper-Lösung Primärer Antikörper 

Ziegenserum 

TritonX-100 

Natriumazid 

10x PBS 

H2O dest. 

Konzentration s. Tabelle 3 

2,5 % (v/v) 

0,1 % (v/v) 

0,02 % (v/v) 

10 % (v/v) 

Sekundärantikörper-Lösung Sekundärer Antikörper 

DAPI 

Ziegenserum 

TritonX-100 

10x PBS 

H2O dest. 

Konzentration s. Tabelle 4 

0,04 mg/ml (w/v) 

2,5 % (v/v) 

0,1 % (v/v) 

10 % (v/v) 

 

3.4 Messung des TEER 

Die Messung des TEER wurde 6 Wochen lang 1-mal wöchentlich an den 

kryokonservierten bRPE- und kRPE-Zellen durchgeführt, nachdem diese auf 12-

Well-Transwell-Filter passagiert wurden. Ab der 4. Woche wurden zusätzlich 

Messwerte für die nun vollständig auf SMro umgestellten bRPE-Zellen erhoben. Die 

Messung erfolgte mit dem Spannungsmessgerät EVOM™. Nach Desinfektion des 

Gerätes mit 70 % Ethanol wurde dieses unter der Sterilbank platziert. Die 

Spannungselektroden wurden für 15 Minuten in 70 % Ethanol sterilisiert und für 

15 Minuten in 150 mM NaCl equilibriert. Zur Erfassung der Messwerte wurde die 

längere Elektrode auf dem Boden des Wells und die kürzere im Zellkulturmedium 

oberhalb des Transwell-Filters positioniert. Die erfassten Messwerte eines Transwell-

Filters ohne Zellen, der zuvor ebenfalls mit Matrigel-GFR beschichtet wurde, dienten 

als Referenz und wurden von den gemittelten Duplikaten der TEER-Messwerte 
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subtrahiert. Schließlich wurde das Ergebnis mit der Filterfläche multipliziert (Einheit: 

Ω*cm2). 

3.5 Isolierung und Phagozytose von porzinen POS 

3.5.1 Isolierung von porzinen POS und Bestimmung der Konzentration 

Die Isolierung der POS durch Dichtegradienten-Zentrifugation und die anschließende 

Konzentrationsbestimmung via Bradford-Test erfolgte nach dem Protokoll von Brandl 

et al. (69). Zusammengefasst wurden die auf Eis aufgetauten Retinae durch eine 

sterile Kompresse filtriert und anschließend mit dem Proteasehemmer-Cocktail 

cOmplete™ und 20 % Saccharose in Taurin-Puffer (s. Tabelle 10) unter Verwendung 

von 5 ml- und 1000 µl-Pipetten weiter homogenisiert. Nach 5-minütiger Zentrifugation 

bei 500 g bei einer Temperatur von 4 °C wurde der Überstand erneut in dem 

Proteasehemmer-Cocktail cOmplete™ und 20 % Saccharose in Taurin-Puffer 

homogenisiert. Mittels Dichtegradienten-Zentrifugation bei 100.000 g für 2 Stunden 

bei 4 °C in einem SW 40 Ti Ausschwingrotor wurde der homogenisierte Überstand 

ohne Verwendung der Bremsfunktion aufgetrennt. Anschließend wurde die Fraktion, 

die POS enthält und sich ringförmig rosafarben präsentiert, abgenommen und in 

2 ml-Mikroreaktionsgefäße aliquotiert. Während 3 Waschschritten mit OptiMEM™ 

Medium wurden die Proben bei 12.000 rpm für je 5 Minuten zentrifugiert, wobei die 

Pellets resuspendiert und nach und nach zusammengeführt wurden. Die 

Konzentration der zuvor aufgereinigten POS wurde mit Hilfe des Bradford-Tests 

photometrisch bestimmt. Als Referenzprotein diente bovines Serumalbumin (BSA). 

Zur Erstellung einer Stammlösung mit einer BSA-Konzentration von 2000 µg/ml 

wurde in Millipore H2O gelöstes BSA mit bekannter Konzentration (100 mg/ml) mit 

OptiMEM™ verdünnt. Um ausgehend von dieser Stammlösung eine 

Kalibrierungskurve erstellen zu können, wurde eine Verdünnungsreihe mit 

aufsteigender Konzentration des Referenzproteins gelöst in OptiMEM™ von 0 µg/ml, 

31,12 µg/ml, 62,5 µg/ml, 125 µg/ml, 250 µg/ml, 500 µg/ml, 1000 µg/ml bis 2000 µg/ml 

erstellt. Das Bradford-Reagenz ROTI®Quant wurde 1:5 mit Millipore H2O verdünnt. 

Anschließend wurden zu 995 µl ROTI®Quant in 1 ml-Küvetten je 5 µl der 

Referenzproteinlösungen oder der POS-Probe pipettiert. Die so entstandenen 

Reaktionslösungen wurden gevortext und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

Schließlich wurde die Absorbanz der Proben bei 595 nm photometrisch bestimmt. 



 

42 
 

Als Blindwert diente die gemessene Absorbanz für die Probe ohne BSA (0 µg/ml). 

Aus den erhaltenen Werten für die Referenzproteinlösungen wurde eine Eichkurve 

erstellt, mit deren Hilfe die POS-Konzentration ermittelt werden konnte. Bis zur 

weiteren Verwendung wurden die aufgereinigten POS bei -80 °C in OptiMEM™ mit 

1 % Gibco™ Penicillin-Streptomycin (10.000 U/ml) gelagert. 

3.5.2 POS-Phagozytose 

Die kryokonservierten bRPE- und kRPE-Zellen, die auf 6-Well-Transwell-Filter 

passagiert wurden, wurden nach 6 Wochen auf den Transwell-Filtern mit je 20 

porzinen POS pro Zelle inkubiert. Vor der Inkubation der Zellen wurden die POS auf 

Eis aufgetaut, in OptiMEM™ gelöst und in einem Ultraschall-Wasserbad mit einer 

Frequenz von 10 % 5 Minuten lang sonifiziert. Anschließend wurden die POS in ein 

50 ml-Zentrifugenröhrchen mit aufgesetztem Zellsieb einer Porengröße von 40 µm 

überführt und mit OptiMEM™ auf das benötigte Endvolumen verdünnt. Nach 2 

Stunden Inkubation der Zellen bei 37 °C wurden die POS abgesaugt und die RPE-

Zellen 3-mal mit DPBS gewaschen. Anschließend wurden aus der Hälfte der Zellen 

Proteinproben gewonnen (s. Punkt 3.6.1). Die verbliebenen Zellen wurden weitere 4 

Stunden mit 1 ml OptiMEM™ bei 37 °C inkubiert, bevor aus ihnen nach erneutem 2-

maligen Waschen mit DPBS ebenfalls Proteinproben gewonnen wurden. 

3.6 Nachweis über die Phagozytose von porzinen POS 

3.6.1 Gewinnung von Proteinproben 

Um Proteinproben aus den mit porzinen POS inkubierten bRPE- oder kRPE-Zellen 

zu gewinnen, wurden diese mit einem Zellschaber von dem Transwell-Filter gelöst. 

Zuvor wurde eine Tablette des Proteasehemmer-Cocktails cOmplete™ in 2 ml DPBS 

gelöst, im Verhältnis 1:25 mit DPBS verdünnt und je 500 µl dieser Roche-

cOmplete™-PBS-Lösung (RC-PBS) auf den zu erntenden Transwell-Filter pipettiert. 

Die entstandene Zellsuspension wurde in ein auf Eis gekühltes 1,5 ml-

Mikroreaktionsgefäß überführt. Jeder Filter wurde zusätzlich noch 2-mal mit 250 µl 

der Protease-Inhibitor-Lösung gewaschen. Nach 5-minütiger Zentrifugation der 

Proben bei 4 °C und 4.600 rpm wurde der Überstand verworfen und das Pellet in 

150 µl RC-PBS-Lösung resuspendiert. Mit Hilfe des Ultraschallgeräts Vibra-Cell™ 
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VCX400 wurden die Proben 10 Sekunden mit einer Amplitude von 30 % sonifiziert. 

Zuletzt wurde zu jeder Probe 37,5 µl 5x Laemmli Puffer (s. Tabelle 10) hinzugefügt 

und die Proben wurden 10 Minuten bei 96 °C unter Schütteln aufgekocht. Nach dem 

Auskühlen wurden die Proteinproben bis zur weiteren Analyse bei –20 °C 

aufbewahrt. 

3.6.2 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 

Die Auftrennung der denaturierten Proteinproben erfolgte mittels 

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE), wobei ein 12,5-prozentiges 

Trenngel und ein 3-prozentiges Sammelgel verwendet wurden (s. Tabelle 20). Die 

Gele wurden zwischen Mini PROTEAN® Glasplatten mit 1,5 mm Abstandshaltern 

gegossen. Jede Probe wurde unmittelbar vor dem Laden von je 10 µl für 5 Minuten 

auf 96 °C aufgekocht, gevortext und zentrifugiert. Als Molekularmassenstandard 

wurden pro Gel zusätzlich je 2-mal 7,5 µl PageRuler™ Prestained Protein Ladder 

geladen. Die Gelelektrophorese in SDS-Laufpuffer (s. Tabelle 10) erfolgte für 40 

Minuten bei 50 V und weitere 50 Minuten bei 150 V. 

 

Tabelle 20: Zusammensetzung des Polyacrylamid-Trenngels (12,5 %) und des Polyacrylamid-

Sammelgels (3 %) 

Komponente Trenngel (12,5 %) Sammelgel (3 %) 

Tris-HCl, pH 6,8 - 0,55 M 

Tris-HCl, pH 8,8 0,479 M - 

Rotiphorese Gel 40 % 

Acrylamid/Bisacrylamid 

11 % (v/v) 11 % (v/v) 

SDS, 20 % 0,1 % (w/v) 0,1 % (w/v) 

APS 0,1 % (w/v) 0,1 % (w/v) 

TEMED 0,2 % (w/v) 0,2 % (w/v) 
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3.6.3 Western Blot-Analyse 

Zur Übertragung der nun nach Molekulargewichten aufgetrennten Proteine von den 

Gelen auf eine Polyvinylidendifluorid-Transfermembran (PVDF) wurde das Semi-Dry-

Blotting-Verfahren angewendet. Dazu wurde die PVDF-Membran zunächst für 30 

Sekunden in Methanol aktiviert und zusammen mit dem SDS-Gel und 2 1,5 mm-Gel-

Blotting-Papieren in 1x Towbin-Puffer (s. Tabelle 10) mit zusätzlich 20 % Methanol 

equilibriert. Das SDS-Gel wurde auf der PVDF-Membran zwischen den 2 Gel-

Blotting-Papieren platziert. Mittels des Trans-Blot® Turbo™ Transfer Systems 

wurden die Proteine bei einer Laufzeit von 40 Minuten bei 24 V auf die PVDF-

Membranen übertragen. Im Anschluss wurden die Membranen 1 Stunde bei 

Raumtemperatur in einer Blocklösung aus TBS-T (s. Tabelle 10) mit 5 % Milchpulver 

eingelegt und über Nacht mit der Primärantikörper-Lösung (Rhodopsin, s. Tabelle 

21) inkubiert. Am nächsten Morgen wurden die Membranen 3-mal je 5 Minuten mit 

TBS-T gewaschen und für 1 Stunde bei Raumtemperatur mit der 

Sekundärantikörper-Lösung inkubiert (s. Tabelle 21). Nach erneutem 3-maligen 

Waschen der Membranen für je 5 Minuten wurde die Chemilumineszenz mit Hilfe 

des Clarity™ Western ECL Substrats aktiviert. Die Proteinbanden wurden mit dem 

Odyssey® Fc Imaging System detektiert und mit Hilfe der Software Image Studio 

(Ver 5.2) visualisiert. Da das Clarity Max™ Western ECL Substrat eine höhere 

Sensitivität aufweist, wurde es bei einer durch das übliche Substrat zu geringer 

Intensität des Signals zusätzlich eingesetzt. Anschließend wurden die Membranen 

erneut 3-mal je 5 Minuten mit TBS-T gewaschen und 2 Stunden bei Raumtemperatur 

mit der Primärantikörper-Lösung gegen Beta-Aktin inkubiert. Die nächsten 

Arbeitsschritte bis zur Aufnahme des Signals erfolgten analog der obigen 

Beschreibung. 

 

Tabelle 21: Zusammensetzung der für die Westernblot-Analyse verwendeten Antikörper-
Lösungen 

Lösung Zusammensetzung Konzentration 

Primärantikörper-Lösung Primärer Antikörper 

Milchpulver, Blotting 

Grade 

TBS-T 

Konzentration s. Tabelle 3 

5 % (w/v) 

 

Sekundärantikörper-Lösung Sekundärer Antikörper Konzentration s. Tabelle 4 
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Milchpulver, Blotting 

Grade 

TBS-T 

5 % (w/v) 

 

 

3.7 Quantitative Analyse der mRNA-Expression von RPE-Marker-
Genen  

Die Expression von RPE-Marker-Genen wurde in 2 Experimenten untersucht. Zum 

einen wurde die Expression von BEST1 und RPE65 der zuvor kryokonservierten und 

6 Wochen auf Transwell-Filtern kultivierten RPE-Zellen analysiert. Zum anderen 

standen nicht kryokonservierte bRPE-Zellen (Passage 2) zur Verfügung, die während 

ihrer Differenzierung mit oder ohne Zusatz von 10 mM Nicotinamid auf 6-Well-

Zellkulturplatten kultiviert wurden. Hier wurde zusätzlich die Expression von PMEL 

und MITF überprüft. 

3.7.1 Isolation der mRNA 

Zur Isolation der Gesamt-mRNA wurde das PureLink™ RNA Mini Kit verwendet. Zur 

Vermeidung eines Abbaus der mRNA durch Ribonukleasen während der Isolation 

wurde der Arbeitsplatz zuvor mit RNase AWAY® gereinigt und es wurden bei allen 

Arbeitsschritten Handschuhe getragen. 

Zur Sicherung der mRNA der RPE-Zellen wurden die Zellen mit einem Zellschaber 

unter Zugabe von 350 µl Lyse-Puffer mit 1 % β-Mercaptoethanol von 12-Well-

Transwell-Filtern oder 6-Well-Zellkulturplatten gelöst. Das Zelllysat wurde in ein 

1,5 ml-Mikroreaktionsgefäß überführt und der Filter nochmals mit 350 µl Lyse-Puffer 

mit 1 % β-Mercaptoethanol gespült. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben 

unmittelbar auf Trockeneis und im Anschluss bei -80 °C konserviert. 

