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1 Zusammenfassung
Die steigende Zahl chronisch Nierenkranker und die Limitationen bisheriger
Therapien erfordern eine tiefergehende Analyse der renalen Pathophysiologie und
die Entwicklung neuer therapeutischer Strategien. Hierflr wird ein moglichst exaktes
Modell der Niere bendtigt. Sowohl die bisher eingesetzten Tiermodelle als auch
zweidimensionale humane (Stamm-)Zellkulturen besitzen diverse Einschrankungen.
Durch humane Organoide - aus Vorlauferzellen differenzierte, dreidimensionale,
organahnliche Strukturen - kdnnten exaktere in vitro-Modelle der Niere generiert
werden. Viele Protokolle zur Differenzierung renaler Organoide aus humanen
induzierten pluripotenten Stammzellen (hiPSC) sind allerdings auferst komplex.
Przepiorski et al. publizierten 2018 eine simple und effiziente Alternative.
Neben einem optimalen Modell sind auch die Untersuchungsmethoden
entscheidend. U. a. kdnnen mittels Genomeditierung generierte Fluoreszenzgen-
basierte Reporter-Zelllinien die Detektion bestimmter Zielgene ermoglichen und somit
eine wichtige Rolle bei der Beurteilung der humanen renalen Organoide spielen.
Ziele dieser Arbeit waren die Etablierung des von Przepiorski et al. (2018)
publizierten Protokolls anhand zweier hiPSC-Linien und die anschlieRende
Charakterisierung der renalen Organoide. Des Weiteren sollten zwei
Reportersysteme flr die nierenspezifischen und krankheitsrelevanten Gene NPHS2
und UMOD generiert und ihre Funktionalitat getestet werden. Eine Kombination der
Organoid-Technologie mit den Reporterkonstrukten wurde evaluiert.
Fur die Differenzierung der humanen renalen Organoide wurden BCRT5-Zellen in
Essential 8™ Medium und IMR90-Zellen im DEF-CS System verwendet. Die hiPSC
wurden fur die Formation von Embryoid Bodies (EBs) abgeldst und in Medium mit
dem Wachstumsfaktor CHIR99021 Uberfuhrt. An Tag 3 des Protokolls wurden die
EBs in Medium mit KnockOut™ Serumersatz (KOSR) platziert. Nach acht Tagen
traten erste Strukturen hervor. Die renalen Organoide wurden nach je etwa zwei oder
vier Wochen entnommen und mit histologischen, immunhistochemischen und
elektronenmikroskopischen Methoden sowie mithilfe der quantitativen Polymerase-
Kettenreaktion (qQPCR) bzgl. ihres Entwicklungsstandes und ihrer Eigenschaften
untersucht.
Fur die Reportersysteme wurden Plasmide fur das Verknupfen von NPHS2 mit dem
Fluorophorgen mCherry bzw. von UMOD mit mNeonGreen kloniert. Die mit den
Reporterkonstrukten zu modifizierenden Human Embryonic Kidney (HEK) 293-Zellen
10



enthielten bereits den CRISPR/Cas9 Synergistic Activiation Mediator (SAM)
Komplex, mithilfe dessen durch Stimulation der Expression von NPHS2 bzw. UMOD
die Funktionalitat der Reportersysteme getestet werden konnte.

In den renalen Organoiden wurden juvenile tubulare Strukturen und potenzielle
Glomeruli nachgewiesen. Die gPCR-Analysen zeigten die gesteigerte Expression der
Marker-Gene des Endothels, des Glomerulus, des Tubulusapparates sowie des
Sammelrohrs. Wie auch bei der Organoidmorphologie waren Zelllinien-spezifische
Unterschiede auffallig. Ebenfalls wurde eine Diskrepanz zwischen histologisch
sichtbaren Strukturen und der Steigerung der Genexpression festgestellt. Bei
verlangerter Suspensionskultur kam es neben Wachstums- und
Differenzierungsvorgangen auch zu degenerativen Prozessen, welche Folge eines
fehlenden ausgereiften Gefallnetzwerks sein kdnnten.

Es wurden zwei Reportersysteme fur die Gene NPHS2 und UMOD generiert. Durch
Konfokalmikroskopie erfolgte der Nachweis der Reportergene mCherry und
mNeonGreen in den mit den Reporterkonstrukten modifizierten Zellen, wodurch die
Funktionalitat bewiesen werden konnte. Es zeigte sich, dass allein durch
Verknupfung von Gen und Fluorophor die Expression der Zielgene gesteigert wurde.
Eine weitere Steigerung war durch Stimulation mithilfe des CRISPR/Cas9 SAM
Komplexes moglich. Es konnten Hinweise auf ein Verbleiben der fir die
Modifizierung genutzten Guides in den Zellen gefunden werden. Dies hatte u.a. eine
verlangerte Aktivitat der Cas9 zur Folge, konnte aber mittels Durchflusszytometrie
behoben werden. Da die Fluoreszenzsignale im Zytoplasma nachgewiesen wurden,
scheint die Expression von Zielgen und Reportergen als Fusionsprotein die
Integration in bzw. Verankerung an die Zellmembran zu behindern. Der Einsatz des
selbst-schneidenden Peptids P2A bietet hier eine Losung.

Zusammenfassend konnte das Protokoll von Przepiorski et al. (2018) erfolgreich
etabliert werden. Die generierten humanen renalen Organoide wurden charakterisiert
und ihre besondere Eignung als Modell der Niere untermauert. Auch gelang es, zwei
Reportersysteme mit den nierenspezifischen und krankheitsrelevanten Genen
NPHS2 und UMOD =zu generieren. Eine Modifikation der hiPSC mit den
Reporterkonstrukten und anschlielende Differenzierung konnte eine
dreidimensionale, morphologische Charakterisierung humaner renaler Organoide in

vitro in Echtzeit ermoglichen.
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2 Einleitung

Die menschliche Niere ist ein paarig angelegtes, lebenswichtiges Organ. lhre
Funktion umfasst u. a. die Ausscheidung harnpflichtiger Substanzen, die Produktion
von Hormonen und die Regulation des Blutdrucks sowie von Wasser-, Saure-Base-
und Elektrolythaushalt (Abb. 1) (Zilles und Tillmann 2010). Die funktionelle
Grundeinheit der Niere ist das Nephron, bestehend aus Nierenkorperchen und
Tubulussystem. Das Nierenkorperchen setzt sich aus einem Kapillarknauel,
Glomerulus genannt, und der Bowman-Kapsel zusammen. Der tubulare Apparat
lasst sich unterteilen in das proximale Konvolut, die Henle-Schleife, welche aus den
geraden Abschnitten des proximalen und des distalen Tubulus gebildet wird, und in
das distale Konvolut, an das sich das Sammelrohrsystem anschlie3t. Eine Niere

enthalt ca. eine Millionen Nephrone.

Metabolismus ~ Osmoregulation, Durst,
Atmung Kalium Atmung
Sdure-Base- L
Haushalt

) '\

&

Blutdruck, Kalium

' Kalzium, Phosphat,
Kalzium, Phosphat, S&ure-Base-Haushalt

S#ure-Base-Haushalt Metabolismus
Abb. 1: Funktionen der Niere, angelehnt an Eckardt et al. (2013)
Die Niere ist beteiligt an der Regulation von Blutdruck, Wasser-, S&dure-Base- und
Elektrolythaushalt. Auch beeinflusst sie den Knochenstoffwechsel und ist verantwortlich fiir
die Ausscheidung harnpflichtiger Substanzen sowie fiir die Synthese bestimmter Hormone.

Die chronische Nierenerkrankung (CKD) und deren Risikofaktoren wie

Bluthochdruck, Adipositas und Diabetes mellitus Typ 2 nehmen weltweit an

Haufigkeit zu (Jha et al. 2013). Aufgrund der mannigfaltigen Aufgaben des Organs ist
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die wachsende Zahl chronisch Nierenkranker umso relevanter. Auch der
demografische Wandel tragt mit dem zunehmenden Anteil der alteren Bevdlkerung
zur steigenden Pravalenz der CKD bei (Eckardt et al. 2013). Laut Daten der Global
Burden of Diseases, Injuries, and Risk Factors Study (GBD) der Universitat von
Washington ist die globale Pravalenz der CKD uber alle Altersgruppen und
Geschlechter hinweg von ca. 6,6 % im Jahr 1990 auf ca. 9,4 % im Jahr 2019
gestiegen (Abb. 2).

9,5% |
9% —
8,5% |
8% |

7,5% —

Pravalenz

7% —

6,5% -

GE/O = I 1 1 I 1
1990 1995 2000 2005 2010 2015

Jahr

Abb. 2: Entwicklung der globalen Prévalenz der CKD fiir alle Geschlechter und
Altersgruppen von 1990 bis 2019

Die steigende Anzahl an CKD-Patienten ist auf die zunehmende Prdvalenz von
Risikofaktoren wie Adipositas, Bluthochdruck und Diabetes mellitus Typ 2 sowie auf den
demografischen Wandel zuriickzufiihren (Jha, Garcia-Garcia et al. 2013). Die Grafik wurde
mithilfe des Online Tools der GBD der University of Washington erstellt und die
Achsenbeschriftung nachtréglich hinzugefiigt (http.//ghdx.healthdata.org/qbd-results-tool).

Dies fuhrt zu einer zunehmenden Belastung der Gesundheitssysteme (Gupta et al.
2020). Auch die Lebensqualitat der erkrankten Personen wird deutlich beeintrachtigt.
Im Jahresbericht 2021 der Deutschen Stiftung Organtransplantation ist die CKD die
haufigste Indikation zur Transplantation. Die Zahl der Anmeldungen zur
Nierentransplantation im Zeitraum von 2015 bis 2021 lag durchweg Uber der der
tatsachlich durchgefihrten Transplantationen in Deutschland (Deutsche Stiftung
Organtransplantation 2022). Der Mangel an Organspenden ist ein seit langem
bestehendes Problem, das sich durch die zunehmende Pravalenz der CKD zuspitzen
wird (Elsner 2004, Edgar et al. 2020). So ruft Prof. Dr. med. Bernhard Banas, Leiter
der Abteilung fur Nephrologie und Leiter des Universitaren Transplantationszentrums
des Universitatsklinikkums Regensburg, zum Nachdenken Uuber Auswege und

Alternativen  zur  klassischen  Transplantation auf (Deutsche  Stiftung
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Organtransplantation 2022). Auch die Problematik der Immunogenitat ist im Bereich
der Transplantationsmedizin von grol3er Relevanz und kann die Anzahl kompatibler
Transplantate flr einen Patienten stark einschranken (Edgar et al. 2020). Daher sind
weitere Erkenntnisse hinsichtlich der Physiologie und Pathophysiologie der Niere
sowie die Suche nach neuen therapeutischen Ansatzen inklusive alternativer
Gewebeersatzstrategien vonnéten. Bisherige Forschung basierte u.a. auf
Tiermodellen, die aufgrund von Inter-Spezies-Unterschieden und hohem Aufwand
jedoch Limitationen aufweisen (Gupta et al. 2020, Miyoshi et al. 2020). Weitere
Ansatze befassen sich mit zellularen Forschungsmodellen, bei denen humane
Stammzellen eine stets prominentere Rolle einnehmen (Sterneckert et al. 2014).
Stammzellen werden definiert Uber die uneingeschrankte Kapazitat zur Selbst-
Erneuerung, die Klonalitat und das Potenzial, sich in alle Zell- und Gewebetypen zu
differenzieren (Miyoshi et al. 2020, Kolios und Moodley 2013). Sie lassen sich
anhand ihres Differenzierungspotenzials in omni-, pluri-, multi-, oligo- und unipotente
Stammzellen einteilen, wobei im Kontext dieser Dissertationsschrift die PSC von
besonderer Relevanz sind (Kolios und Moodley 2013). Pluripotente Zellen sind in der
Lage, sich in alle drei Keimblatter, d.h. in die Zellen des Meso-, Endo- und
Ektoderms, zu differenzieren (Miyoshi et al. 2020). Im Jahr 2006 gelang es
Takahashi und Yamanaka durch Verwendung der vier Faktoren Oct3/4, Sox2, c-Myc
und KIf4 aus adulten Fibroblasten der Maus PSC zu erzeugen, welche sie induzierte
PSC tauften (Takahashi und Yamanaka 2006). Ein Jahr spater wurde die Methode
erfolgreich auf humane adulte Fibroblasten Ubertragen (Takahashi et al. 2007). iPSC
kobnnen fur Zellersatzstrategien in der regenerativen Medizin, in der
patientenspezifischen Medizin und in der Medikamententestung eingesetzt werden
sowie der Erweiterung unseres Verstandnisses uUber Organogenese und
Pathogenese dienen (Inoue et al. 2014, Kolios und Moodley 2013). Dies wird u. a.
durch die gezielte Differenzierung in bestimmte Zelltypen erméglicht (Hariharan et al.
2019, Inoue et al. 2014). So konnten bereits iPSC-basierte Krankheitsmodelle fur
z. B. die spinale Muskelatrophie generiert werden (Sterneckert et al. 2014).

Trotz des enormen Potenzials der iPSC gibt es diverse Hirden. Durch die Zwei-
Dimensionalitat der Monolayer-Kultur kénnen in vivo-Gegebenheiten wie Zell-Zell-
oder Zell-Umwelt-Interaktionen nur begrenzt in vitro nachgeahmt werden
(Kapalczynska et al. 2018). Eine mogliche Lésung flr diese Problematik bietet die

Technologie der Organoide. Organoide sind aus Stamm- oder Vorlauferzellen
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differenzierte, dreidimensionale organahnliche Strukturen, die Organ-spezifische
Zelltypen und Funktionen aufweisen und durch eine Entwicklung via
Selbstorganisation definiert sind (Lancaster und Knoblich 2014). Ahnlich wie die
Stammzellen, aus denen sie generiert werden, besitzen Organoide enormes
Potenzial als Modelle der Organo- und Pathogenese, fur Toxizitats- und
Medikamententestungen und far die Entwicklung alternativer
Gewebeersatzstrategien (Abb. 3) (Lancaster und Knoblich 2014). Durch ihre
Dreidimensionalitat konnen sie in vivo-Gegebenheiten realistischer in vitro
nachahmen (Hale et al. 2018).

Modelle der Organo-
und Pathogenese

Gewinnen von Reprogrammierung  Differenzierung in

Fibroblasten in iPS-Zellen renale Organcide Gewebeersatzstrategien
@
-

Medikamententestung

Abb. 3: Das Generieren humaner renaler Organoide und deren Anwendungen, angelehnt an
Lancaster und Knoblich (2014)

Von Patienten werden z. B. adulte Fibroblasten gewonnen, in iPSC umgewandelt und in
dreidimensionale Organoide differenziert. Diese kénnen anschlieBend u. a. als Modelle der
Organo- und Pathogenese, fiir die Medikamententestung und zur Entwicklung alternativer
Organersatzstrategien angewandt werden.