Nach dem Auftauen der Gesamt-mRNA-Proben auf Eis wurden die Zellmembranen 

der in 700 µl Lysepuffer mit 1 % β-Mercaptoethanol gelösten Zellen entweder durch 

QIAshredder® Säulen oder durch Metallkugeln aufgebrochen, 3 Minuten bei 

13.000 rpm zentrifugiert und der Überstand im Verhältnis 1:1 in 70 % Ethanol gelöst. 

Die restlichen Arbeitsschritte entsprachen mit kleineren Anpassungen den Schritten 

2 bis 6 des Protokolls des Herstellers (76) (s. Tabelle 22). Zuletzt wurde die mRNA-

Konzentration und die Reinheit der mRNA-Probe am NanoDrop ND-1000 
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Spektrophotometer gemessen und die Probe bis zur weiteren Verwendung bei -

80 °C gelagert. 

 

Tabelle 22: Arbeitsschritte zur Isolation der mRNA 

 Arbeitsschritte 

mRNA-Bindung 1. Überführen von 700 µl Zelllysat in ein Sammelröhrchen mit Filter 

2. bei 12.000 rpm für 15 Sekunden zentrifugieren und Überstand 

verwerfen 

3. Schritt 1. und 2. mit den restlichen 700µl Zelllysat wiederholen  

Waschung der 

mRNA und 

enzymatischer DNA-

Verdau 

4. Zugabe von 350 µl Wasch-Puffer-I 

5. bei 12.000 rpm für 15 Sekunden zentrifugieren 

6. Zugabe von 80 µl RNAse-Free DNAse Set (10 µl DNAse in 70 µl 

RDD-Puffer/Probe) und Inkubation bei Raumtemperatur für 15 

Minuten 

7. Zugabe von 350 µl Wasch-Puffer-I  

8. bei 12.000 rpm für 1 Minute zentrifugieren 

9. Überstand verwerfen und Filter in neuem Sammelröhrchen platzieren 

10. Zugabe von 500 µl Wasch-Puffer-II 

11.  bei 12.000 rpm für 15 Sekunden zentrifugieren und Überstand 

verwerfen 

12. Schritt 10. und 11. 1-mal wiederholen 

Eluieren der mRNA 13. bei 12.000 rpm für 2 Minuten zentrifugieren 

14. Verwerfen des Sammelröhrchens und und Überführung des Filters in 

ein Auffangröhrchen 

15. Zugabe von 30 µl (12-Well-Transwellfilter) bzw. 35 µl (6-Well-

Zellkulturplatte) mRNAse freiem H2O und Inkubation bei 

Raumtemperatur für 1 Minute  

16. bei 12.000 rpm für 2 Minuten zentrifugieren 

17. Filter aus dem Auffangröhrchen herausnehmen und Eluat mit Pipette 

aufnehmen 

18. Filter zurück in das Auffangröhrchen setzten und Eluat mittig in den 

Filter pipettieren. Im Anschluß 1 Minute bei Raumtemperatur 

inkubieren und Schritt 16. 1-mal wiederhohlen 
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3.7.2 Synthese der cDNA 

Zur Synthese der cDNA aus den isolierten mRNA-Proben wurde das RevertAid™ 

First Strand cDNA Synthesis Kit verwendet. Pro Experiment wurden zwischen 400 ng 

und 1500 ng mRNA in cDNA umgeschrieben. Bei wenigen Ausnahmen, in der die 

mRNA-Konzentration der Probe sehr gering war, wurde die jeweilig höchstmögliche 

Menge in cDNA umgeschrieben. Die mRNA-Proben wurden mit RNAse freiem H2O 

auf dieselbe Endkonzentration verdünnt und mit 1 µl Random Hexamer Primer 5 

Minuten bei 65 °C inkubiert (s. Schritt 1 Tabelle 23). Anschließend wurden die 

restlichen Komponenten des Reaktionsansatzes hinzugefügt (s.  

Tabelle 24) und das Thermocycler-Programm fortgesetzt (s. Schritt 2 Tabelle 23). 

Zuletzt wurden die cDNA-Proben mit RNAse freiem H2O auf eine Konzentration von 

20 ng/µl verdünnt und bis zur weiteren Analyse bei -20 °C gelagert. Bei einer 

geringeren Konzentration als 20 ng/µl erfolgte keine weitere Verdünnung. 

 

Tabelle 23: Thermocycler-Programm für die cDNA-Synthese 

Reaktionsschritt Temperatur in °C Dauer in min 

Schritt 1: Annealing 65 5 

Schritt 2: cDNA-Synthese und Hitzeinaktivierung 25 10 

42 60  

70 15 

4 - 

 

Tabelle 24: Einfacher Reaktionsansatz für die cDNA-Synthese 

Komponente Volumen in µl 

5x Reaktionspuffer 4 

dNTPs 2 

RevertAid Reverse Transkriptase 1 
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3.7.3 mRNA-Expressionsanalyse mittels quantitativer Echtzeit-RT-PCR (qRT-
PCR) 

Für die mRNA-Expressionsanalyse mittels qRT-PCR wurden grundsätzlich je 2,5 µl 

cDNA in Triplikaten auf eine MicroAmp™ optische 384-Well-Reaktionsplatte 

pipettiert. Anschließend wurde der Reaktionsansatz hinzugefügt, der zuvor für jedes 

untersuchte Gen unter Verwendung der zugehörigen Oligonukleotidprimer und 

Sonden separat erstellt wurde (s. Tabelle 25). Die qRT-PCR wurde unter 

Verwendung des entsprechenden Programms (s. Tabelle 26) mit Hilfe des 

QuantStudio® 5 Real-Time PCR Systems durchgeführt. Die Genexpression wurde 

unter Verwendung der ΔΔCt-Methode (77) zuerst auf das Haushaltsgen HPRT1 

normalisiert. Anschließend wurden die Werte der bRPE-Zellen entweder auf den 

mittleren Schwellenwertzyklus der iPS-Zellen oder auf den mittleren 

Schwellenwertzyklus der kRPE-Zellen normalisiert. 

 

Tabelle 25: Reaktionsansatz für die qRT-PCR 

Komponente Volumen in µl 

Taykon Low ROX Probe 2x MasterMix dTTP blue 5 

Primer forward (1:10 verdünnt) 1 

Primer reverse (1:10 verdünnt) 1 

Sonde (1:4 verdünnt) 0,125 

Millipore H2O 0,375 

 

Tabelle 26: Programm für die qRT-PCR 

Reaktionsschritt Temperatur in °C Dauer in Sekunden 

Schritt 1: Denaturierung 95 40 

Schritt 2: Annealing 60 60 

Schritt 3: Elongation 72 120 

Insgesamt wurden 40 Zyklen durchlaufen 
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3.8 Statistische Auswertung und graphische Darstellung der Daten 

Die erhobenen ΔΔCt-Werte zur mRNA-Expressionsanalyse und die TEER-

Messwerte wurden mithilfe des Statistikprogramms IBM SPSS Statistics 25 

ausgewertet. Die Überprüfung der Daten auf Normalverteilung erfolgte mit dem 

Shapiro-Wilk-Test (78,79). Der Levene-Test diente zur Überprüfung der Daten auf 

Varianzhomogenität (80). Waren diese Voraussetzungen für einen parametrischen 

Test zum Vergleich der Mittelwerte erfüllt, wurde bei einem Vergleich zwischen 2 

unabhängigen Stichproben der zweiseitige t-Test verwendet, bei einem Vergleich 

zwischen mehr als 2 unabhängigen Stichproben die einfaktorielle ANOVA (81). Als 

Maß der Effektstärke wurde Cohens d bei einem signifikanten t-Test berechnet und 

nach Cohen interpretiert (d = 0,2 : kleiner Effekt; d = 0,5: mittlerer Effekt; d = 0,8: 

großer Effekt) (82). Signifikante Ergebnisse bei der einfaktoriellen ANOVA wurden 

mit dem Tukey-HSD Post-hoc-Test ausgewertet. Als Maß der Effektstärke wurde ε2 

berechnet. Als Grenzen für die Größe des Effekts wurden nach Cohen ε2 = 0,01 für 

einen kleinen Effekt, ε2 = 0,06 für einen moderaten Effekt und ε2 = 0,14 für einen 

großen Effekt gewählt (82). Waren die Varianzen ungleich oder die Daten nicht 

normalverteilt, wurden die robustere Welch-ANOVA und der Games-Howell Test 

ausgewertet (83,84). Um Unterschiede bezüglich der zentralen Tendenzen zwischen 

mehr als 2 Gruppen aufzudecken, wurden als nicht-parametrische Testverfahren bei 

ungleicher Varianz und nicht normalverteilten Daten der Kruskal-Wallis-Test und als 

Post-hoc-Test der Dunn-Bonferroni-Test verwendet (85–87). Anhand der 

signifikanten Werte des Dunn-Bonferroni-Tests wurden Effektstärken (≙r) berechnet 

und gemäß der Einteilung von Cohen (1992) beurteilt (r ≥ 0,1: geringer Effekt; r ≥ 0,3: 

mäßiger Effekt; r ≥ 0,5: starker Effekt) (88). Die Daten wurden mittels Word, Excel, 

IBM SPSS Statistics 25 und CorelDRAW 2021 graphisch dargestellt. 

  



 

50 
 

4. Ergebnisse 

4.1 Differenzierung der iPS-Zellen zu bRPE-Zellen und retinalen 
Organoiden 

Im ersten Teil der Arbeit sollte die zuverlässige Generierung von bRPE mithilfe des 

angepassten Protokolls zur Differenzierung von retinalen Organoiden durch weitere 

Differenzierungen bestätigt werden. Aus allen verwendeten iPS-Zelllinien konnten mit 

Hilfe des Differenzierungsprotokolls zwischen 6 bis 10 retinale Organoide (s. 

Ergänzende Abbildung 1A, Appendix) und bRPE-Zellen (s. Ergänzende Abbildung 

1B, Appendix) gewonnen werden. Aufgrund mikrobiologischer Kontaminationen der 

bRPE-Zellen durch Pilze (mikroskopisch sichtbare Hyphen) konnte jedoch lediglich 1 

bRPE-Zellreplikat (Zelllinie: NJ111) in Flüssigstickstoff konserviert werden. Die 

kontaminierten bRPE-Zellen wurden verworfen und nicht in Experimenten eingesetzt. 

Prinzipiell wirkten die bRPE-Zellen, die ab dem 23. bzw. 24. Tag der Differenzierung 

10 mM Nicotinamid erhielten, deutlich stärker pigmentiert als diejenigen, die ohne 

Nicotinamid differenziert wurden und zeigten die erwünschte hexagonale 

Morphologie von RPE-Zellen (s. Ergänzende Abbildung 1B, Appendix). 

4.2 Charakterisierung der bRPE-Zellen 

4.2.1 Anstieg des TEER 

Der erste Schritt zur Charakterisierung der bRPE-Zellen umfasste die Überprüfung 

ihrer Barrierefunktion. Über einen Zeitraum von 6 Wochen wurde dazu der TEER, 

der in ihrem jeweiligen Standardmedium auf Transwell-Filtern kultivierten bRPE-

Zellen (Zelllinien: MK26_1, MK27_1, NG2_1, NG3_1, NJ105_2 und NJ111_1, n = 6) 

und kRPE-Zellen (Zelllinien: MK26, MK27, NG3, NJ105 und NJ111, n = 5), erhoben. 

Um zusätzlich in Hinblick auf eine künftige Co-Kultur den Einfluss von SMro auf die 

Barrierefunktion der bRPE-Zellen zu überprüfen, wurden nach abgeschlossener 

Umstellung des Mediums in Woche 4 an diesen Zellen ebenfalls TEER-Messungen 

durchgeführt (technische Replikate der oben genannten bRPE-Zelllinien, n = 6). 

Im beobachteten Zeitraum von 6 Wochen stiegen die TEER-Messwerte sowohl bei 

den mit SMk kultivierten kRPE- als auch bei den mit SMb kultivierten bRPE-Zellen an 

(Abbildung 5). Außer in Woche 1, in der die in SMb kultivierten bRPE-Zellen einen 
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statistisch signifikant niedrigeren TEER von durchschnittlich 43,0 Ω*cm2 zeigten (95 

% - CI [7,43; 78,57]), t (9) = 2,73, p = 0,023, d = 0,678), ergaben sich keine weiteren 

relevanten Unterschiede zwischen denen im jeweiligen Standardmedium kultivierten 

bRPE- und kRPE-Zellen. Allerdings zeigten die bRPE-Zellen im Durchschnitt 

niedrigere Messwerte als die kRPE-Zellen, mit einer hohen Varianz der Werte 

zwischen den einzelnen Differenzierungen (s. Ergänzende Tabelle 1, Appendix). So 

betrug der geringste TEER-Messwert in Woche 6 13,04 Ω*cm2 und der höchste 

548,86 Ω*cm2. Im Gegensatz dazu fielen die TEER-Messwerte der bRPE-Zellen 

stark ab, nachdem sie in SMro kultiviert wurden. Bereits unmittelbar nach der 

Umstellung des Mediums in Woche 4 demonstrierten sie im Vergleich zu den kRPE-

Zellen einen um durchschnittlich 201,30 Ω*cm2 niedrigeren TEER-Messwert (95 % - 

CI [6,82; 395,79], F (2; 14) = 3,92, p = 0,042, ε2 = 0,268). In Woche 5 und 6 ergaben 

sich im Vergleich zu den kRPE-Zellen ebenfalls signifikant geringere TEER-

Messwerte für die in SMro kultivierten bRPE-Zellen (Woche 5: 95 % - CI [112,40; 

322,94], F (2; 6,74) = 22,66, p = 0,003, ε2 = 0,363; Woche 6: 95 % - CI [112,01; 

372,14], F (2; 8,00) = 14,63, p = 0,002, ε2 = 0,34). 

 

 

Abbildung 5: Vergleichbarer Anstieg der TEER-Messwerte über einen Zeitraum von 6 Wochen 
bei bRPE- und kRPE-Zellen 

Die TEER-Messwerte wurden wöchentlich im Zeitraum der 6-wöchigen Kultur der Zellen auf Transwell-Filtern 

erhoben. Gezeigt sind die gemittelten TEER-Messwerte der in Standardmedium kultivierten kRPE-Zellen (kRPE, 

Zelllinien: MK26, MK27, NG3, NJ105, NJ111, n = 5) und bRPE-Zellen (bRPE, Zelllinien: MK26_1, MK 27_1, 

NG2_1, NG3_1, NJ105_2, NJ111_1, n = 6). Nachdem in Woche 4 die Hälfte der bRPE-Zellen an SMro gewöhnt 
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wurde, wurden für diese ebenfalls TEER-Messwerte erfasst (bRPE → SMro, Zelllinien: MK26_1, MK27_1, 

NG2_1, NG3_1, NJ105_2, NJ111_1, n = 6). Über den beobachteten Zeitraum stiegen die TEER-Messwerte bei 

den im Standardmedium kultivierten kRPE- und bRPE-Zellen in einem vergleichbaren Ausmaß an. Die 

Umstellung zu SMro führte dagegen unmittelbar nach der Umstellung in Woche 4 zu einem signifikanten Abfall 

der TEER-Messwerte. Diese zeigten auch in Woche 5 und 6 ein vergleichbar niedriges Niveau. Die statistische 

Signifikanz zwischen den Gruppen ist als * für p < 0,05; und ** für p < 0,01 angegeben. Die Daten sind als 

Mittelwert (+ Standardabweichung) dargestellt. 