Bis dato ist es bereits gelungen, Organoide von u. a. Leber, Darm, Prostata, Lunge,
Pankreas, Brust, Ovar, Magen, Osophagus und Niere von Maus und bzw. oder
Mensch zu generieren (Lancaster und Knoblich 2014, Miyoshi et al. 2020). Zu den
frihen Meilensteinen in der Differenzierung humaner renaler Organoide gehdren
u. a. die Publikationen von Takasato et al. (2014, 2015, 2016), Taguchi et. al (2014,
2017) und Morizane et al. (2015). Die dort beschriebenen Protokolle sind oft hoch
anspruchsvoll sowie kosten- und zeitaufwendig. So verlangt ein von Taguchi et al.

(2014) publiziertes Protokoll die Ko-Kultivierung der induzierten renalen
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Vorlauferzellen mit embryonalem Mause-Ruckenmark. Oftmals wird eine Vielzahl von
Wachstumsfaktoren parallel oder sukzessiv in abweichender Auswahl, Konzentration
und von divergierender Dauer bendtigt (Takasato et al. 2016). Die Diversitat und
Komplexitat, welche die allgemeine Anwendbarkeit erschweren, inspirierten weitere
Gruppen, universal gultige, simple und kostengunstigere Protokolle zu entwickeln.
So publizierten Przepiorski et al. (2018) eine Methode, die Ubersichtlich, schnell,
effizient und skalierbar ist. Das Protokoll verlangt lediglich den Einsatz eines
Wachstumsfaktors, CHIR99021, zur Induktion des Primitivstreifens (Przepiorski et al.
2018). CHIR99021 wirkt als Wingless-Typ (Wnt)-Agonist, indem es den Inhibitor des
Whnt-Signalwegs, die Glykogensynthase-Kinase 3, blockiert (Taguchi et al. 2014,
Chandrasekaran et al. 2021). Die Anwendung von KOSR als Ersatz fir den
Fibroblastenwachstumsfaktor 9 (FGF9) lenkt anschliefend die weitere
Differenzierung des Primitivstreifens in das intermediare Mesoderm (IM) (Przepiorski
et al. 2018, Takasato et al. 2016). Das in Abb. 4 dargestellte Schema verdeutlicht die
Differenzierung hiPSC mittels CHIR99021 und KOSR in renale Organoide und zeigt

auf, aus welchen Entitaten sich die spezifischen Abschnitte der Niere entwickeln.

1. CHIR99021 |
| Primitivstreifen |

2. KOSR

intermediares Mesoderm

anterior posterior

| Ureterknospe | metanephrisches endotheliale stromale
1 Mesenchym Progenitorzellen | | Progenitorzellen
Sammelrohr (Gange Podozyten des
der Nierenpapillen, Glomerulus, proximaler
Nierenbecken, Ureter) & distaler Tubulus

Abb. 4: Schema fiir die Differenzierung von hiPSC in renale Organoide

Der Wnt-Agonist CHIR99021 induziert die Differenzierung des Primitivstreifens. Exakte Dosis
und Dauer der CHIR99021-Anwendung kénnen je nach Zelllinie variieren (Cruz, Song et al.
2017, Taguchi and Nishinakamura 2017). Bei weniger als drei Tagen Anwendung wird im
spéteren Verlauf hauptséchlich die Entwicklung des anterioren IM induziert, wdhrend ein
langerer Zeitraum die Entstehung des posterioren IM beglinstigt (Takasato et al. 2016). Nach
der CHIR99021-Gabe folgt die Kultur in Medium versetzt mit KOSR als Substituent fiir FGF9.
Aus dem anteriorem IM differenziert sich die Ureterknospe und nachfolgend das
Sammelrohr, wahrend sich aus dem posteriorem IM das metanephrische Mesenchym und
letztlich die (brigen Abschnitte des Nephrons bilden (Takasato et al. 2015). Neben der
Ureterknospe und dem metanephrischem Mesenchym sind auch endotheliale und stromale
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Progenitorzellen fiir die Nephrogenese entscheidend (Takasato, Er et al. 2015). Diese
entstehen ebenfalls aus dem IM, entweder als eigene Entitdten oder als Subgruppe des
metanephrischem Mesenchym (Takasato et al. 2016).

In der Forschung sind neben einem optimalen Modell auch die passenden
Analysemethoden entscheidend. Fur die Untersuchung renaler Organoide sind u. a.
die Histologie, die Immunhistochemie, die Elektronenmikroskopie, die qPCR-Analyse
sowie Methoden der Genomeditierung geeignet. Die Genomeditierung beschreibt
eine gezielte Anderung der genomischen Information (Li et al. 2020). Durchgesetzt
hat sich in den letzten Jahren die Anwendung von Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats (CRISPR) zusammen mit einer CRISPR-assoziierten
Endonuklease (Cas) (Li et al. 2020, Zhang et al. 2015). Der am haufigsten
verwendete Subtyp ist das CRISPR/Cas9-System (Li et al. 2020). Die Cas9 ist
Bestandteil des adaptiven Immunsystems des Bakteriums Streptococcus pyogenes
(Li et al. 2020). Die CRISPR/Cas9-Technologie ermoglicht im Rahmen der
Genomeditierung das Generieren von Reportersystemen. Diese bestehen aus
Reportergenen, welche die Detektion oder Quantifizierung der Expression
bestimmter Zielgene gestatten (Debnath et al. 2010). Als Zielgene kdnnen
organspezifische Gene, krankheitsrelevante Gene oder auch solche, deren Funktion
erforscht werden soll, gewahlt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die
nierenspezifischen, krankheitsrelevanten Gene NPHS2 und UMOD als Zielgene
festgelegt (Boute et al. 2000, Scolari et al. 2015). NPHS2 kodiert flr das integrale
Membranprotein Podozin, welches die Architektur der Podozyten und ihrer Fortsatze
bedingt (Boute et al. 2000). Diese sichern den Erhalt der glomerularen
Schlitzmembran und damit der Filterfunktion der Niere (Boute et al. 2000). Aufgrund
der Lokalisation der Podozyten lasst sich NPHS2 als Marker-Gen zur Darstellung der
Glomeruli verwenden (Abb. 5). Das Gen UMOD kodiert fur das Protein Uromodulin.
Seine Funktion ist nicht vollstandig gesichert, doch geht man davon aus, dass
Uromodulin u. a. an der Regulation verschiedener Transporter in der Niere beteiligt
ist (Scolari et al. 2015). Uromodulin ist in der luminalen Membran der epithelialen
Tubuluszellen des dicken aufsteigenden Asts der Henle-Schleife lokalisiert und kann
somit zur reprasentativen Darstellung von Teilen des tubularen Systems genutzt
werden (Abb. 5) (Knaup und Wiesener 2019, Scolari et al. 2015).

Durch Verknupfung bzw. durch sogenanntes Tagging von Zielgen und Reportergen
mittels CRISPR/Cas9 entsteht das Reportersystem. Als Reportergene sind u. a.

Fluorophore wie mNeonGreen, mCherry oder tdTomato geeignet (Fetter et al. 2015).
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Abb. 5: Lokalisation von Podozin (rot) und
Uromodulin (griin) im Nephron
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4

Die Fluoreszenzmikroskopie spielt daher
als Werkzeug zur Erforschung der
Zellphysiologie eine grof3e Rolle und war
essenziell fur viele Entdeckungen in
diesem Gebiet (Renz 2013, Lichtman und
Conchello 2005, Sanderson et al. 2014).
Zelllinien, die mit solchen
Reportersystemen  modifiziert  wurden,
haben bereits bei der Erforschung der
Nephrogenese von Mausen auf
molekularer Ebene Erfolge erzielt
(Vanslambrouck et al. 2019). Ein enormer
Vorteil von Reportersystemen ist, dass
nach der initialen Modifikation der Zellen
eine erneute invasive Manipulation nicht

erforderlich ist. Dies vermindert u. a. die

Wahrscheinlichkeit einer Kontamination.