 

4.2.2 Expression und korrekte Lokalisation von RPE-Marker-Proteinen und 
ZO-1 

Der nächste Schritt zur Charakterisierung der bRPE-Zellen umfasste die Analyse der 

Expression und Lokalisation von RPE-Marker-Proteinen und des Tight Junction 

Markers ZO-1. Die nicht kryokonservierten bRPE-Zellen (Zelllinien: NG2_1, NG2_2, 

NG3_2, NG3_3, MK26_1, MK26_2, MK27_1, MK27_2, MK27_3, NJ105_2, NJ105_3 

und NJ111_2; Übersicht über die Färbung der einzelnen experimentellen Replikate s. 

Ergänzende Tabelle 2, Appendix), die nach 6-wöchiger Kultur auf Transwell-Filtern je 

am Tag 105 der Differenzierung geerntet wurden, zeigten unabhängig von den 

beiden Kultivierungsbedingungen in SMb oder der Umstellung von SMb auf SMro 

(SMb → SMro) durchgängig die Expression von typischen RPE-Marker-Proteinen, 

wie BEST1, der beta1-Untereinheit der transmembranösen Natrium-Kalium-ATPase 

(ATP1B1) (7,89,90) und des im Zellkern lokalisierten Transkriptionsfaktors OTX2 

(91,92) (Abbildung 6 A-F). Wie erwartet, war BEST1 basolateral (Abbildung 6 A-E) 

und ATP1B1 apikal an der Zellmembran lokalisiert (Abbildung 6 C, E). OTX2 zeigte 

die korrekte Lokalisation im Zellkern (Abbildung 6 A, B, D, F). Die Lokalisation von 

ATP1B1 an der Zellmembran war bei der bRPE-Zelllinie MK26_2 (Abbildung 6 C) 

dabei stärker ausgeprägt als bei NJ105_2 (Abbildung 6 E). Alle untersuchten Zellen 

zeigten die korrekte apikal-laterale Lokalisation des Proteins ZO-1 und damit die 

typische hexagonale Morphologie von RPE-Zellen (Abbildung 6 A-E). Allerdings 

wirkten die bRPE-Zellen, die in SMro kultiviert wurden, in ihrer räumlichen 

Ausdehnung insgesamt kleiner. Auf die Expression und Lokalisation der übrigen 

untersuchten Proteine schien SMro keinen relevanten Einfluss zu nehmen. Die 

Zellreplikate, die als Kontrolle bei sonst identischer Behandlung nicht mit der 

Primärantikörper-Lösung gefärbt wurden, zeigten keine spezifische Färbung 

(Abbildung 6 G). 
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Abbildung 6: Expression und korrekte Lokalisation von RPE-Marker-Proteinen und dem Tight-
Junction-Protein ZO-1 bei bRPE-Zellen 

Gezeigt sind konfokale Fluoreszenzaufnahmen der auf Transwell-Filtern kultivierten bRPE-Zellen, die mit 

Antikörpern gegen OTX2, ATP1B1, ZO-1 (magenta) und BEST1 (cyan) gefärbt wurden. Die Zellnuklei wurden mit 
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DAPI (blau) gegengefärbt. Insgesamt exprimierten alle bRPE-Zellen (A-F) die untersuchten RPE-Marker-Proteine 

und ZO-1 in der korrekten Lokalisation. So waren ZO-1, ATP1B1 und BEST1 korrekt an der Zellmembran und 

OTX2 korrekt im Zellkern lokalisiert. Die Lokalisation von ATP1B1 an der Zellmembran war bei der bRPE-Zelllinie 

MK26_2 (C) dabei stärker ausgeprägt als bei NJ105_2 (E). Insgesamt erscheinen die bRPE-Zellen, die mit SMro 

(SMb → SMro) kultiviert wurden, kleiner. (G) Als Kontrolle wurde je ein Replikat nur mit der Sekundärantikörper-

Lösung gefärbt. Repräsentativ ist für jede verwendete Primärantikörper-Lösung ein zusammengesetztes Bild 

(Composite) dargestellt. Maßstabsleiste: 30 µm. Vergrößerung: 20-fach. 

 

Um zusätzlich zu überprüfen, ob die bRPE-Zellen neben SMro auch SMk und die 

Konservierung in Flüssigstickstoff tolerieren, wurden die kryokonservierten bRPE-

Zellen (Zelllinien: MK26_1, MK 26_2, MK 27_1, MK27_2, MK27_3, NG2_1, NG2_2, 

NG3_1, NG3_2, NG3_3, NJ105_2, NJ105_3, NJ111_1 und NJ111_2) und kRPE-

Zellen (Zelllinien: MK26, MK27, NG3, NJ105 und NJ111) nach 6-wöchiger Kultur auf 

Transwell-Filtern mit Antikörpern gegen ZO-1 gefärbt. 

Alle untersuchten Zelllinien zeigten unabhängig von dem verwendeten 

Zellkulturmedium die korrekte Lokalisation des Proteins an der Zellmembran 

(Abbildung 7 A-F). Ebenso wie in Abbildung 6 wirken die bRPE-Zellen, die in SMb 

oder SMk kultiviert wurden, im optischen Vergleich größer als die bRPE-Zellen, die 

über einen Zeitraum von 3 Wochen in SMro kultiviert wurden. Zwischen den kRPE-

Zellen und bRPE-Zellen, die in SMk oder SMb kultiviert wurden, ergaben sich im 

optischen Vergleich keine relevanten Unterschiede. 
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Abbildung 7: Expression und korrekte Lokalisation von ZO-1 bei bRPE-Zellen nach 
Kryokonservierung 

Gezeigt sind konfokale Fluoreszenzaufnahmen von zuvor kryokonservierten RPE-Zellen, die nach 6-wöchiger 

Kultur auf Transwell-Filtern mit Antikörpern gegen ZO-1 (magenta) gefärbt wurden. Die Zellkerne wurden mit 
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DAPI (blau) gegengefärbt. Sowohl die kRPE-Zelllinien (A, B, D, E, F) als auch die bRPE-Zelllinien (A-F; einzelne 

experimentelle Replikate sind durch Nummern gekennzeichnet) zeigten unabhängig von den jeweiligen 

Kultivierungsbedingungen durchgängig die Expression von ZO-1 in der erwarteten Lokalisation an der 

Zellmembran. Die bRPE-Zellen, die mit SMk oder SMb kultiviert wurden, wirken im optischen Vergleich größer als 

nach Kultur der Zellen mit SMro (SMb → SMro oder SMk → SMro). Die Aufnahmen wurden mit 40-facher 

Vergrößerung unter Verwendung von Immersionsöl erstellt. Maßstableiste: 15 µm. 

4.2.3 Phagozytose-Experimente mit porzinen POS 

Da die Phagozytose von POS eine der wichtigsten Eigenschaften von RPE-Zellen in 

vivo darstellt, wurde im nächsten Schritt zur Charakterisierung der bRPE-Zellen 

deren Fähigkeit zur Phagozytose von porzinen POS mittels Westernblot-Analyse 

überprüft. Gezeigt ist die Internalisierung der POS nach 2 Stunden Inkubation mit 

porzinen POS (entspricht der jeweiligen 0 h Probe) und deren Degradation nach 

weiteren 4 Stunden (entspricht der jeweiligen 4 h Probe) Inkubation der Zellen für die 

in SMk kultivierten kRPE-Zellen (Zelllinien: MK26, MK27, NJ111 und NJ105) und die 

in SMro kultivierten bRPE-Zellen (Zelllinien: MK26_1, MK26_2, MK27_1, MK27_2, 

MK27_3, NG3_1, NG3_2, NG3_3, NG2_1, NG2_2, NJ111_1, NJ111_2, NJ105_1 

und NJ105_2) (Abbildung 8). Die PVDF-Membranen wurden mit Antikörpern gegen 

das POS-spezifische Protein Rhodopsin und als Ladekontrolle mit Beta-Aktin 

inkubiert. Alle kRPE und bRPE-Zelllinien zeigten eine Färbung gegen Beta-Aktin. Bei 

den kRPE-Zelllinien ist zu keinem Zeitpunkt eine Färbung gegen Rhodopsin 

erkennbar. Im Gegensatz dazu zeigten die bRPE-Zelllinien durchschnittlich zum 

Zeitpunkt der Internalisierung (0 h) ein stärkeres Signal für die Färbung gegen 

Rhodopsin als nach weiteren 4 Stunden Inkubation. Auch hier war wiederum eine 

hohe Varianz zwischen den einzelnen bRPE-Zellreplikaten zu beobachten. So ist 

zum Beispiel bei MK27_1 nahezu keine Abschwächung des Signals für die Färbung 

gegen Rhodopsin festzustellen, während bei dem 2. und 3. Replikat von MK27 nach 

4 Stunden keine Färbung gegen Rhodopsin sichtbar ist. 
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Abbildung 8: Phagozytose-Experimente 
mit porzinen POS 

Vier kRPE-Zelllinien (MK26, MK27, NJ111 und 

NJ105) sechs bRPE-Zelllinien (MK26, MK27, 

NG3, NG2, NJ111 und NJ105), bestehend aus 2 

bis 3 experimentellen Replikaten (Rep.), wurden 

mit porzinen POS inkubiert. Mit Hilfe der 

Westernblot-Analyse wurden das POS-

spezifische Protein Rhodopsin-1D4 (α-RHO-1D4; 

47 kDa) und als Ladekontrolle Beta-Aktin (α-

ACTB; 43 kDa) detektiert. Während die kRPE-

Zelllinien zu keinem Zeitpunkt eine Rhodopsin-

Färbung zeigten, war für alle bRPE-Zelllinien 

zum Zeitpunkt der Internalisierung (0 h) eine 

Färbung gegen Rhodopsin erkennbar. Nach 4 

Stunden Inkubation (4 h) war die Färbung gegen 

Rhodopsin durchschnittlich abgeschwächt oder 

nicht mehr sichtbar. 

 

 

 

4.2.4 Nachweis der Expression von RPE-Marker-Genen 

Der letzte Schritt zur Charakterisierung der bRPE-Zellen umfasste die quantitative 

Analyse der Expression von RPE-Marker-Genen mittels qRT-PCR. Die 

Genexpression wurde unter Verwendung der ΔΔCt-Methode (77) auf das 

Haushaltsgen HPRT1 normalisiert. Anschließend wurden die Werte der bRPE-Zellen 

für die Analyse der Expression von BEST1, RPE65, PMEL und MITF auf den 

Schwellenwertzyklus der iPS-Zellen (s. Punkt 4.2.4.1 und Ergänzende Tabelle 3, 

Appendix) und für die Analyse der Expression von BEST1 und RPE65 auf den 

Schwellenwertzyklus der kRPE-Zellen (s. Punkt 4.2.4.2 und Ergänzende Tabelle 5, 

Appendix) kalibriert. Die iPS-Zellen dienten als negative, die kRPE-Zellen als positive 

Kontrolle. 

4.2.4.1 Nachweis der Expression von BEST1, RPE65, PMEL und MITF 

Die auf 6-Well-Zellkulturplatten kultivierten und am 105. Tag der Differenzierung 

geernteten bRPE-Zellen wiesen eine Expression der 4 untersuchten RPE-Marker-

Gene auf, wobei die Werte sowohl zwischen den einzelnen Differenzierungen als 

auch in Hinblick auf das untersuchte Gen eine hohe Variabilität erkennen ließen (s. 
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Ergänzende Tabelle 4, Appendix). So zeigte sich für BEST1 im Vergleich zu den iPS-

Zellen eine im Mittel um den Faktor 26.000 und für RPE65 um den Faktor 200.000 

erhöhte Expression der Gene, während die Expression von MITF mit einem Faktor 

von 500 und PMEL mit einem Faktor von 100 im Vergleich zu den iPS-Zellen 

geringer ausfiel. Zudem zeigte sich für alle untersuchten Gene eine signifikant 

höhere relative Expression bei den bRPE-Zellen, die mit Nicotinamid differenziert 

wurden, sowohl im Vergleich zu den bRPE-Zellen, die ohne Nicotinamid differenziert 

wurden, als auch zu den iPS-Zellen derselben Klonnummern (Abbildung 9 A-D). So 

demonstrierten die bRPE-Zellen mit Nicotinamid eine signifikant höhere Expression 

von BEST1 als die bRPE-Zellen ohne Nicotinamid (z = 3,01, p = 0,008, r = 0,58) und 

die iPS-Zellen (z = 5,11, p = 0,000, r = 1,09). Die bRPE-Zellen ohne Nicotinamid 

exprimierten außerdem signifikant mehr BEST1 als die iPS-Zellen (z = 2,46, p = 

0,041, r = 0,54). Ebenso war die Expression von MITF, PMEL und RPE65 bei den 

bRPE-Zellen mit Nicotinamid im Vergleich zu den bRPE-Zellen ohne Nicotinamid 

(MITF: z = 3,09, p = 0,006; r = 0,61; PMEL: z = 3,11, p = 0,005, r = 0,62; RPE65: z = 

2,44, p = 0,045, r = 0,61) und im Vergleich zu den iPS-Zellen signifikant erhöht 

(MITF: z = 4,39, p = 0,000, r = 1,03; PMEL: z = 3,19, p = 0,004, r = 0,77; RPE65: z = 

2,90, p = 0,011, r = 0,92). 
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Abbildung 9: Nachweis der Expression 

von RPE-Marker-Genen bei 
bRPE-Zellen 

Die mRNA der mit oder ohne Nicotinamid 

kultivierten bRPE-Zellen (bRPE +N oder -N) bzw. 

der iPS-Zellen (iPS) wurde isoliert und in cDNA 

umgeschrieben. Die relative mRNA-Expression für 

(A) BEST1 (n (iPS) = 8, n (bRPE -N) = 13, n (bRPE 

+N) = 14), (B) MITF (n (iPS) = 5, n (bRPE -N) = 13, 

n (bRPE +N) = 13), (C) PMEL (n (iPS) = 5, n 

(bRPE -N) = 13, n (bRPE +N) = 12) und (D) RPE65 

(n (iPS) = 2, n (bRPE -N) = 8, n(bRPE +N) = 8) 

wurde mittels qRT-PCR in Triplikaten erhoben, 

unter Verwendung der ΔΔCt-Methode (77) gegen 

das Haushalts-Gen HPRT1 normalisiert. und 

anschließend auf den durchschnittlichen 

Schwellenwert-Zyklus der iPS-Zellen kalibriert. Die 

Daten sind als Boxplot dargestellt, wobei die Box 

50 % der mittleren Daten enthält. Die Länge der 

Whisker entspricht 1,5 Interquartilsabständen 

(IQA). Milde Ausreißer (1,5 bis 3 IQA) sind mit ○, 

starke Ausreißer (> 3 IQA) mit ● gekennzeichnet. 

Die statistische Signifikanz ist als * für p < 0,05; ** 

für p < 0,01 und *** für p < 0,001 angegeben. Die 

bRPE-Zellen demonstrierten eine Expression aller 

4 untersuchten Marker-Gene, wobei die Expression 

der Gene bei bRPE +N sowohl im Vergleich zu den 

iPS-Zellen als auch im Vergleich zu bRPE -N 

signifikant erhöht war. 
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4.2.4.2 Nachweis der Expression von BEST1 und RPE65 

Neben der Expression der RPE-Marker-Gene BEST1 und RPE65 wurde bei den 

kryokonservierten und 6 Wochen auf Transwellfiltern kultivierten bRPE-Zellen auch 

der Einfluss von SMro über einen Zeitraum von 3 Wochen und der Einfluss von SMk 

auf die bRPE-Zellen untersucht. 

Insgesamt zeigten die in SMk oder SMb kultivierten bRPE-Zellen und die kRPE-

Zellen eine vergleichbare Expression von BEST1 und RPE65, die sich signifikant von 

der Expression der iPS-Zellen unterschied (BEST1: kRPE: z = 3,88, p = 0,002, r = 

1,37; bRPE SMb: z = 3,20, p = 0,021, r = 0,96; bRPE SMk: z = 3,95, p = 0,001, r = 

1,06; RPE 65: kRPE: z = 4,15, p = 0,000, r = 1,57; bRPE SMb: z = 3,19, p = 0,021, r 

= 0,96; bRPE SMk: z = 3,67, p = 0,004, r = 1,02) (Abbildung 10 A, B). Vor allem bei 

den bRPE-Zellen war jedoch eine hohe Varianz zwischen den einzelnen Replikaten 

zu beobachten (s. Ergänzende Tabelle 6, Appendix). 

Im Gegensatz zur Kultivierung der bRPE-Zellen in SMk schien die Umstellung der 

bRPE-Zellen auf SMro einen negativen Einfluss auf die Expression der beiden Gene 

zu nehmen. So unterschied sich die Genexpression dieser Zellen für BEST1 zwar 

nicht signifikant von der der in SMb oder SMk kultivierten bRPE-Zellen und kRPE-

Zellen, jedoch auch nicht signifikant von der der iPS-Zellen. Für RPE65 ergab sich im 

Vergleich zu den kRPE-Zellen zudem eine statistisch signifikant geringere 

Expression bei den in SMro kultivierten bRPE-Zellen (SMb → SMro: z = 3,39, p = 

0,011, r = 0,85; SMk → SMro: z = 3,95, p = 0,001, r = 0,96) (Abbildung 10 B). 

Weiterhin unterschied sich die mittlere Expression von RPE65 statistisch signifikant 

zwischen den bRPE-Zellen, die in SMk kultiviert wurden und den in SMro kultivierten 

bRPE-Zellen (SMk → SMro: z = 3,57, p = 0,005, r = 0,80). 
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Abbildung 10: Nachweis der Expression von RPE-Marker-Genen bei bRPE-Zellen 

Die mRNA der RPE-Zellen bzw. der iPS-Zellen wurde isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die bRPE-Zellen 

wurden entweder in dem Standardmedium für bRPE-Zellen oder kRPE-Zellen (SMb bzw. SMk) kultiviert. 3 

Wochen vor der Ernte der Zellen wurde die Hälfte der bRPE-Zellen auf SMro umgestellt (SMb → SMro bzw. SMk 

→ SMro). Das relative mRNA-Expressionslevel für (A) BEST1 und (B) RPE65 wurde mittels qRT-PCR in 

Triplikaten erhoben. Unter Verwendung der ΔΔCt-Methode (77) wurden die Ergebnisse gegen das Haushalts-

Gen HPRT1 normalisiert und anschließend auf den durchschnittlichen Schwellenwert-Zyklus der kRPE-Zellen 

kalibriert. Die Daten sind als Boxplot dargestellt, wobei die Box 50 % der mittleren Daten enthält. Die Länge der 

Whisker entspricht 1,5 Interquartilsabständen (IQA). Milde Ausreißer (1,5 bis 3 IQA) sind mit ○ gekennzeichnet. 

Die statistische Signifikanz ist als * für p < 0,05; ** für p < 0,01 und *** für p < 0,001 angegeben. Insgesamt 

zeigen die in SMk oder SMb kultivierten bRPE-Zellen eine Expression beider Gene, die sich nicht wesentlich von 

der der kRPE-Zellen, aber signifikant von der der iPS-Zellen unterschied. SMro schien dagegen einen negativen 

Einfluss auf die Expression der RPE-Marker-Gene zu haben. So zeigte sich zum Beispiel im Vergleich zu den 

kRPE-Zellen eine signifikant geringere Expression von RPE65 für die von SMb oder SMk auf SMro umgestellten 

bRPE-Zellen. 
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5. Diskussion 

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollte die Zuverlässigkeit eines Protokolls, das 

die gleichzeitige Differenzierung von retinalen Organoiden und bRPE-Zellen aus iPS-

Zellen beschreibt, durch 5 weitere unabhängige Differenzierungen bestätigt werden. 

Während pro Differenzierung zwischen 6 und 10 retinale Organoide generiert 

wurden, konnte die Zuverlässigkeit des Protokolls zur Generierung von bRPE 

aufgrund von mikrobiologischen Kontaminationen nur durch 1 weitere 

Differenzierung bestätigt werden. Die kontaminierten bRPE-Zellen wurden verworfen 

und nicht in Experimenten eingesetzt. 

Im zweiten Teil der Dissertation sollte überprüft werden, ob bRPE-Zellen 

charakteristische Eigenschaften von RPE-Zellen aufweisen. Es konnte demonstriert 

werden, dass bRPE-Zellen auf den Ebenen der Protein- und mRNA-Expression und 

auf funktioneller Ebene typische Eigenschaften von RPE-Zellen zeigen, die auch 

nach Kryokonservierung erhalten bleiben. Zwischen den einzelnen bRPE-

Zellreplikaten war jedoch eine hohe Variabilität beobachtbar, die potenziell auf 

verschiedene Einflussfaktoren zurückzuführen ist. Als mögliche Ursachen sind die 

Verwendung von iPS-Zellen unterschiedlicher Passagen, die individuelle 

Handhabung der iPS-Zellen während der Kultivierung, die späte Zugabe von 

Nicotinamid zum Zellkulturmedium sowie die eventuell unzureichende Effektivität der 

Maßnahmen zur Erhöhung der Reinheit der Differenzierungen zu nennen. 

Im dritten Teil der Arbeit wurde der Einfluss von SMk und der Einfluss von SMro auf 

die bRPE-Zellen untersucht. Während die Kultivierung in SMk keinen relevanten 

Einfluss auf die bRPE-Zellen auszuüben schien, zeigte sich bei längerer Kultur der 

Zellen in SMro ein negativer Einfluss hinsichtlich der erhobenen TEER-Messwerte 

und der Expression des RPE-Marker-Gens RPE65. Dies ist in Hinblick auf die 

geplante Co-Kultur mit retinalen Organoiden insofern problematisch, weil so nicht 

garantiert werden kann, dass das bRPE seine physiologische Funktion während 

einer längerfristigen Co-Kultur zuverlässig erfüllt. 
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5.1 Zuverlässigkeit des Protokolls zur Differenzierung der iPS-
Zellen zu bRPE-Zellen und retinalen Organoiden 

Die zuverlässige Generierung von RPE als Nebenprodukt des angepassten 

Protokolls bei der Differenzierung von retinalen Organoiden konnte in vorliegender 

Arbeit aufgrund Kontaminationen der ausdifferenzierten bRPE-Zellen durch 

mikroskopisch sichtbare Pilzhyphen nur durch eine weitere Differenzierung (Zellinie 

NJ111) bestätigt werden. Als Quelle der Kontamination konnte der Inkubator 

identifiziert werden, der zur Kultivierung der bRPE-Zellen verwendet wurde. In einem 

nicht einsehbaren Zwischenraum zwischen den Inkubatorwänden und der 

Innenausstattung waren makroskopisch sichtbare Pilzkolonien vorhanden, die trotz 

regelmäßigen, routinemäßigen Reinigungs- und Desinfektionsmaßnahmen zunächst 

unentdeckt blieben. Insgesamt stellen mikrobiologische Kontaminationen ein 

bekanntes, leider nicht seltenes Problem in der Zellkultur dar (93–95). Die gezeigte 

hexagonale Morphologie der Differenzierung von NJ111 entspricht einem 

charakteristischen Merkmal von RPE-Zellen und dient daher als wichtiger Indikator 

für die Zellidentität (75,96). Ein fördernder Einfluss von Nicotinamid auf die 

Differenzierung von iPS-Zellen zu RPE ist bereits mehrfach berichtet worden (68,97–

102) und steht im Einklang mit der in dieser Arbeit beobachteten stärkeren 

Pigmentierung und hexagonalen Morphologie der mit 10 mM Nicotinamid 

differenzierten bRPE-Zellen und deren verstärkte Expression von RPE-Marker-

Genen im Vergleich zu den ohne Nicotinamid differenzierten bRPE-Zellen. 

Die durchgängig hohe Variabilität der erhobenen Werte der bRPE-Zellen hinsichtlich 

der Expression von RPE-Marker-Genen, des TEER und der Phagozytose von POS 

blieb jedoch auch bei Zugabe von 10 mM Nicotinamid bestehen. Einzelne bRPE-

Zellreplikate zeigten in vorliegender Arbeit die Tendenz, dass diese neben geringen 

TEER-Messwerten auch eine geringere Expression von RPE-Marker-Genen und 

eine geringere Internalisierung oder Degradation von POS aufwiesen (z.B. NG3_1, 

NJ111_1). Dies kann unterschiedliche Ursachen haben. Eine mögliche Erklärung 

wären strukturelle oder numerische Chromosomenaberrationen bei den verwendeten 

iPS-Zellen, die deren Differenzierungspotential stark beeinflussen können (103,104). 

Es wird berichtet, dass iPS-Zellen - neben bereits bei Reprogrammierung 

bestehenden chromosomalen Aberrationen (37) - diese zusätzlich durch 

längerfristige Kultivierung erwerben können, wobei die Wahrscheinlichkeit des 
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Auftretens mit der Anzahl der durchgeführten Zellpassagen steigt (105,106). 

Allerdings ist es schwierig vorherzusagen, ab welcher Passage mit solchen 

Veränderungen gerechnet werden muss. Brandl et al. (69) konnten chromosomale 

Aberrationen ab der 20. Passage von iPS-Zellen feststellen. Dagegen beobachteten 

Vaz et al. (106) bereits ab der 6. Passage und Mayshar et al. (105) ab der 5. 

Passage Chromosomenanomalien von iPS-Zellen. Da zur Differenzierung der bRPE-

Zellen iPS-Zellen unterschiedlich hoher Passagen verwendet wurden, kann ein 

Einfluss auf die Varianz durch selektive Herabsetzung des Differenzierungspotentials 

nicht ausgeschlossen werden. Sowohl nicht ausdifferenzierte iPS-Zellen als auch 

ausdifferenzierte bRPE-Zellen mit schweren chromosomalen Aberrationen könnten 

damit eine herabgesetzte Phagozytose von POS, erniedrigte Expression von RPE-

Marker-Genen und geringe TEER-Messwerte erklären. Eine zweite Ursache für die 

Variabilität der RPE-Differenzierungen könnte die Handhabung der iPS-Zellen 

während der Kultivierung darstellen. Die sorgfältige, tägliche Entfernung von 

ausdifferenzierten Zellen während der Kultivierung von iPS-Zellen ist entscheidend, 

um ihre Pluripotenz zu erhalten (107). Die Qualität der iPS-Zellen ist daher stark von 

der individuellen Kompetenz und Erfahrung der jeweiligen Fachkraft abhängig, die 

die iPS-Zellen kultiviert (107). Wurden die ausdifferenzierten iPS-Zellen nicht immer 

vollständig entfernt, könnte dies einen negativen Einfluss auf einzelne 

Differenzierungen der bRPE-Zellen ausgeübt haben. Als dritte mögliche Ursache für 

die beobachtete Variabilität ist die späte Zugabe von Nicotinamid zum 

Zellkulturmedium der bRPE-Zellen zu nennen. Während Nicotinamid in einer 

Konzentration von 10 mM üblicherweise bereits ab Tag 0 der RPE-Differenzierung 

dem Zellkulturmedium zugesetzt wird (68,69,97,99), wurde es in vorliegender Arbeit 

erst ab dem 23. bzw. 24. Tag in der gleichen Konzentration hinzugegeben. Das 

Vitamin-B3-Derivat Nicotinamid spielt jedoch insbesondere in den ersten Tagen der 

Differenzierung eine entscheidende Rolle für die Entwicklung von RPE-Zellen 

(97,108,109). So berichten Idelson et al. (97), dass durch Zugabe von Nicotinamid ab 

Tag 0 bei der Differenzierung von hESC zu RPE die wesentlichen Schritte der 

embryonalen Entwicklung von RPE-Zellen erfolgreich im Labor nachgeahmt werden 

können. Zu Beginn der Differenzierung fördert Nicotinamid die Bildung gemeinsamer 

Vorläuferzellen, aus denen sich sowohl die neuronale Retina als auch RPE-Zellen 

entwickeln (97,108–110). Im weiteren Zeitverlauf scheint es die Bildung von RPE-

Progenitor-Zellen zu begünstigen und gleichzeitig die Entstehung von 
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Progenitorzellen der neuronalen Retina zu unterdrücken (102). Ye et al. (102) 

zeigten, dass die Zugabe von 10 mM Nicotinamid ab dem 12. Tag der iPS-

Zelldifferenzierungen die Bildung des frühen, RPE-spezifischen Progenitorzell-

Markers MITF signifikant erhöht. Da im Rahmen dieser Arbeit jedoch parallel retinale 