Auch konnen die Ergebnisse in Echtzeit und kontinuierlich oberserviert, dokumentiert

und analysiert werden (Vanslambrouck et al. 2019, Przepiorski et al. 2022). Im

Anschluss kdnnen direkt weitere Untersuchungen am selben Modell angeschlossen

werden. Dies ist bei anderen analytischen Prozeduren wie der histochemischen

Verarbeitung aufgrund der Natur dieser Methodik nicht mdglich.
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3 Ziele der Arbeit

Die steigende Pravalenz der CKD kombiniert mit ihren  limitierten
Behandlungsmaoglichkeiten und der hohen Morbiditat und Mortalitat erfordert die
Entwicklung innovativer therapeutischer Strategien (Asgari et al. 2017). Diese
bedlrfen neuer, praziser Forschungsansatze, um Defizite bisheriger Modelle
auszugleichen (Gupta et al. 2020). Einer dieser innovativen Ansatze ist die
Differenzierung humaner renaler Organoide aus iPSC. Die Organoid-Technologie
besitzt enormes Potenzial als moglichst exaktes und potenziell patientenspezifisches
Modell der Niere und ihrer Anteile.

Erstes Ziel dieser Arbeit war daher die Etablierung eines Protokolls zur
Differenzierung humaner renaler Organoide als Modelle der Niere anhand zweier
iPSC-Linien. Das gewahlte Protokoll von Przepiorski et al. (2018) postuliert eine
universelle, robuste und simple Methodik im Gegensatz zur Komplexitat der bis dato
publizierten Differenzierungsprotokolle. Die generierten humanen renalen Organoide
wurden mittels histologischer, immunhistologischer und elektronenmikroskopischer
Techniken untersucht. Dadurch sollte die Qualitat der renalen Organoide sowie ihre
Eignung als neuartige Technologie zur Erforschung von Organo- und Pathogenese
der Niere, zur Medikamenten- und Toxizitatstestung sowie zur Entwicklung
alternativer Gewebeersatzstrategien beurteilt werden. Eine Analyse der Organoide
via gqPCR mithilfe gezielter Marker-Gene diente zur quantitativen Erganzung der
morphologischen Betrachtungen. Als weitere Charakterisierungsmethode der renalen
Organoide wurden Reportersysteme in Betracht gezogen. Sie bieten die Mdglichkeit,
zellulare Vorgange in Echtzeit zu visualisieren (Przepiorski et al. 2022). Im zweiten
Teil dieser Arbeit sollten zwei Reporter-Zelllinien mit den nierenspezifischen,
krankheitsrelevanten Zielgenen NPHS2 und UMOD generiert und auf ihre
Funktionalitat untersucht werden. Eine zukilnftige Kombination von iPSC- und
Organoid-Technologie mit diesen Reporter-Zelllinien zur optimierten Analyse der

Forschungsmodelle wurde evaluiert.
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4 Methodik

4.1 Klonierung der Plasmide
4.1.1 Material

Bezeichnung

GoTaq G2 Hot Start Green Master Mix
Multiply®-Pro 0.2 ml Biosphere®

Biozym LE Agarose

TBE-Puffer (10x): 1 M TRIS

SYBR™ Safe DNA Gel Stain

GeneRuler DNA Ladder Mix

Aarl und Puffer

Ascl und Puffer

Mlul-HF und Puffer

Notl-HF und Puffer

Pacl und Puffer

Esp3l und Puffer

T4 DNA Ligase und T4 DNA Ligase Reaction Buffer
Antarctic Phosphatase und Puffer

One Shot™ TOP10 chemisch kompetente
Escherichia coli, Plasmid mit hoher Kopienzahl
S.0.C. Medium

Ampicillin

LB Agar (Luria/Miller)

LB Broth (Luria/Miller)

Petrischalen

Glycerin

T311-CRYOVIAL® Internal thread with silicone

washer seal

Kits
NucleoSpin Plasmid EasyPure
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up

NucleoSpin Tissue
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Hersteller

Promega

Sarstedt AG & Co.
Biozym Scientific

Carl Roth

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
Thermo Fisher Scientific
New England Biolabs
New England Biolabs

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich Chemie

Carl Roth

Carl Roth

Greiner Bio-One International
Carl Roth

Simport Scientific

MACHERY-NAGEL
MACHERY-NAGEL

MACHERY-NAGEL



Vektorplasmide
Plasmid AVO (pGuide-it-tdTomato Vector als Teil Takara Clontech
des Guide-it™ CRISPR/Cas9 System)

Plasmid BHO (LA_Adapter_mNeonGreen_MV _ kloniertes Plasmid der AG
puro_TK_RA_Adapter)
Plasmid AIT (H2B-mCherry) Addgene

Plasmid BKZ (lenti sgRNA (MS2) puro backbone) Addgene

Online Tools

BioGPS (http://biogps.org) The Scripps Research Institute

UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu) University of California

Ensembl (https://www.ensembl.org/index.html) European Molecular Biology
Laboratory

Benchling (https://www.benchling.com/) Benchling, Inc.

Cas9 SAM (http://sam.genome-engineering.org/) Zhang lab

Primer design tips Thermo Fisher Scientific
(https://www.thermofisher.com/de/de/home/life-
science/oligonucleotides-primers-probes-
genes/custom-dna-oligos/oligo-design-tools.html)

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) National Center for

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) Biotechnology Information

Software und Gerate

Vector NTI, Version 9.1.0 Thermo Fisher Scientific
Debut Videoaufnahme und Bildschirmrekorder NCH Software

T100™ Thermal Cycler (PCR-Maschine) Bio-Rad Laboratories
Sub-Cell GT Cell (Elektrophoresekammer) Bio-Rad Laboratories
Mini-Sub Cell GT Cell (Elektrophoresekammer) Bio-Rad Laboratories
PowerPac 200 (Elektrophoresenetzteil) Bio-Rad Laboratories
peqPOWER 250 (Elektrophoresenetzteil) PEQLAB Biotechnologie
Safe Imager™ 2.0 Blue Light Transilluminator Thermo Fisher Scientific
GKB CB-3803S (Kamera zur Geldokumentation) Sony Europe B.V.
Prazisionswaage EW 420-3NM KERN & SOHN
Thermomixer comfort (Thermoschdttler) Eppendorf AG
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ThermoMixer F1.5 (Thermoschuttler) Eppendorf AG

Thermomixer (Thermoschuttler) Thermo Fisher Scientific
AccuBlock™ Mini Digital Dry Bath Labnet International
Heraeus™ Megafuge™ 16 Universalzentrifuge Thermo Fisher Scientific
Centrifuge 5415 C Eppendorf AG
Centrifuge 5424 R Eppendorf AG
Mini-Zentrifuge ROTILABO® Uni-fuge Carl Roth

Vortex-Genie 2 Scientific Industries
MaxQ™ 6000 (Inkubator) Thermo Fisher Scientific
Plus Il Incubator Gallenkamp
NanoDrop™ 8000 Spektralphotometer Thermo Fisher Scientific

4.1.2 Auswahl der Gene fiir die Reportersysteme

Die Auswahl der Marker-Gene fiir die Reportersysteme erfolgte mithilfe der Website
BioGPS. Gesucht wurden Gene, die moglichst exklusiv, verstarkt und lokal definiert
in der Niere exprimiert werden. Nach weiterer Selektion mittels UCSC Genome
Browser wurde die Auswahl auf die Gene NPHS2 und UMOD reduziert.

4.1.3 Planung der Klonierung

Die genomische Sequenz fur das Design der Guide- und Taggingplasmide wurde
von der Ensembl-Datenbank heruntergeladen, wobei die am haufigsten im
Menschen vorkommende Transkriptvariante gewahlt wurde. Fur das Design der
Guideplasmide wurde zusatzlich die Website Benchling genutzt. Die Guideplasmide
enthalten single guide-Ribonukleinsauren (sgRNA), die die Cas9 im Rahmen der
Genomeditierung zur korrekten Position fihren. Die Taggingplasmide enthalten u. a.
eine Puromycinresistenz, die Homologie-Arme und das Fluorophor, welches als
Reportergen mit dem Zielgen im Genom verknupft werden soll (Abb. 6). Die
Homologie-Arme sind identisch zu den Regionen rechts bzw. links der gewlnschten
Insertionsstelle im Genom. Sie ermdglichen nach Doppelstrangbruch durch die Cas9
die Reparatur via homologer Rekombination und somit die Insertion der
Fluorophorgene an korrekter Position (Liu et al. 2019).

Mithilfe des CRISPR/Cas9 SAM Komplexes lasst sich gezielt die Expression
bestimmter Gene stimulieren (Konermann et al. 2015). Die fur die Stimulation der
Zielgene NPHS2 und UMOD notwendigen Guidesequenzen lieferte das vom Zhang

lab bereitgestellte online-Design Tool, welches Stand 2022 deaktiviert wurde.
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Alle weiteren Planungsschritte fur die Guide- und Taggingplasmide fanden unter
Verwendung des Klonierungsprogrammes Vector NTI statt. NPHS2 wurde digital mit
dem Reportergen mCherry ausgestattet, UMOD mit mNeonGreen (Abb. 6). Die
Expression von Zielgen und Reportergen wurde in Form eines Fusionsproteins

geplant.

A
5'UTR = HLA —[mNeonGreen]— HRA = 3'UTR

B
5 UTR = HLA —[ mCherry ]— HRA = 3'UTR

Abb. 6: Vereinfachtes Schema fiir die Planung der Reporterkonstrukte

A: Schematische  Darstellung des  UMOD-Taggingplasmids  mit  mNeonGreen.
B: Schematische Darstellung des NPHS2-Taggingplasmids mit mCherry. An das
Fluorophorgen mNeonGreen bzw. mCherry schlie8t sich am 5° untranslatierten Bereich
(UTR) der linke Homologie-Arm (HLA) und am 3° UTR der rechte Homologie-Arm (HRA) an.
Diese sichern die Insertion an korrekter Position im Genom.

4.1.4 Design und Synthese der Oligonukleotide

Das Design der fur die Klonierung der Guide- und Taggingplasmide notwendigen
Primer erfolgte mit Vector NTI. Die Herstellung der Oligonukleotide wurde bei
Eurofins Genomics in Auftrag gegeben. Die erhaltenen Produkte besallen eine
Molaritdt von 100 yM. Sie  wurden in  Elutionspuffer mit 5 mM
Tris(hydroxymethyl)aminomethan/ Salzsaure (TRIS/HCI) und pH=8,5 aus dem Kit
NucleoSpin Plasmid EasyPure von MACHERY-NAGEL gelost. Eine 1:10 verdunnte
Arbeitslosung mit einer Molaritat von 10 uM wurde erstellt. Alle verwendeten

Oligonukleotide sind in Tabelle (Tab.) 13 im Anhang hinterlegt.

4.1.5 Generieren der Inserts

Zu den Inserts zahlten die linken und rechten Homologie-Arme, das Fluorophorgen
mCherry und die Guidesequenzen. Die Guide-Oligonukleotide wurden im Verhaltnis
1:2 gemischt und fur 10 min bei 95 °C inkubiert.

Die ubrigen Inserts wurden mithilfe der PCR amplifiziert. Als Vorlagen dienten die
genomische Desoxyribonukleinsaure (QDNA) von HEK 293-Zellen oder Plasmide, die
das gewunschte Insert bereits enthielten. Die gDNA wurde mit dem NucleoSpin
Tissue Kit (MACHERY-NAGEL) isoliert.
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Fur die PCR-Ansatze wurde der GoTaq G2 Hot Start Green Master Mix (Promega)
eingesetzt. Die notwendigen Komponenten sind in Tab. 1 aufgeflhrt, das Protokoll in
Tab. 2.

Tab. 1. Komponenten fiir die PCR

Komponente Menge (Gesamtvolumen 25 pl)
GoTaq G2 Hot Start Green Master Mix | 12,5 ul

forward-Primer (10 uM) 2,5 ul

reverse-Primer (10 yM) 2,5 ul

DNA als Vorlage 250 ng

Nuklease-freies Wasser Aufflllen auf 25 pl

Tab. 2: Protokoll der PCR

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Initiale Denaturierung 95 °C 2 min 1
Denaturierung 95 °C 20s 30
Primerhybridisierung 72°C-62°C |30s 30
(Modifikation je nach Primer)

Elongation 72 °C 1 min/1 kb | 30
finale Elongation 72 °C 5 min 1

Die PCR-Produkte wurden in einem einprozentigen Agarosegel mit TRIS-
Borat-Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)-Puffer (TBE-Puffer) aufgetrennt. Zum
Anfarben der DNA-Banden diente der SYBR™ Safe Gel Stain (Thermo Fisher
Scientific) in einer Verdunnung von 1:10.000. Als Marker wurden 12yl des
GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Die Trennung der
DNA erfolgte in Gelelektrophoresekammern gefullt mit TBE-Puffer bei 6-7 V/cm fur
35 min. Die Zielbanden wurden ausgestanzt und mithilfe des NucleoSpin Gel and
PCR Clean-up Kits (MACHERY-NAGEL) aufgereinigt.

4.1.6 Enzymatische Spaltung

Die enzymatische Spaltung der PCR-Produkte wurde bei vom Enzym-Hersteller
empfohlener Temperatur fur vier Stunden oder Uber Nacht unter Halbierung der
Enzymmenge durchgefuhrt. Teilweise wurde nur ein Restriktionsenzym eingesetzt.
Die Komponenten fur die enzymatische Spaltung sind in Tab. 3 aufgezeigt und

gelten auch fur die Vektor-Plasmide.
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Tab. 3: Komponenten fiir die enzymatische Spaltung

Komponente Menge (Gesamtvolumen 30 pl)
Puffer 3 ul

Enzym 1 1 i

Enzym 2 1l

DNA 2 ug

Nuklease-freies Wasser | Aufflllen auf 30 pl

Linke Homologie-Arme wurden mit Notl-HF und Pacl geschnitten, rechte Homologie-
Arme mit Ascl und Aarl. Die enzymatische Spaltung von mCherry erfolgte mit Pacl
und MIul-HF. Die geschnittenen Inserts wurden erneut mit dem NucleoSpin Gel and
PCR Clean-up Kit (MACHERY-NAGEL) aufgereinigt.

FUr die Ligation der Inserts in die Vektor-Plasmide erfolgte die Spaltung der
Empfangerplasmide mit denselben Enzymen, mit denen die jeweiligen Inserts
geschnitten wurden. Ausnahme bildeten die Vektor-Plasmide AVO (pGuide-it-
tdTomato Vector) und BKZ (lenti sgRNA (MS2) puro backbone) der spateren Guide-
Plasmide, die mit Esp3l gespalten wurden. Aufgrund der Grof3e der geschnittenen
Plasmide wurden diese zur Auftrennung auf ein einprozentiges Agarosegel gegeben.

Anschliel’end wurden die jeweiligen Banden ausgestanzt und aufgereinigt.