Organoide differenziert wurden, war eine Suppression der Bildung von 

Progenitorzellen der neuronalen Retina vor Isolation der retinalen Organoide nicht 

erwünscht. Durch den späten Einsatz von Nicotinamid wurde allerdings das Risiko 

einer erhöhten Anzahl verbleibender Zellen anderen Ursprungs als RPE innerhalb 

der bRPE-Zelldifferenzierungen in Kauf genommen. Neben Progenitorzellen der 

neuronalen Retina könnten zudem auch die während der Differenzierung von RPE-

Zellen häufig auftretenden, von der Morphologie fibroblastisch wirkenden Zellen 

(111), die Reinheit der bRPE-Zelldifferenzierungen beeinflusst haben. Zwei 

Maßnahmen zur Verbesserung der bRPE-Differenzierungen umfassten deshalb das 

Ausschneiden der pigmentierten Areale zwischen Tag 43 und Tag 50 der 

Differenzierung sowie die anschließende Inkubation der Zellaggregate mit TrypLE™ 

Select für 15 Minuten bei 37 °C. Diese Schritte sind in ähnlicher Form in vielen 

Protokollen zur Differenzierung von RPE-Zellen etabliert (68,69,97,98). Eine 

unzureichende Effektivität dieser beiden Maßnahmen könnte jedoch eine vierte 

Ursache für die beobachtete hohe Variabilität der bRPE-Zellreplikate darstellen. Foltz 

et al. (111) bemerkten in ihrer Studie zur schnellen, gerichteten Differenzierung von 

RPE, dass Zellen neuronaler Herkunft, wie Progenitorzellen der neuronalen Retina, 

unter einem Präparationsmikroskop opak erscheinen und sich zwischen RPE-

Zellkolonien befinden. Im Gegensatz dazu wirken fibroblastenähnliche Zellen nahezu 

durchsichtig (111). Beim Ausschneiden der bRPE-Zellen könnten daher opak 

erscheinende Zellen neuronaler Herkunft und die an Fibroblasten erinnernden Zellen 

aufgrund ihrer schlechten Sichtbarkeit nicht bemerkt worden sein. Durch 

Überführung unterschiedlicher Mengen an bRPE-Zellen bei einzelnen 

Differenzierungen könnten also ebenfalls hohe Variationen in der Reinheit entstehen. 

Hinzu kommt, dass dunkel erscheinende Areale unter einem Präparationsmikroskop 

nicht zwingend aus RPE-Zellen bestehen müssen. Regha et al. (112) konnten 

zwischen RPE-Zellen liegende, kuppelartig angeordnete Zellkolonien eines anderen 

Ursprungszelltyps beobachten, deren dunkle Erscheinung auf das Phänomen der 

Mehrschichtigkeit und die damit veränderte Lichtbrechung zurückzuführen war. Auch 

solche aufgrund ihrer dunklen Erscheinung mit den pigmentierten Arealen der bRPE-
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Zellen verwechselten Kolonien anderer Ursprungszelltypen könnten so versehentlich 

ausgeschnitten worden sein. Daher sollte die anschließende 15-minütige Inkubation 

der ausgeschnittenen pigmentierten Zellaggregate mit TrypLE™ Select in 

vorliegender Arbeit ein selektives Überleben der bRPE-Zellen bewirken. So ist 

bekannt, dass das Enzym Trypsin nicht nur interzelluläre Materie, sondern auch 

Zellen an sich schädigen kann und das Ausmaß dieser Zellschädigung mit der Länge 

der Inkubationszeit zunimmt (113). TrypLE™ Select ist ein rekombinantes Enzym 

nicht tierischen Ursprungs, das wie Trypsin Peptidbindungen an den C-terminalen 

Seiten von Lysin und Arginin spaltet (114). Nach Angaben des Herstellers Thermo 

Fisher Scientific ist eine 30 bis 45 minütige Inkubation mit TrypLE™ Select für die 

meisten adhärent kultivierten Zellen aber vollkommen unproblematisch, da durch die 

hohe Reinheit die Spezifität erhöht und Beschädigungen der Zellen im Gegensatz zu 

Trypsin reduziert werden könnten (114). Die erwünschte Sicherung des selektiven 

Überlebens der RPE-Zellen im Vergleich zu Zelltypen anderen Urprungs scheint 

daher durch diesen Schritt nicht unbedingt gelungen zu sein. 

In vorliegender Arbeit bleibt ungeklärt, welcher der diskutierten Einflussfaktoren die 

hohe Varianz zwischen den bRPE-Zellreplikaten verursacht hat. Für die bereits 

differenzierten bRPE-Zellen wäre eine Karyotypisierung denkbar, um strukturelle 

oder numerische Aberrationen der Chromosomen aufzudecken oder ausschließen zu 

können. Vorstellbar wäre außerdem, zunächst bRPE-Zellreplikate zu identifizieren, 

die eine mangelnde Qualität aufweisen. Ye et al. (102) berichten in Übereinstimmung 

mit der vorliegenden Arbeit von variierenden TEER-Messwerten, selbst bei 

Differenzierungen von RPE aus derselben iPS-Zelllinie mit demselben 

Differenzierungsprotokoll. Da sich zeigte, dass RPE-Zelldifferenzierungen mit 

geringen TEER-Messwerten auch eine abnorme Struktur des Zytoskeletts aufwiesen, 

konnte mit Hilfe von computergestütztem maschinellem Lernen ein Modell entwickelt 

werden, das die Qualität von RPE-Zelldifferenzierungen hinsichtlich des zu 

erwartenden TEER-Messwerts zuverlässig anhand einer mikroskopischen Aufnahme 

der RPE-Zellen einschätzt. Die Etablierung eines computergestützten Modells nach 

Vorbild von Ye et al. (102) am Lehrstuhl für Humangenetik würde schnell und nicht-

invasiv eine Qualitätseinschätzung der bRPE-Zellen erlauben. Zum einen könnten so 

bRPE-Zellreplikate unterschiedlicher Qualität in künftigen Studien gezielt 

gegenübergestellt werden. Zum anderen würde diese Maßnahme den Einsatz 

qualitativ hochwertiger bRPE-Zellen in Co-Kultur-Studien mit retinalen Organoiden 
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garantieren. Eine Überprüfung der Reinheit der bRPE-Zelldifferenzierungen in einer 

weiteren Studie könnte ergänzend zur Aufklärung der gefundenen hohen Varianz 

beitragen. Durch ein DNA-Mikroarray für Genexpression der bRPE-

Zelldifferenzierungen könnte zum Beispiel gezielt die Expression von verschiedenen 

Genen untersucht werden, die als Marker für unterschiedliche Zelltypen dienen. 

Choudhary et al. (115) schlossen in ihrem Mikroarray für Genexpression zur 

Entwicklung der RPE-Zellen während der Differenzierung so die Untersuchung der 

Expression von iPS-Zell-Marker-Genen, Marker für die Entwicklung zu 

Neuroektoderm, zum embryonalen Augenbecher und RPE-Marker-Genen ein. 

Analog könnte die Expression der bRPE-Zellen von iPS-Zell-Marker-Genen, Marker 

für Fibroblasten und Zellen der neuronalen Retina überprüft werden. 

Da das Differenzierungsprotokoll selbst die hohen Varianzen begünstigen könnte, 

wäre es sicherlich sinnvoll, dieses für künftige bRPE-Differenzierungen zu 

optimieren. Foltz et al. (111) empfehlen zum Beispiel, die Beurteilung und 

Markierung der auszuschneidenden RPE-Areale sowohl unter einem Lichtmikroskop 

als auch unter einem Präparationsmikroskop vorzunehmen. Durch diese leicht zu 

etablierende Maßnahme könnte die Überführung von anderen Zelltypen als RPE auf 

die neuen Zellkulturplatten eventuell weiter gesenkt werden. Eine alternative 

Methode, die Reinheit von RPE-Zelldifferenzierungen durch Anpassung des 

Protokolls zu erhöhen und damit auch die Varianz zwischen den Differenzierungen 

zu senken, beschreiben Hazim et al. (100). Sie inkubierten ARPE-19 Zellen innerhalb 

von 2 Wochen 3-mal für 10 Minuten mit TrypLE™ Select. Dadurch, dass die an 

Fibroblasten erinnernden Zellen im Gegensatz zu ARPE-19 Zellen nur eine 

schwache Adhärenz zum Boden der Zellkulturplatte aufwiesen, konnten diese mit 

TrypLE™ Select entfernt werden. Die Methode des selektiven Trypsinierens ließe 

sich möglicherweise auch in das Differenzierungsprotokoll der bRPE-Zellen 

integrieren. Ein guter Zeitraum wäre zwischen der 1. und 2. Passage der bRPE-

Zellen. Auf diese Weise könnten die beim Ausschneiden der pigmentierten Areale 

versehentlich überführten anderen Zelltypen als RPE gezielt weiter reduziert werden. 
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5.2 Demonstration charakteristischer Eigenschaften von RPE-
Zellen 

Da bisher noch nicht untersucht wurde, ob bRPE-Zellen charakteristische 

Eigenschaften von RPE aufweisen, wurden diese in der vorliegenden Arbeit in Bezug 

auf ihre mRNA- und Proteinexpression, Barrierefunktion und ihre Fähigkeit zur 

Phagozytose von POS analysiert. 

5.2.1 Anstieg des TEER auf physiologische Werte 

Die Barrierefunktion als wichtige Eigenschaft von RPE-Zellen wird in 

Charakterisierungsstudien von aus iPS-Zellen differenziertem RPE häufig mittels 

Messung des TEER überprüft (69,96,102,116–119). Die Messung des TEER ist eine 

sensitive und verlässliche Methode, um die Integrität und Permeabilität eines 

einschichtigen Epithels zu bestimmten (120). Allerdings können die Messwerte durch 

verschiedene Variablen wie die Umgebungstemperatur, die Anzahl der 

Zellpassagen, die Zusammensetzung des Zellkulturmediums, die Dauer der 

Zellkultur und auf die Zellen wirkende Scherkräfte beeinflusst werden (120). Ein 

Vergleich der in der vorliegenden Arbeit erhobenen Werte mit Werten aus anderen 

Studien und ein Vergleich der in unterschiedlichen Zellkulturmedien kultivierten 

bRPE- und kRPE-Zellen ist deshalb nur begrenzt möglich. In vitro steigen die TEER-

Messwerte von RPE-Zellen in den ersten 6 Wochen der Kultur auf Transwell-Filtern 

üblicherweise an, erreichen dann ein Plateau, das über mehrere Wochen konstant 

bleibt, und sinken im weiteren Verlauf wieder ab (69,118). In vivo beträgt der TEER 

von humanem RPE etwa 150 Ω*cm2 (89). 

Die in SMb kultivierten bRPE-Zellen zeigten über einen Zeitraum von 6 Wochen im 

Mittel ebenfalls diesen erwünschten Anstieg der Werte und unterschieden sich außer 

in Woche 1 nicht wesentlich von SMk-Kulturbedingungen. Bei TEER-Messwerten 

von über 200 Ω*cm2 ab Woche 4 kann daher davon ausgegangen werden, dass die 

bRPE-Zellen prinzipiell eine intakte Barrierefunktion aufweisen. 

5.2.2 Expression und Lokalisation von RPE-Marker-Proteinen und ZO-1 

Generell konnten die Expression und Lokalisation aller untersuchten RPE-Marker-

Proteine für die bRPE-Zellen gezeigt werden. Die in vorliegender Arbeit 

demonstrierte korrekte apikale Lokalisation der Natrium-Kalium-ATPase ist dabei als 
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charakteristisch für RPE-Zellen anzusehen (121–123). Durch die Aufrechterhaltung 

einer hohen Natrium-Konzentration im subretinalen Raum leistet sie bei RPE-Zellen 

einen maßgeblichen Beitrag zur Aufrechterhaltung der Phototransduktionskaskade 

(17,124,125). In den meisten anderen Epithelien ist die Natrium-Kalium-ATPase 

dagegen basolateral lokalisiert (121–123). Auch die gefundene basolaterale 

Lokalisation des Chloridkanals BEST1 ist spezifisch für RPE-Zellen (7,122). 

Zusätzlich spricht auch die korrekte Lokalisation des Transkriptionsfaktors OTX2 im 

Zellnukleus der bRPE-Zellen für eine erfolgreiche Differenzierung von RPE. So 

können RPE-Zellen während der frühen Augenentwicklung anhand der 

Genexpression von OTX2 und MITF molekular identifiziert werden (91,126,127). 

Weiterhin konnte die Bildung von Tight Junctions als eine essenzielle Funktion von 

RPE-Zellen zur Aufrechterhaltung der Blut-Netzhaut-Schranke (7,128) durch die 

Färbung der bRPE-Zellen gegen ZO-1 demonstriert werden. Diese steht im Einklang 

mit den hohen TEER-Messwerten der in SMb kultivierten, zuvor kryokonservierten 

bRPE-Zellen. Insgesamt konnte die immunzytochemische Färbung der bRPE-Zellen 

also deren RPE-Zell-Charakter auf Ebene der Proteinexpression weiter bestärken. 

5.2.3 Phagozytose-Nachweis von porzinen POS 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die untersuchten bRPE-Zelllinien die 

wichtige Schlüsselfunktion der POS-Phagozytose zeigen. Aufgrund des hohen 

Vorkommens von Rhodopsin in POS und gleichzeitig fehlender Expression von 

Rhodopsin in RPE-Zellen kann dessen Detektion mit der phagozytotischen Aktivität 

der RPE-Zellen direkt korreliert werden (129). Angelehnt an vorherige Studien 

wurden die RPE-Zellen mit der etablierten Konzentration von etwa 20 porzinen POS 

pro RPE-Zelle inkubiert (96,130–133). Eine 2-stündige Inkubation der Zellen hat sich 

am Institut für Humangenetik Regensburg und bei anderen Forschergruppen 

bewährt, um eine Internalisierung der POS in die RPE-Zellen zu gewährleisten 

(96,99,133,134) und wird daher als Aufnahmezeitpunkt (0 h) bezeichnet. Bei den 

kRPE-Zelllinien konnte zu keinem Zeitpunkt eine Rhodopsin-Färbung beobachtet 

werden. Im Gegensatz dazu zeigten die bRPE-Zelllinien zum Zeitpunkt der 

Internalisierung (0 h) ein positives Signal, was auf eine erfolgreiche Aufnahme der 

POS durch die bRPE-Zellen hinweist. Die Proteinproben, die nach weiterer 4-

stündiger Inkubation mit OptiMEM™ gewonnen wurden, zeigten die Degradation der 
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internalisierten POS durch die bRPE-Zellen durch das im Durchschnitt 

abgeschwächte oder fehlende Signal für die Färbung gegen Rhodopsin. 