4.1.7 Ligation des Vektor-Plasmids mit den linken Homologie-Armen

Die linken Homologie-Arme wurden mit dem geschnittenen Plasmid
BHO (LA_Adapter_ mNeonGreen_MV_ puro_TK_RA_Adapter) unter Verwendung
der T4 DNA Ligase (New England Biolabs) ligiert. Die Komponenten der Ligation
wurden in ein Reaktionsgefald pipettiert (Tab. 4). Das Insert wurde im dreifachen
Uberschuss zum Empfangerplasmid hinzugegeben. Das Verhaltnis der Lange von
Empfangerplasmid zu Insert wurde hierbei bericksichtigt. Dies ist in Tab. 4
beispielhaft illustriert. Der Ligationsansatz wurde fur 10 min bei Raumtemperatur
(RT) inkubiert. AnschlieRend folgte eine Inkubation bei 65 °C flr weitere 10 min.
Parallel wurde ein Religationsansatz ohne Insert als Kontrolle mitgefuhrt.

Elektiv erfolgte im Anschluss eine enzymatische Spaltung zur Praselektion mit
spezifisch ausgewahlten Restriktionsenzymen. Hierflir wurden Enzym und Puffer wie
in Tab. 3 aufgezeigt zum Ligationsansatz hinzugegeben und fur mindestens 30 min
inkubiert. AnschlielRend erfolgte die Inaktivierung der Reaktion durch Inkubation bei

Enzym-spezifischer Inaktivierungstemperatur. Die Praselektion bewirkt, dass Vektor-
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Plasmide, die sich ohne Aufnahme des Inserts wieder geschlossen haben,
geschnitten werden und im nachsten Schritt, der Transformation, nicht von den

Escherichia coli (E. coli) Bakterien vermehrt werden kénnen.

Tab. 4. Komponenten fiir die Ligation mit T4 DNA Ligase

Komponente Menge (Gesamtvolumen 20 pl)
T4 DNA Ligase Puffer (10x) | 2 ul

Vektor DNA (4 kb) 50 ng (0,02 pmol)

Insert DNA (1 kb) 37,5 ng (0,06 pmol)

T4 DNA Ligase 1l

Nuklease-freies Wasser Aufflllen auf 20 pl

4.1.8 Transformation in E. coli Top 10

Das Protokoll fur die Transformation zur Aufnahme der ligierten Plasmide in
chemisch kompetente E. coli Top10 wurde angelehnt an das Transformation Protocol
(C2925) von New England Biolabs. Ein Volumen von 2 pl des Ligationsansatzes
wurde auf 50 pl chemisch kompetente E. coli Top10 gegeben und fur 5 min auf Eis
gestellt. Es folgte die Hitzeinaktivierung bei 42 °C fur 30 s. Anschlie®end wurden
200 ul vorgewarmtes Super Optimal Broth (S.0.C.) Medium hinzugegeben und das
Reaktionsgefall flir 30 min bei 350 rpm und 37 °C auf einen Thermomixer platziert.
Der Ansatz  wurde auf Luria-Bertani (LB)-Agarplatten mit  einer
Ampicillinkonzentration von 100 pg/ml ausplattiert. Die verwendeten
Ausgangsplasmide enthalten eine Ampicillinresistenz. Durch Hinzufigen von
Ampicillin im LB-Agar und im LB-Medium kann das Wachstum von E. coli Bakterien,
die kein Plasmid aufgenommen haben und somit Uber keine Resistenz verfugen,

vermindert werden.

4.1.9 Inokulation von Klonen

Nach Inkubation bei 37 °C Uber Nacht wurden mehrere Klone von den Agarplatten
ausgewahlt, mithilfe einer Pipettenspitze aufgenommen und in Zentrifugenréhrchen
mit 5 ml LB-Medium mit 100 ug/ml Ampicillin gegeben. Das Verhaltnis von Klonen
auf der Agarplatte des Ligationsansatzes zu denen auf der Agarplatte des
Religationsansatzes diente der Qualitatskontrolle der enzymatischen Spaltung des
Empfangerplasmids und somit der Abschatzung des prozentualen Anteils von

Religationsklonen an den Transformanden. Nach Inkubation der Zentrifugenrohrchen
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bei 37 °C und 225 rpm fur 16 h erfolgte die Aufreinigung der Klone mithilfe des
NucleoSpin Plasmid EasyPure Kits (MACHERY-NAGEL).

4.1.10 Uberpriifung der Plasmide

Mit individuell ausgewahlten Restriktionsenzymen wurden die zu prifenden Plasmide
fur 30 min inkubiert. Das in silico geplante Bandenmuster der enzymatischen
Spaltung sollte eine Unterscheidung zwischen Religationsklonen und Klonen mit

integriertem PCR-Produkt ermdglichen. Die Komponenten sind in Tab. 5 aufgefuhrt.

Tab. 5: Komponenten fiir die Uberpriifung der Plasmide mithilfe enzymatischer Spaltung
Komponente Menge (Gesamtvolumen 10 pl)
Puffer 1l
Enzym 1 0,5 ul
Enzym 2 0,5 ul
DNA 400 ng
Nuklease-freies Wasser | Auffillen auf 10 pl

4.1.11 Sequenzierung der Plasmide

Die Proben wurden auf ein einprozentiges Agarosegel aufgetragen. Klone, deren
Bandenmuster der in silico-Planung entsprachen, wurden zur Sequenzierung an
Eurofins Genomics gesandt. Als Sequenzierprimer wurden Primer von Eurofins
ausgewabhlt, die stromaufwarts oder stromabwarts der erwarteten Integrationsposition
des PCR-Produkts binden.

4.1.12 Anlegen einer Kryokultur

Nach Sequenzierung eines Plasmids wurde die zugehodrige E. coli-Kolonie zur
Inokulation einer Flussigkultur mit 5 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin
verwendet und bei 37°C Uber Nacht fir mindestens 12 h schittelnd mit 225 rpm
inkubiert. Zusatzlich wurde eine Kryokultur angelegt, indem 600 ul der bewachsenen
E. coli-Kultur mit 400 pl eines 50%igen Glycerin-Wasser-Gemisches in ein

Kryoréhrchen Uberflhrt und bei - 80 °C gelagert wurden.

4.1.13 Ligation der weiteren Inserts

Nach Integration des PCR-Produktes, welches als linker Homologie-Arm dient, wurde
das generierte Plasmid mit Ascl und Aarl gespalten, um das als rechten Homologie-
Arm dienende PCR-Produkt in den Vektor ligieren zu konnen. Das Zielplasmid flur
das Tagging von NPHS2 wurde zusatzlich mit Pacl und Mlul-HF geschnitten, um das
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Fluorophorgen mNeonGreen mit mCherry ersetzen zu konnen. Es wurde wie in 4.1.5

bis 4.1.12 beschrieben vorgegangen.

4.1.14 Ligation der Guideplasmide
Die geschnittenen Empfanger-Plasmide flr die Guides wurden mit beiden Guide-
Oligonukleotiden ligiert. Der Ablauf erfolgte wie in 4.1.5 bis 4.1.12 geschildert.

4.1.15 Weitere Klonierungsmethoden

Bei einigen Klonierungen wurde eine Plasmiddephosphorylierung mit Antarktischer
Phosphatase (New England Biolabs) durchgefihrt. Diese Methode wurde
angewandt, wenn der Anteil von Religationsklonen uUberwog und verhindert die
Religation von nur einmalig geschnittenen Empfangervektoren. Die Komponenten
wurden in ein Reaktionsgefal® pipettiert und fir 30 min bei 37 °C inkubiert (Tab. 6).
Die Reaktion wurde durch zweiminttige Inkubation bei 85 °C beendet. Mit dem
dephosphorylietem Empfangerplasmid wurde anschlieBend die Ligation wie unter
4.1.7 beschrieben durchgefluhrt.

Tab. 6: Komponenten fiir die Dephosphorylierung

Komponente Volumen (Gesamtvolumen 20 pl)

geschnittenes Plasmid 5 ul

Antarctic Phosphatase Reaction Puffer (10x) | 2 pl

Antarctic Phosphatase 1l

Nuklease-freies Wasser Auffillen auf 20 ul
4.2 Zellkultur
4.2.1 Material

Bezeichnung Hersteller

DMEM, high glucose, HEPES, no phenol red Thermo Fisher Scientific
Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich Chemie
Fetales Kalberserum Merck KGaA
Penicillin-Streptomycin Sigma-Aldrich Chemie
Trypsin-EDTA Thermo Fisher Scientific
Puromycin InvivoGen

DPBS, no calcium, no magnesium Thermo Fisher Scientific
DPBS, calcium, magnesium Thermo Fisher Scientific
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Hygromycin B

Blasticidin

Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent
Opti-MEM™ | Reduced Serum Medium
2-Propanol (Isopropanol)

Zellschaber

Cellview Microplatte, 96 Well, Cycloolefin,
F-Boden (Kaminform), Glasboden, schwarz, tc,
Abdeckplatte, steril, einzeln verpackt

Neubauer-Zahlkammer

Kits

NucleoSpin Tissue

Software und Gerite

Vector NTI, Version 9.1.0
CO2-Inkubator C 150
Sicherheitswerkbank Holten Lamin Air
Axio Vert.A1 Mikroskop

HXP 120 V Kompaktlichtquelle
Centrifuge 5702

Wasserbad LAUDA Aqualine AL12

Nalgene® Mr. Frosty® Cryo 1°C Freezing Containers

ZEISS LSM 980 mit Airyscan 2
ZEN 3.1

Medien

Medium Zusammensetzung

DMEM-VM
10 % fetales Kalberserum

1 % Penicillin-Streptomycin

Thermo Fisher Scientific
InvivoGen

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Carl Roth

Sarstedt

Greiner Bio-One

International

Marienfeld Superior

MACHERY-NAGEL

Thermo Fisher Scientific
BINDER GmbH

Thermo Fisher Scientific
Carl Zeiss Microscopy
Carl Zeiss Microscopy
Eppendorf

LAUDA DR. R. WOBSER
Thermo Fisher Scientific
Carl Zeiss Microscopy

Carl Zeiss Microscopy

DMEM, high glucose, HEPES, no phenol red

Kryomedium DMEM, high glucose, HEPES, no phenol red

5 % fetales Kalberserum
5 % Dimethylsulfoxid (DMSO)

29



Grundzelllinie

Als Grundzelllinie dienten HEK 293-Zellen mit stabil integriertem CRISPR/Cas9 SAM
Komplex, genannt HEK-AWL-AWN-Zellen (Malecha 2019, Mrowka et al. 2018). Die
Kultur erfolgte in Dulbecco‘s Modified Eagle Vollmedium (DMEM-VM) mit 100 pg/ml
Hygromycin B und 10 ug/ml Blasticidin.

4.2.2 Auftauen und Kultivierung der Zellen

In einer Flasche mit 75 cm? Zellwachstumsbereich (T75-Flasche) wurden 8 ml
DMEM-VM vorgelegt und fur 30 min in den Inkubator bei 37 °C, 5 % CO2 und 21 %
O2 platziert. Ein Kryoréhrchen HEK-AWL-AWN-Zellen wurde aus dem Stickstoff-
Lager entnommen und im Wasserbad bei 37 °C fur 3 min erwarmt. Die
Zellsuspension wurde aus dem Kryorohrchen in 2 ml vorgewarmtes DMEM-VM
uberfuhrt und wiederholt resuspendiert. Nach dreiminutiger Zentrifugation bei 200 x g
wurde der Uberstand entfernt und das Zellpellet in 2ml frischem Medium
aufgenommen. Die Zellsuspension wurde in die vorbereitete Zellkulturflasche
gegeben. Ab dem Folgetag wurden 100 pg/ml Hygromycin B und 10 pug/ml Blasticidin

zum DMEM-VM hinzugefugt. Das Medium wurde jeden zweiten Tag gewechselt.

4.2.3 Splitten und Einsaat der Zellen

Einmal pro Woche wurden die Zellen in einem Verhaltnis von 1:12 aufgeteilt. Nach
einem Waschschritt mit Dulbecco's phosphate-buffered saline ohne Magnesium und
Calcium (DPBS (-)) wurden die Zellen flr 3 min mit 1 ml Trypsin-EDTA bei 37 °C
inkubiert. Durch Zugabe des funffachen Volumens an Medium wurde die Wirkung
des Trypsins aufgehoben. Die Zellsuspension wurde in ein Zentrifugenrohrchen
uberfuhrt und das gewunschte Volumen in die Zellkulturflasche zurlickgegeben. Bei
Einsaat einer exakten Zellzahl wurden zunachst 10 yl der Suspension auf eine
Neubauer-Zahlkammer gegeben und die Zellzahl bestimmt. Somit konnte das

gewulnschte Volumen an Zellsuspension errechnet werden.

4.2.4 Stabile Transfektion zur Generierung der Reporter-Zelllinien

Zur stabilen Transfektion der Zellen mit den Plasmiden zum Tagging der Zielgene
wurde Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent (Thermo Fisher Scientific)
angewandt. Die Zellen wurden wie unter 4.2.3 beschrieben abgelost und 1,2 x 108
Zellen in ein Well einer 6-Well-Platte eingesat. Als Medium wurde DMEM-VM ohne
Zugabe von Antibiotika eingesetzt. Bei einer Konfluenz von 70 % bis 90 % wurden
die HEK-AWL-AWN-Zellen transfiziert. Pro zu transfizierendem Well wurden 11 ul
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Lipofectamine in 150 yl Opti-MEM™ (Thermo Fisher Scientific) aufgenommen. Ein
zweiter Ansatz enthielt 140 pyl Opti-MEM™ und je 3000 ng des Guide- und des
Taggingplasmids pro ein Well. Beide Ansatze wurden zusammengegeben und flr
5 min bei RT inkubiert. Das Vollmedium wurde von den Zellen entfernt und durch je
2,7 ml DMEM mit 10 % fetalem Kalberserum ersetzt. AnschlieRend wurden je 280 pl
des Transfektionsansatzes in ein Well gegeben. Nach drei Tagen Inkubation begann
die Selektion durch DMEM-VM mit 100 ug/ml Hygromycin B, 10 pg/ml Blasticidin und
3 ug/ml Puromycin. Bei erfolgreicher Modifikation der Zellen besitzen diese eine
Resistenz gegen Puromycin, Uber die die HEK-AWL-AWN-Zellen nicht verfigen.

Somit Uberleben nur die modifizierten Zellen.

4.2.5 Isolierung genomischer DNA

Die Uberprifung der Modifikation erfolgte durch Nachweis des jeweiligen
Fluorophorgens und dessen korrekte Insertion im Genom der Zellen via PCR. Hierfur
wurde als Vorlage die gDNA der modifizierten Zellen mit dem NucleoSpin Tissue Kit
(MACHERY-NAGEL) isoliert. Die PCR und anschlieRende Sequenzierung der
Produkte erfolgte wie unter 4.1.5 und 4.1.11 beschrieben. Als Negativkontrollen
wurden destilliertes Wasser (A. dest) und die gDNA der nicht-editierten HEK-AWL-
AWN-Zellen eingesetzt. Als Positivkontrolle fir den Nachweis von mCherry bzw.

mNeonGreen diente das jeweilige Plasmid.

4.2.6 Lagerung der Zellen

Zur langfristigen Aufbewahrung wurden die Zellen in Flissigstickstoff gelagert. Die
Zellen wurden wie unter 4.2.3 beschrieben abgeldst und die Suspension fur 3 min bei
200 x g zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstandes wurde das Pellet in
Kryomedium aufgenommen. In jedes Kryoréhrchen wurden 1 ml der Suspension
Uberfuhrt. Die R6hrchen wurden in mit Isopropanol gefilliten Gefrierbehalter platziert
und Uber Nacht bei -80 °C gelagert. Am nachsten Tag wurden die Zellen in
Stickstofftanks Uberfuhrt.