Die phagozytotische Aktivität der kRPE-Zellen, die in veröffentlichten Studien bereits 

gezeigt wurde (68,69), konnte in vorliegender Arbeit nicht repliziert werden. Die im 

Vergleich zu den bRPE-Zellen schwächere Intensität der Beta-Aktin-Banden weist 

auf eine insgesamt geringere Proteinkonzentration in den kRPE-Proteinproben hin. 

Eine Wiederhohlung der Western-Blot-Analyse mit einer erhöhten Proteinmenge 

könnte möglicherweise die phagozytotische Aktivität der kRPE-Zellen besser 

aufdecken. 

Eine Studie von Aldmedawar et al. (135) bietet eine alternative Hypothese zur 

verminderten phagozitotischen Aktivität unserer kRPE-Zellen an. Die Autoren 

konnten zeigen, dass RPE-Zellen eine erhöhte phagozytotische Aktivität aufwiesen, 

wenn dem aus hESC differenzierten RPE eine Stunde vor der Inkubation mit POS 

ein Zellkulturmedium mit 30 % Serum zugesetzt wurde. Ultrastrukturelle Analysen 

ergaben, dass die auch in Serum enthaltenen Liganden der mer Rezeptor Tyrosin-

Kinase (MERTK), nämlich Growth arrest-specific Protein 6 und Protein S (136,137), 

MERTK und damit die Internalisierung von POS aktivieren (135). Während die 

bRPE-Zellen in vorliegender Arbeit in 10 % FBS kultiviert wurden, erhielten die 

kRPE-Zellen 5 % serumfreies KOSR. Analog zu der Studie von Almedawar et al. 

(135) könnten deshalb zusätzlich die fehlenden Liganden von MERTK in SMk zu 

einer fehlenden Internalisierung der POS durch die kRPE-Zellen beigetragen haben. 

Allerdings ist hier anzumerken, dass die beiden genannten Liganden von MERTK 

von RPE-Zellen auch selbst synthetisiert und an die Interphotorezeptormatrix 

abgegeben werden (136,138,139) und somit vermutlich auch im Medium der kRPE-

Zellen in einer geringen Konzentration vorhanden waren. Wie später beschrieben, 

scheint vor allem die Kultivierung der bRPE-Zellen in SMro und der damit 

verbundene Entzug von Nicotinamid den unerwarteten Befund erklären zu können. 

5.2.4 Nachweis der Expression von RPE-Marker-Genen 

Prinzipiell demonstrierten alle bRPE-Zelllinien am 105. Tag der Differenzierung im 

Vergleich zu den iPS-Zellen eine signifikant hochregulierte Expression der RPE-

Marker-Gene BEST1, RPE65, PMEL und MITF. Auch bei den bRPE- und kRPE-

Zellen, die nach Kryokonservierung 6 Wochen auf Transwell-Filtern in 

Standardmedium kultiviert wurden, war die Genexpression von RPE65 und BEST1 
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im Vergleich zu den iPS-Zellen signifikant erhöht und unterschied sich zudem nicht 

wesentlich zwischen den kRPE- und bRPE-Zellen. Damit konnte die erfolgreiche 

Gernerierung von RPE-Zellen durch das angepasste Protokoll für die Differenzierung 

von retinalen Organoiden auf Ebene der Genexpression bestätigt werden. 

Die durchgängig signifikant niedrigere Expression der 4 Marker-Gene bei den bRPE-

Zellen, die während ihrer Differenzierung kein Nicotinamid erhielten, bestätigt 

wiederum die wichtige Rolle von Nicotinamid für die Differenzierung von RPE. 

Das gefundene Expressionsmuster der stark hochregulierten Expression von RPE65 

und BEST1 im Vergleich zur niedrigeren Expression von PMEL und MITF könnte mit 

dem Entwicklungsgrad der Zelllinien zusammenhängen. So werden BEST1 und 

RPE65 als Marker für ausdifferenzierte RPE Zellen beschrieben (69,108), während 

PMEL und MITF eine wichtige Rolle für die frühe Differenzierung und Entwicklung 

der RPE-Zellen einnehmen (91,140). Limnios et al. (108) konnten in einer Studie zur 

Differenzierung von RPE aus hESC zeigen, dass die Expression von MITF und 

PMEL zwischen dem 10. und 14. Tag der Differenzierung stark hochreguliert wird. 

Eine Analyse der Zellreifung mittels qRT-PCR durch Vergleich der Genexpression 

am Tag 14 der Differenzierung und nach der 6. Zellpassage der RPE-Zellen konnte 

zudem deutliche Unterschiede hinsichtlich der Expression verschiedener RPE-

Marker-Gene aufdecken. So zeigte sich bei den RPE-Zellen der 6. Passage im 

Vergleich zu Tag 14 unter anderem die Aufrechterhaltung der Expression von MITF 

und eine hochregulierte Expression von Genen, die für die Funktionalität des RPEs 

benötigt werden, wie BEST1, RPE65 und PMEL. Dies würde bis auf die schwach 

hochregulierte Expression von PMEL auch das in vorliegender Arbeit entdeckte 

Genexpressionsmuster erklären. Konkrete Angaben darüber, welchen Tag der 

Differenzierung die RPE-Zellen der 6. Passage erreicht haben, finden sich in der 

Arbeit von Limnios et al. (108) leider nicht. Im Vergleich dazu wurden die am 105. 

Tag der Differenzierung untersuchten bRPE-Zellen zu diesem Zeitpunkt 2-malig 

passagiert. Wie in vorliegender Arbeit beschrieben, richtet sich der Zeitabstand von 

einer Zellpassage bis zur nächsten bei RPE-Zellen vor allem danach, wann die 

Zellen auf den Zellkulturplatten erneut Konfluenz erreichen und eine dichte, 

hexagonale Kopfsteinpflastermorphologie ausbilden. Dabei scheinen sich für 

verschiedene Forschergruppen je nach verwendetem Diffenzieungsprotokoll etwas 

unterschiedliche Zeitabstände bewährt zu haben, die sich in einem Bereich von 28 

bis 40 Tagen zwischen 2 Passagen bewegen (69,141–143). Geht man bei Limnios et 



 

72 
 

al (108) nun davon aus, dass die Zellen nach der 1. Passage am Tag 28 der 

Differenzierung regelmäßig alle 28 Tage passagiert wurden, haben die Zellen der 6. 

Passage mindestens den 168. Tag der Differenzierung erreicht. Die niedrigere 

Expression von PMEL könnte wiederum durch die in der vorliegenden Arbeit 

unpolare Kultivierung der bRPE-Zellen erklärt werden. So erlaubt die Kultivierung 

von RPE-Zellen auf Transwell-Filtern den Zellen durch Unterteilung des Systems in 

eine obere und untere Kammer ein polarisiertes Wachstum, das den Bedingungen in 

vivo näherkommt (118,144). Limnios et al. (108) machen jedoch auch keine Angaben 

zu den Kultivierungsbedingungen ihrer RPE-Zellen vor der Genexpressionsanalyse. 

Indirekt wird diese Theorie aber durch eine weitere Studie von Plaza Reyes et al. 

(145) bestätigt. So zeigte sich bei aus hESC differenzierten RPE-Zellen am 60. Tag 

der Differenzierung ein sehr ähnliches Genexpressionsmuster, wie es in der 

vorliegenden Arbeit beobachtet wurde: Während die Expression von RPE65 im 

Vergleich zu den undifferenzierten hESC um etwa das 3500-fache und von BEST1 

um das 5000-fache erhöht war, war die Expression von PMEL lediglich um etwa das 

40-fache und die von MITF um das 500-fache erhöht (145). Zwar sind diese Werte 

sicherlich nur begrenzt mit den Werten der bRPE-Zellen vergleichbar, die starke 

Ähnlichkeit des Genexpressionsmuster dieser vier Marker-Gene zu dem der bRPE-

Zellen ist aber umso interessanter, da die RPE-Zellen in dieser Studie ebenfalls auf 

normalen Zellkulturplatten und damit unpolar kultiviert wurden. Natürlich muss 

berücksichtigt werden, dass nicht nur die Polarität der Zellen, sondern auch deren 

Entwicklungsgrad die Expression von PMEL entscheidend beeinflusst haben könnte. 

Mit Passage 6 bzw. mindestens dem 168. Tag der Differenzierung wurden bei 

Limnios et al. (108) schließlich deutlich weiter entwickelte RPE-Zellen analysiert, als 

dies bei Plaza Reyes et al. (145) am 60. Tag der Differenzierung und den hier 

untersuchten bRPE-Zellen am 105. Tag der Differenzierung der Fall war. 

5.3 Einfluss der Kryokonservierung und der Zellkulturmedien auf 
die bRPE-Zellen 

Mit dem Hauptziel einer künftigen Co-Kultur zwischen retinalen Organoiden und 

bRPE-Zellen wurden in der vorliegenden Arbeit auch die Toleranz der bRPE-Zellen 

von SMro über einen Zeitraum von 3 Wochen und deren Toleranz gegenüber einer 

Kryokonservierung untersucht. 
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Da die Differenzierung der bRPE-Zellen mit 91 Tagen zeitaufwändig ist und 

zusätzliche ressourcenintensive Materialen erfordert, ist es in Bezug auf eine spätere 

Co-Kultur mit den retinalen Organoiden entscheidend, dass diese auch nach einer 

Langzeitkonservierung in Flüssigstickstoff charakteristische Eigenschaften von RPE-

Zellen bewahren. Die gleichzeitige Analyse der ZO1-Proteinexpression von 

kryokonservierten und nicht kryokonservierten bRPE-Zellen konnte zeigen, dass die 

Konservierung der Zellen in Flüssigstickstoff keinen Einfluss auf die Expression und 

Lokalisation von ZO-1 hatte. Die hohen TEER-Messwerte der kryokonservierten 

bRPE-Zellen sprechen ebenso für eine intakte Barrierefunktion der bRPE-Zellen. 

Zusätzlich konnte die Phagozytose von porzinen POS und die Expression der RPE-

Marker-Gene BEST1 und RPE65 nach erfolgter Kryokonservierung der bRPE-Zellen 

gezeigt werden. Insgesamt spricht dies dafür, dass die Kryokonservierung keinen 

nennenswerten Einfluss auf die bRPE-Zellen ausübt. 

Die Ergebnisse der Charakterisierung von bRPE-Zellen legen nahe, dass eine 

Kultivierung der bRPE-Zellen in SMk keinen wesentlichen Einfluss ausübte. So 

unterschied sich weder die Genexpression zwischen den in SMk oder SMb 

kultivierten bRPE-Zellen, noch konnte eine Veränderung in der Morphologie der 

Zellen durch Färbungen mit ZO-1 festgestellt werden. Eine Kultivierung der bRPE-

Zellen in SMk scheint also grundsätzlich möglich. In Hinblick auf eine Co-Kultur mit 

retinalen Organoiden hat die Kultivierung der bRPE-Zellen in SMb jedoch den Vorteil, 

dass sich dieses in seiner Zusammensetzung nur in Hinblick auf den Zusatz von 

0,5 µM ATRA und das Weglassen von Nicotinamid von SMro unterscheidet. 

Die längerfristige Kultivierung der bRPE-Zellen in SMro über einen Zeitraum von 3 

Wochen zeigte dagegen einen komplexen Einfluss auf die bRPE-Zellen. So fielen die 

TEER-Messwerte und die relative Genexpression von BEST1 und RPE65 ab, 

gleichzeitig zeigten die bRPE-Zellen aber eine Internalisierung und Degradation von 

porzinen POS. Die beobachteten Veränderungen der bRPE-Zellen könnten nun 

entweder durch den Zusatz von ATRA, den Entzug von Nicotinamid oder durch 

kombinatorische Wirkungen beider Faktoren zu erklären sein. Dadurch, dass RPE-

Zellen im Gegensatz zu retinalen Organoiden im Allgemeinen kryokonserviert, 

anschließend wieder ausgesät und vermehrt werden können, ist es einfacher die 

Toleranz von SMro an bRPE-Zellen zu testen, anstatt den Einfluss von SMb auf die 

retinalen Organoide zu überprüfen. Hinzu kommt, dass sich die Zusammensetzung 

der verschiedenen Zelltypen der neuronalen Retina sowohl innerhalb eines 
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Organoids als auch zwischen verschiedenen retinalen Organoiden stark 

unterscheiden kann (55). Aufgrund der hohen Varianz zwischen den retinalen 

Organoiden müsste der Einfluss von SMb deshalb zeitaufwendig an einer sehr 

großen Anzahl von Organoiden getestet werden, um sinnvolle Schlüsse ziehen zu 

können. 

Nicotinamid, das Amid der Nicotinsäure, besitzt - neben seiner Rolle bei der 

Differenzierung von RPE - eine biochemische Bedeutung im Zellstoffwechsel. Als 

Vorläufer der Koenzyme NAD+, NADP+ und anderer Substrate ist es an zentralen 

Stoffwechselwegen wie dem Citratzyklus und der mitochondrialen Atmungskette 

beteiligt (146). Es konnte gezeigt werden, dass Nicotinamid Zellen gegen oxidativen 

Stress schützt und die Mitochondrien gesund erhält (147,148). 

ATRA ist ein aktiver Metabolit des Vitamin A Stoffwechsels, der im menschlichen 

Organismus eine entscheidende Rolle für die Differenzierung und Proliferation von 

Zellen spielt (149). Dabei fungiert ATRA als endogener Ligand für intranukleäre 

Retinsäure-Rezeptoren (retinoic acid receptor, RAR), welche nach Dimerisierung mit 

Retinoid-X-Rezeptoren wiederum an genregulatorische Bereiche der DNA binden 

(150–153). Auch die Embryonalentwicklung des Auges wird wesentlich durch ATRA 

gesteuert (154). Da das Vitamin-A-Derivat vor allem die Entwicklung der neuronalen 

Retina und im spezifischen die frühe embryonale Entwicklung der Photorezeptor-

Stäbchen fördert (155–159), wird es auch regelmäßig zur Differenzierung von 

retinalen Organoiden eingesetzt (41,43,47,48,51). Im Säugerauge wird ATRA von 

verschiedenen Zelltypen wie zum Beispiel Amakrinzellen und Müller-Gliazellen 

synthetisiert (160,161). Zumindest postnatal geht die Bildung von ATRA aber vor 

allem von RPE-Zellen aus (162). Eine wichtige Funktion der Synthese von ATRA ist 

nach einer 2019 veröffentlichten Studie dabei die Verstoffwechslung eines anderen, 

relativ zytotoxischen Vitamin-A-Derivats, All-trans Retinal (163). Im Gegensatz zu All-

trans Retinal können RPE-Zellen ATRA über ein Enzym der Cytochrom-P450-

Familie katabolisieren (164). Zur Wirkung von ATRA auf RPE-Zellen ist die Literatur 

nicht eindeutig. Insgesamt wird eher eine inhibierende Wirkung von ATRA auf die 

Zellproliferation von RPE-Zellen angenommen (165–168). Kennedy et al. (169) 

konnten dagegen die hemmende Wirkung von ATRA auf das Zellwachstum von 

humanen RPE-Zellen nicht bestätigen. Yasunari et al. (170) beschreiben eine 

signifikant verstärkte Proliferation von bovinen RPE-Zellen durch Zusatz von ATRA in 

Konzentrationen zwischen 10 µM bis 25 µM. Sie beobachteten jedoch auch, dass 
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das Zellwachstum stagnierte, nachdem die RPE-Zellen Konfluenz erreichten. Dies 

wiederum bestätigt indirekt die Ergebnisse von Campochiaro et al. (171). Die 

Autoren beobachteten, dass 1 µM ATRA bei kultivierten humanen RPE-Zellen eine 

weitere Zellproliferation verhinderte, wenn die Zellen bereits ein konfluentes, 

einschichtiges Epithel gebildet hatten. Zusammenfassend konnte die inhibierende 

Wirkung von ATRA auf die Zellproliferation also unabhängig von verschiedenen 

Forschungsgruppen bestätigt werden. Dabei scheint es wahrscheinlich, dass dieser 

Effekt von ATRA von der Konfluenz der RPE-Zellen abhängt. 

In der vorliegenden Arbeit zeigten die TEER-Werte einen signifikanten Abfall der 

Messungen bei den bRPE-Zellen unmittelbar nach der Umstellung des Mediums auf 

SMro. In Kombination mit der Schrumpfung der bRPE-Zellen, aufgedeckt durch die 

ZO-1 Färbung, spricht dies für eine eingeschränkte Barrierefunktion der bRPE-

Zellen. Rong und Liu (172) konnten einen konzentrationsabhängigen Einfluss von 

ATRA auf die Barrierefunktion von ARPE-19 Zellen zeigen. So kultivierten sie ARPE-

19 Zellen über einen Zeitraum von 20 Tagen mit oder ohne Zusatz von ATRA, wobei 

alle 4 Tage TEER-Messwerte erhoben wurden. Innerhalb von 12 Tagen waren die 

TEER-Messwerte der RPE-Zellen, die mit Konzentrationen von 0,01 µM oder 0,1 µM 

kultiviert wurden, im Vergleich zu den Messwerten der RPE-Zellen, die ohne ATRA 

kultiviert wurden, signifikant erhöht. Dagegen fielen die TEER-Messwerte bei einer 

Konzentration von 1 µM ATRA nach 12 Tagen ab. Für die Autoren der Studie belegt 

dies einen zytotoxischen Effekt von ATRA in der Konzentration von 1 µM. Allerdings 

konnten in vielen anderen Studien keine zytotoxischen Effekte von ATRA auf RPE-

Zellen bei einer Konzentration von 1 µM gefunden werden (165–168,173,174). Zwar 

scheint die Zytotoxizität von ATRA nicht endgültig geklärt, die Literatur und die 

erhaltene POS-Phagozytose-Fähigkeit der bRPE-Zellen sprechen jedoch eher gegen 

eine zytotoxische Wirkung von ATRA. Wahrscheinlicher beruhen die beobachteten 

Veränderungen der bRPE-Zellen auf dem Entzug von Nicotinamid. Diese Hypothese 

wird auch durch Boles et al. (175) unterstützt. So demonstrierten diese, dass die 

Morphologie des untersuchten adulten Stammzellen-RPE eher an Fibroblasten 

erinnerte und mehrschichtig erschien, wenn das verwendete Zellkulturmedium über 

einen Zeitraum von 30 Tagen kein Nicotinamid enthielt. Außerdem zeigte sich kein 

Anstieg der TEER-Messwerte, eine stark verminderte Proteinexpression von ZO-1 

und eine signifikant verringerte Genexpression von OTX2, RPE65 und MITF im 

Vergleich zu den mit Nicotinamid kultivierten Zellen. Die Autoren schließen daraus, 
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dass Nicotinamid RPE-Zellen vor einer epithelial-mesenchymalen Transition schützt. 

Während dieses Prozesses lösen sich die RPE-Zellen aus dem einschichtigen 

Epithel, proliferieren und nehmen mesenchymale Charakteristika an (175). Analog 

könnte in vorliegender Arbeit der Entzug von Nicotinamid eine epithelial-

mesenchymale Transition der bRPE-Zellen ausgelöst haben. Dies würde den Abfall 

der TEER-Messwerte, die durch die ICC aufgedeckte veränderte Zellmorphologie 

und die verringerte Expression der RPE-Marker-Gene RPE65 und BEST1 der bRPE-

Zellen erklären. 

Gleichzeitig könnte ATRA auch einen hemmenden Einfluss auf die Proliferation und 

Transition der bRPE-Zellen ausgeübt haben. Wie oben beschrieben, konnten 

Campochiaro et al. (171) bereits 1991 feststellen, dass die Kultivierung von RPE-

Zellen mit 1 µM ATRA ein Überwachsen des einschichtigen Epithels verhinderte und 

die RPE-Zellen somit auch bei längerfristiger Kultur die charakteristischen 

morphologischen Eigenschaften von RPE-Zellen in vivo aufrecht erhielten. Eine 

Erklärung für diese Beobachtung liefert eine 2021 veröffentlichte Studie von 

Kobayashi et al. (176). Die Autoren demonstrierten, dass die gezielte Aktivierung 

einer der 3 spezifischen Isoformen des RAR, nämlich RAR-α, eine epithelial-

mesenchymale Transformation von RPE verhindern konnte. Zusammenfassend 

spricht die Literatur also dafür, dass ATRA in der vorliegenden Arbeit ebenfalls über 

RAR-α einen hemmenden Effekt auf die durch Nicotinamidentzug ausgelöste 

Transformation der bRPE-Zellen gehabt haben könnte. 

Die gezeigte durchgängige Internalisierung und Degradation der POS bei den bRPE-

Zellen könnte zum Teil ebenso durch den Entzug von Nicotinamid erklärt werden. So 

ist es am Institut für Humangenetik und bei anderen Forschergruppen bekannt, dass 

RPE-Zellen eine verstärkte Bindung von POS an ihrer Zellmembran demonstrieren, 

wenn sie ohne Nicotinamid kultiviert werden (100). Allerding beobachteten Hazim et 

al. (100) gleichzeitig, dass mit Nicotinamid kultivierte ARPE-19 Zellen trotz einer 

geringeren Bindekapazität von POS eine höhere Internalisierung und schnellere 

Degradation zeigten, als die Zellen, die ohne Nicotinamid kultiviert wurden. Denkbar 

wäre deshalb, dass sich zusätzlich die Expression von Genen zur Verstoffwechslung 

von ATRA und anderen Vitamin-A-Derivaten in den bRPE-Zellen verstärkt hat, um 

den Stoffwechsel auf den konstanten Zusatz von ATRA einzustellen. Da die 

Degradation von POS ebenso die Verstoffwechslung von Vitamin-A-Derivaten 

erfordert (177), könnten die bRPE-Zellen durch ihre 3-wöchige Kultivierung mit ATRA 
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auf die schnelle Internalisierung und Degradation von POS bereits optimal 

vorbereitet gewesen sein. 

Unabhängig davon, ob der Entzug von Nicotinamid, der Zusatz von ATRA oder eine 

Kombination beider Bedingungen den Einfluss von SMro auf die bRPE-Zellen 

verursacht hat, sind die Befunde der vorliegenden Studie in Hinblick auf die geplante 

Co-Kultur mit retinalen Organoiden problematisch. So kann aufgrund einer 

eingeschränkten Barrierefunktion und signifikant verminderter Genexpression von 

RPE65 nicht garantiert werden, dass das bRPE seine physiologische Funktion 

während der Co-Kultur weiter erfüllt. Daher wäre es zunächst sinnvoll zu überprüfen, 

wie lange die bRPE-Zellen in der Lage sind SMro zu tolerieren, ohne dass sich 

bemerkbare Veränderungen hinsichtlich der Barrierefunktion oder mRNA-Expression 

einstellen. Außerdem könnte eine weitere Versuchsreihe klären, ob die bRPE-Zellen 

eine langsamere oder schneller Gewöhnung an SMro besser tolerieren würden. So 

könnte die Zeit der Umstellung des Mediums von SMb zu SMro über ein paar Tage 

bis hin zu ein paar Wochen variiert werden. Als Alternative zu Nicotinamid könnte 

dem gemeinsamen Zellkulturmedium während der Co-Kultur auch Nicotinamid-

Mononukleotid (NMN) zugesetzt werden. Es hat sich gezeigt, dass NMN den 

Alterungsprozess von RPE-Zellen aufhalten kann (178) und nach einer 

Netzhautablösung neuroprotektiv auf Photorezeptoren wirkt (179). Damit könnten 

durch den Zusatz von NMN, die vermutlich durch den Entzug von Nicotinamid 

ausgelösten Veränderungen der bRPE-Zellen eventuell verhindert werden, ohne 

dass ein negativer Effekt auf die sensiblen retinalen Organoide zu erwarten wäre. 

6. Zusammenfassung 

Aus humanen induzierten pluripotenten Stammzellen ausdifferenzierte retinale 

Organoide bilden die neuronale Retina in wichtigen Bereichen in ihrer typischen 

Schichtung ab. Das retinale Pigmentepithel (RPE) wird in den bestehenden 

Differenzierungsprotokollen für retinale Organoide jedoch lediglich ektopisch als 

kugelförmige, mehrschichtige Struktur ausgebildet. Sowohl die Reifung als auch die 

Funktionalität der neuronalen Retina wird in vivo aber entscheidend vom direkten 

Kontakt des RPE zu den Photorezeptoraußensegmenten beeinflusst. Die 

Rekonstruktion der wichtigen physiologischen Beziehung zwischen RPE und 
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Photorezeptoren in vitro wäre deshalb der nächste Schritt, um ein präziseres Modell 

der Netzhaut für die Forschung zu etablieren. 

Am Institut für Humangenetik Regensburg wurde das existierende 

Differenzierungsprotokoll für retinale Organoide so angepasst, dass zusätzlich zu 

den retinalen Organoiden als Nebenprodukt RPE (bRPE) gewonnen werden kann. 

Die gleichzeitige Ausdifferenzierung von bRPE und retinalen Organoiden über ein 

einziges Protokoll spart erheblich Ressourcen und Zeit, es garantiert aber auch eine 

identische epigenetische Herkunft der verschiedenen Zelltypen. 

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollte die Reproduzierbarkeit dieses Protokolls 

überprüft werden. Durch eine fungale Kontamination von 4 der 5 bRPE-

Zelldifferenzierungen konnte dies allerdings nur begrenzt bestätigt werden. 

Im zweiten Teil sollten die in einer Vorarbeit bereits differenzierten bRPE-Zellen 

näher charakterisiert werden. Dazu wurde für diese Zellen die Expression von 

verschiedenen RPE-Marker-Genen mithilfe der qRT-PCR Analyse und die 

Proteinexpression mithilfe der Immunzytochemie untersucht. Weiterhin wurde der 

transepitheliale elektrischen Widerstand und die Fähigkeit zur Phagozytose von 

Photorezeptor-Außensegmenten bestimmt. In allen durchgeführten Experimenten 

zeigten die bRPE-Zellen charakteristische Eigenschaften von RPE-Zellen, jedoch mit 

einer hohen Variabilität zwischen den einzelnen bRPE-Differenzierungen. 

In Hinblick auf eine spätere Co-Kultur der retinalen Organoide mit den bRPE-Zellen 

wurde im dritten Teil der Arbeit der Einfluss des Mediums der retinalen Organoide 

auf die bRPE-Zellen untersucht. Hier zeigte sich, dass die Kultivierung der bRPE-

Zellen im Medium für die retinalen Organoide über 3 Wochen einen signifikanten 

Abfall der TEER-Messwerte und eine signifikant verringerte Expression des RPE-

Marker-Gens RPE65 verursachte. Die Kultivierung der bRPE-Zellen im 

Standardmedium nach Krohne et al. (2012) und eine vorangegangene 

Kryokonservierung schienen dagegen keinen Einfluss auf die Eigenschaften der 

bRPE-Zellen zu nehmen. Um bei einer Co-Kultur ein möglichst physiologisches 

bRPE garantieren zu können, sollte in künftigen weiteren Studien überprüft werden, 

ob eine schnellere oder langsamere Umstellung der bRPE-Zellen auf das Medium 

der retinalen Organoide oder alternativ der Zusatz von Nicotinamid-Mononukleotid 

eine positive oder negative Auswirkung auf die bRPE-Zellen zeigt. 
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8. Abkürzungsverzeichnis 

Abkürzung Bedeutung 

APS Ammoniumperoxodisulfat 

ATRA all-trans-retinoic acid, all-trans-Retinsäure 

BMP-4 bone morphogenetic protein 4, Knochenmorphogenetisches Protein 

4 

bRPE byproduct RPE, RPE als Nebenprodukt 

BSA Bovines Serumalbumin 

cDNA complementary DNA, komplementäre DNA 

DAPI 4‘, 6-Diamidin-2-phenylindol 

dATP Desoxyadenosintriphosphat 

dCTP Desoxycytidintriphosphat 

dGTP Desoxyguanosintriphosphat 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DNA desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsäure  

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat 

DPBS Dulbecco’s PBS 1x 

dTTP Desoxythymidintriphosphat 

FBS fetal bovine serum, fetales Kälberserum 

GFR growth factor reduced, mit vermindertem Wachstumsfaktor-Anteil 

hESC human embryonic stemm cells, humane embryonale Stammzellen 

iPS-Zelle/Zelllinie humane induzierte pluripotente Stammzelle/Stammzelllinie 

ICC Immunocytochemisty, Immunzytochemie 

KOSR Knock Out Serum Replacement 

kRPE RPE differenziert nach Tim Krohne (68) 

mAK monoklonaler Antikörper 
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MRA Mycoplasma Removal Agent 

mRNA messenger RNA, Boten-RNA 

NIM neuronales Induktionsmedium 

pAK polyklonaler Antikörper 

PBS phosphate buffered saline, Phosphat-gepufferte Salzlösung 

PCR polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion 

PFA Paraformaldehyd 

POS photoreceptor outer segments, Photorezeptor-Außensegmente 

PVDF Polyvinylidendifluorid 

qRT-PCR quantitative real-time PCR, quantitative Echtzeit-PCR 

RAR retinoic acid receptor, Retinsäure-Rezeptor 

RDM retinales Differenzierungsmedium 

RNA ribonucleic acid, Ribonukleinsäure 

RC-PBS Roche-cOmplete™-PBS 

RPE retinales Pigmentepithel 

rpm revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute 

SDS sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat 

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, 

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 

SMb Standardmedium für bRPE-Zellen 

SMk Standardmedium für kRPE-Zellen 

SMro Standardmedium für retinale Organdoide 

TBS tris buffered saline, Tris-gepufferte Salzlösung 

TEER transepithelial electrical resistance, transepithelialer elektrischer 

Widerstand 

TEMED Tetramethylethylendiamin 
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WB Westernblot 

 

9. Abbildungsverzeichnis 

Abbildung 1: Schematische Zeichnung der embryonalen Entwicklung des Auges ..... 7 

Abbildung 2: Schematische Zeichnung des RPE mit Darstellung seiner 

Funktionen ............................................................................................. 8 

Abbildung 3: Schematische Zeichnung der Schichten und Zelltypen der 

menschlichen Retina und eines retinalen Organoids .......................... 11 

Abbildung 4: Schematische Übersicht zur Differenzierung der iPS-Zellen zu 

retinalen Organoiden und bRPE-Zellen ............................................... 32 

Abbildung 5: Vergleichbarer Anstieg der TEER-Messwerte über einen Zeitraum 

von 6 Wochen bei bRPE- und kRPE-Zellen ........................................ 51 

Abbildung 6: Expression und korrekte Lokalisation von RPE-Marker-Proteinen 

und dem Tight-Junction-Protein ZO-1 bei bRPE-Zellen ...................... 53 

Abbildung 7: Expression und korrekte Lokalisation von ZO-1 bei bRPE-Zellen 

nach Kryokonservierung ...................................................................... 55 

Abbildung 8: Phagozytose-Experimente mit porzinen POS ...................................... 57 

Abbildung 9: Nachweis der Expression von RPE-Marker-Genen bei bRPE-Zellen .. 59 

Abbildung 10: Nachweis der Expression von RPE-Marker-Genen bei bRPE-

Zellen ................................................................................................... 61 

 

10. Tabellenverzeichnis 

Tabelle 1: Verwendete iPS-Zelllinien ........................................................................ 17 

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien und Reagenzien .............................................. 17 

Tabelle 3: Verwendete Primärantikörper .................................................................. 19 

Tabelle 4: Verwendete Sekundärantikörper ............................................................. 19 

Tabelle 5: Verwendete Molekularmassenstandards ................................................. 20 

Tabelle 6: Verwendete Enzyme ................................................................................ 20 

Tabelle 7: Verwendete Kit-Systeme ......................................................................... 20 

Tabelle 8: Verwendete Oligonukleotide .................................................................... 20 

Tabelle 9: Verwendete Medien und Zusätze ............................................................ 21 



 

105 
 

Tabelle 10: Verwendete Puffer und Lösungen.......................................................... 23 

Tabelle 11: Verwendetes Verbrauchsmaterial .......................................................... 24 

Tabelle 12: Verwendete Geräte ................................................................................ 27 

Tabelle 13: Verwendete Software ............................................................................. 29 

Tabelle 14: Zusammensetzung NIM ......................................................................... 31 

Tabelle 15: Zusammensetzung RDM ....................................................................... 31 

Tabelle 16: Zellkulturmedium der retinalen Organoide bzw. bRPE-Zellen vom 43. 

bis 90. Tag der Differenzierung ........................................................... 33 

Tabelle 17: Zusammensetzung SMro bzw. SMb (Zellkulturmedium der retinalen 

Organoide bzw. der bRPE-Zellen ab Tag 91 der Differenzierung) ...... 34 

Tabelle 18: Zusammensetzung SMk ........................................................................ 38 

Tabelle 19: Zusammensetzung der für die ICC verwendeten Lösungen .................. 40 

Tabelle 20: Zusammensetzung des Polyacrylamid-Trenngels (12,5 %) und des 

Polyacrylamid-Sammelgels (3 %) ........................................................ 43 

Tabelle 21: Zusammensetzung der für die Westernblot-Analyse verwendeten 

Antikörper-Lösungen ........................................................................... 44 

Tabelle 22: Arbeitsschritte zur Isolation der mRNA .................................................. 46 

Tabelle 23: Thermocycler-Programm für die cDNA-Synthese .................................. 47 

Tabelle 24: Einfacher Reaktionsansatz für die cDNA-Synthese ............................... 47 

Tabelle 25: Reaktionsansatz für die qRT-PCR ......................................................... 48 

Tabelle 26: Programm für die qRT-PCR ................................................................... 48 

 



 

106 
 

11. Appendix 

 

Ergänzende Abbildung 1: Lichtmikroskopische Aufnahmen der in dieser Arbeit differenzierten 
retinalen Organoide und der bRPE-Zellen 

(A) Aufnahmen der retinalen Organoide unter 4-facher Vergrößerung je an Tag 91 der Differenzierung (außer 

NJ111 an Tag 93). Maßstabsleiste: 500 µm. (B) Aufnahme der bRPE-Differenzierung NJ111 an Tag 138 

(Passage 3) unter 10-facher (10x) und 20-facher (20x) Vergrößerung. Dem Zellkulturmedium wurde während der 
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Differenzierung 10 mM Nicotinamid zugesetzt (+N) oder nicht (-N). Unter 20-facher Vergrößerung wirkte die 

bRPE-Differenzierung mit Nicotinamid stärker pigmentiert. Außerdem ist die typische hexagonale Morphologie 

der RPE-Zellen zu erkennen. 

 

Ergänzende Tabelle 1: Übersicht über die wöchentlich erhobenen TEER-Messwerte angegeben 
als Mittelwert (+/- Standardabweichung) und Minimal- und Maximalwerte (Min/Max) 

 Woche MW (+/-SD) Min/Max 

kRPE (n = 5) 1 61,80 (28,38) 34,02/90,72 

2 171,57 (61,67) 99,23/268,76 

3 213,65 (69,58) 100,36/274,43 

4 267,17 (84,45) 152,52/343,60 

5 246,87 (68,18) 152,52/315,25 

6 301,42 (83,40) 207,52/384,99 

bRPE (n = 6) 1 18,81 (23,87) -19,85/41,96 

2 101,12 (117,04) -60,10/203,55 

3 139,48 (132,80) -15,31/328,86 

4 201,66 (184,86) -5,67/523,91 

5 215,17 (188,74) 23,81/529,58 

6 229,35 (199,33) 13,04/548,86 

bRPE → SMro (n = 6) 4 65,87 (47,81) 2,27/139,48 

5 29,20 (26,06) -2,84/74,84 

6 59,35 (57,30) 19,28/168,97 

 

Ergänzende Tabelle 2: Übersicht über die Inkubation der einzelnen bRPE-Zelllinien mit 
verschiedenen Antikörpern 

Inkubation mit 
Antikörpern gegen 

eingesetzte bRPE-Zelllinien 

BEST, ZO-1 MK26_1, MK27_1, MK27_2, NG2_1, NG3_2, NJ105_3 

OTX2 MK27_3, NG3_3, NJ111_2 

ATP1B1 MK26_2, NJ105_2 
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Ergänzende Tabelle 3: Übersicht über die in der mRNA-Expressionsanalyse untersuchten 
Zelllinien 

untersuchtes Gen untersuchte 
iPS-Zelllinien 

untersuchte bRPE-
Zelllinien (+ N) 

untersuchte bRPE-
Zelllinien (- N) 

BEST1 MK 26 (3), 

NG2 (3) 

NJ111 (2) 

MK26_1, MK26_2, 

MK27_1, MK27_2, 

MK27_3, NG2_1, 

NG2_2, NG3_1, 

NG3_2, NG3_3, 

NJ105_2, NJ105_3, 

NJ111_1, NJ111_2 

MK26_1, MK26_2, 

MK27_1, MK27_2, 

MK27_3, NG2_1, 

NG2_2, NG3_1, 

NG3_2, NG 3_3, 

NJ105_2, NJ111_1, 

NJ111_2 

MITF MK26 (2), 

NG2 (2), 

NJ111(1) 

MK26_1, MK26_2, 

MK27_1, MK27_2, 

MK27_3, NG2_1, 

NG2_2, NG3_1, 

NG3_2, NG3_3, 

NJ105_2, NJ105_3, 

NJ111_2 

MK26_1, MK26_2, 

MK27_1, MK27_2, 

MK27_3, NG2_1, 

NG2_2, NG3_2, 

NG3_3, NJ105_2, 

NJ105_3, NJ111_1, 

NJ111_2 

PMEL MK26 (2), 

NG2 (2), 

NJ111(1) 

MK26_1, MK26_2, 

MK27_1, MK27_2, 

MK27_3, NG2_1, 

NG2_2, NG3_1, 

NG3_3, NJ105_2, 

NJ105_3, NJ111_2 

MK26_1, MK26_2, 

MK27_1, MK27_2, 

MK27_3, NG2_2, 

NG3_1, NG3_2, 

NG3_3, NJ105_2, 

NJ105_3, NJ111_1, 

NJ111_2 

RPE65 MK26 (1), 

NG2 (1) 

MK26_2, MK27_1, 

MK27_2, MK27_3, 

NJ105_2, NJ105_3, 

NJ111_1, NJ111_2 

MK26_1, MK26_2, 

MK27_1, MK27_2, 

NJ105_2, NJ105_3, 

NJ111_1, NJ111_2 

Die Anzahl der technischen Replikate ist nach der Klonierungsnummer in Klammern angegeben, experimentelle 

Replikate sind einzeln aufgelistet und werden durch eine Ziffer nach der Klonierungsnummer unterschieden. 

 

Ergänzende Tabelle 4: Überblick über die Anzahl der untersuchten mRNA-Proben (n) und die 
relative Genexpression von RPE-Marker Genen angegeben als Mittelwert (+/- SD) 

mRNA-
Proben 

Relative Genexpression n MW (+/-SD) Min/Max 

iPS-

Zellen 

BEST1 8 1,03 (+/- 0,29) 0,75/1,50 

MITF 5 1,01 (+/- 0,09) 0,88/1,13 

PMEL 5 1,00 (+/- 0,09) 0,86/1,08 

RPE65 2 1,00 (+/- 0,00) 1,00/1,00 

bRPE +N BEST1 14 26.140,87 (+/-16.814,82) 13,21/71.260,06 
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MITF 13 514,06 (+/- 138,83) 315,30/817,54 

PMEL 12 106,75 (+/- 51,14) 58,21/199,05 

RPE65 8 204.005,30 (+/- 191.834,19) 95,25/446585,23 

bRPE -N BEST1 13 1.247,16 (+/- 3051,19) 9,37/10.883,94 

MITF 13 144,91 (+/- 207,89) 8,97/665,56 

PMEL 13 29,96 (+/- 50,94) 0,00/122,25 

RPE65 8 1.913,71 (+/- 3.069,46) 61,54/8.283,08 

 

Ergänzende Tabelle 5: Überblick über die in der mRNA-Expressionsanalyse untersuchten 
Zelllinien 

mRNA-Proben eingeschlossene Zelllinien (BEST1) eingeschlosssene Zelllinien 
(RPE65) 

iPS-Zellen NG2 (2), NJ111 (1), MK27 (1) NG2 (2), MK27 (1) 

kRPE NG3 (1), NJ105 (1), NJ111 (1), 

MK27 (1) 

NG3 (1), NJ105 (1), NJ111 (1), 

MK27 (1) 

bRPE SMb NG2_1, NG2_2, NG3_1, NG3_2, 

NJ105_3, NJ111_1, MK26_2 

NG2_1, NG2_2, NG3_1, NG3_2, 

NJ105_3, NJ111_1, MK26_2, 

MK27_2 

bRPE SMb→SMro NG2_2, NG3_1, NG3_2, NG3_3, 

NJ105_2, NJ105_3, NJ111_1, 

NJ111_2, MK26_1, MK26_2, 

MK27_1, MK27_2 

NG2_2, NG3_1, NG3_2; NG3_3, 

NJ105_2, NJ105_3, NJ111_1, 

NJ111_2, MK26_1, MK26_2, 

MK27_1, MK27_2 

bRPE SMk NG2_1, NG2_2, NG3_1, NG3_2, 

NG3_3, NJ111_1, NJ111_2, 

MK26_1, MK26_2, MK27_1 

NG2_2, NG3_1, NG3_3, NJ105_2, 

NJ105_3, NJ111_1, NJ111_2, 

MK26_1, MK26_2, MK27_1 

bRPE SMk→SMro NG2_1, NG2_2, NG3_1, NG3_2, 

NG3_3, NJ105_2, NJ105_3, 

NJ111_1, NJ111_2, MK26_2, 

MK27_1, MK27_2, MK27_3 

NG2_1, NG2_2, NG3_1, NG3_2, 

NG3_3, NJ105_2, NJ105_3, 

NJ111_1, NJ111_2, MK26_2, 

MK27_1, MK27_2, MK27_3 

Die Anzahl der technischen Replikate ist nach der Klonierungsnummer in Klammern angegeben, experimentelle 

Replikate sind einzeln aufgelistet und werden durch eine Ziffer nach der Klonierungsnummer unterschieden. 

 

 

 



 

110 
 

Ergänzende Tabelle 6: Überblick über die Anzahl der untersuchten mRNA-Proben (n) und die 
relative Genexpression von BEST1 und RPE65 

mRNA-Proben Relative Genexpression n MW (+/-SD) Min/Max 

iPS-Zellen BEST1 4 0,00 (0,00) 0,00/0,00 

RPE65 3 0,00 (0,00) 0,00/0,00 

kRPE BEST1 4 1,04 (0,32) 0,68/1,46 

RPE65 4 1,01 (0,13) 0,85/1,17 

bRPE SMb BEST1 7 0,71 (0,47) 0,05/1,33 

RPE65 8 0,37 (0,22) 0,03/0,69 

bRPE 

SMb→SMro 

BEST1 12 0,37 (0,23) 0,00/0,78 

RPE65 12 0,12 (0,09) 0,00/0,31 

bRPE SMk BEST1 10 0,80 (0,31) 0,21/1,07 

RPE65 10 0,46 (0,24) 0,11/0,87 

bRPE 

SMk→SMro 

BEST1 13 0,33 (0,13) 0,06/0,46 

RPE65 13 0,07 (0,05) 0,01/0,17 
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