4.2.7 Stimulation der Genexpression von NPHS2 und UMOD

Die Stimulation der Genexpression der Zielgene NPHS2 und UMOD in den

generierten Reporter-Zelllinien erfolgte unter Verwendung des in der Grundzelllinie

bereits stabil integrierten CRISPR/Cas9 SAM-Komplexes. Wie in Abb. 7 aufgezeigt,

enthalt der CRISPR/Cas9 SAM Komplex die Endonuklease Cas9, deren katalytische

Domanen inaktiviert wurden (Konermann et al. 2015). Somit erfolgt im Gegensatz
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zum klassischen CRISPR/Cas9 System kein Doppelstrangbruch (Mrowka et al.
2018). An dieser wurden der Transaktivator VP64 sowie die nuclear factor 'kappa-
light-chain-enhancer' of activated B-cells (NF-kB)-Untereinheit p65 und die
Aktivierungsdomane des humanen Hitzeschock-Transkriptionsfaktor (HSF) 1 Uber

MS2-Fusion angeflgt (Konermann et al. 2015).

Das klassische CRISPR/Cas9 System Der CRISPR/Cas9 SAM Komplex

v 8 SgRNA
o+ M2,
' P65,
HSF1

-
Cad

Abb. 7: Gegenliberstellung des klassischen CRISPR/Cas9 Systems und des CRISPR/Cas9
SAM Komplexes zur gezielten Stimulation ausgewéhlter Gene

Die klassische Cas9 (links abgebildet) bindet, geleitet von der sgRNA, an die Protospacer
adjacent Motif (PAM)-Sequenz und erzeugt einen Doppelstrangbruch. Der CRISPR/Cas9
SAM Komplex (rechts abgebildet) besteht aus einer katalytisch inaktiven Cas9 (dCas9), dem
Transaktivator VP64 und, angeftigt durch MS2-Fusion, der NF-kB-Untereinheit p65 sowie
der Aktivierungsdoméne des HSF 1. Mithilfe spezifischer sgRNAs kann dieser Komplex an
den Promotor des Zielgens binden und die Expression stimulieren. Modifiziert nach Mrowka,
Kirchner et al. 2018.

Die modifizierten Zellen wurden transient mit Guide-kodierenden Plasmiden, die
Promotor-spezifische sgRNAs enthielten, wie unter 4.2.4 beschrieben transfiziert.
Mithilfe dieser sgRNAs bindet der CRISPR/Cas9 SAM Komplex an die Promoter-
Region des Zielgens und stimuliert dessen Expression (Mrowka et al. 2018). Bei der
transienten Transfektion unterbleibt der Einsatz eines Selektionsmediums. Es kommt
zu keiner langfristigen Integration der Information in das Genom. Wurde eine
abschlieRende Auswertung via gPCR angestrebt, so wurden die Zellen in 12-Well-
Platten eingesat.

4.2.8 Fluoreszenzanalyse am Konfokalmikroskop

Fir die Analyse der Fluoreszenzsignale am Laser Scanning Mikroskop (LSM) 980
(Carl Zeiss Microscopy) wurden Mikrotiterplatten mit Glasboden (Greiner Bio-One)
verwendet. Je ein Well Zellen blieb als Negativkontrolle unverandert, um die Auto-

und Hintergrundfluoreszenz zu definieren. HEK-AWL-AWN-Zellen wurden wie unter
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4.2.3 beschrieben eingesat. Als Positivkontrolle fur die Fluorophore mCherry,
mNeonGreen und flr das in den Guideplasmiden enthaltene Fluorophor tdTomato
wurden HEK-AWL-AWN-Zellen mit Plasmiden, die das jeweilige Fluorophor kodieren,
wie unter 4.2.4 und 4.2.7 beschrieben transient transfiziert. Zwei bis drei Tage nach
Transfektion wurden die Proben mithilfe des LSM 980 spektral untersucht. Hierfur
wurde das Medium als potenzielle Stérquelle entfernt und DPBS mit Magnesium und
Calcium (DPBS (+)) kurz vor Analyse auf die Zellen gegeben. Die Auto- und
Hintergrundfluoreszenz der Negativkontrolle wurden definiert. Um mit maximaler
Sicherheit zwischen mCherry- und tdTomato-exprimierenden Zellen differenzieren zu
konnen, wurden zwei unterschiedliche Wellenlangen zur Anregung gewahlt. Mit
einem 594 nm-Laser kann mCherry nahezu optimal angeregt werden, wahrend
tdTomatos Exzitationsbereich kaum erfasst wird (Lambert 2019, Shaner et al. 2004).
Unter Nutzung des 594 nm-Lasers ist das angeregte tdTomato-Signal demnach zu
vernachlassigen und lediglich mCherry-positive Zellen werden dargestellt. Umgekehrt
lasst sich mCherry durch Wahl eines 514 nm-Lasers deutlich schlechter anregen als
tdTomato (Shaner et al. 2004, Lambert 2019). Die Aufnahmen wurden unter
Verwendung des Smart Setup der ZEN Software (Carl Zeiss Microscopy) erstellt.
Minimale Korrekturen zur Vermeidung exzessiver Autofluoreszenz wurden

vorgenommen.

4.3 qPCR- Analyse
4.3.1 Material

Bezeichnung Hersteller

Luminaris HiGreen Mastermix fur gqPCR, hoher ROX Thermo Fisher Scientific
Life Science Verschlussfolien fur gPCR BRAND GMBH + CO KG
PCR-Platte 96-well (low Profile, transparent, ohne BRAND GMBH + CO KG
Rahmen)

Kits
Nucleo Spin RNA MACHERY-NAGEL
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Thermo Fisher Scientific

Online Tools

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) National Center for
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Biotechnology Information
Primer-BLAST National Center for

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) Biotechnology Information

Software und Gerate

StepOne™ Software v2.3 Thermo Fisher Scientific
StepOne™ Real-Time PCR System Thermo Fisher Scientific
Microsoft Excel Microsoft Corporation

4.3.2 Isolation der RNA
Die RNA wurde mithilfe des Kits NucleoSpin RNA (MACHERY-NAGEL) fruhestens

zwei Tage nach transienter Transfektion der Zellen isoliert.

4.3.3 Synthese der komplementaren DNA
Die komplementare DNA (cDNA) wurde mithilfe des High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kits (Thermo Fisher Scientific) synthetisiert und bei - 20 °C gelagert.

4.3.4 Durchfiihrung der qPCR

Die qPCR-Primer wurden mithilfe der Datenbanken von dem National Center for
Biotechnology Information sowie mithilfe des Online Tools ,Primer-BLAST" generiert
und bei Eurofins Genomics in Auftrag gegeben (Anhang, Tab. 13). Als
Referenzprobe diente die cDNA der unmodifizierten Grundzelllinie. Fur die qPCR-
Analysen wurde der Luminaris HiGreen Mastermix fir qPCR (Thermo Fisher
Scientific) nach Protokoll des Herstellers verwendet. Die cDNA wurde 1:10 mit
zweifach destillietem Wasser verdunnt. Fur die endogenen Referenzgene EMC7
und TBP und die zu untersuchenden Gene wurde je ein Primermix bestehend aus
10 ul 100 mM forward-Primer, 10 yl 100 mM reverse-Primer und 180 ul zweifach
destilliertem Wasser erstellt. Jede Probe wurde als technisches Triplikat auf eine
96-Well PCR-Platte aufgetragen. Eine Probe enthielt 5 yl Luminaris Mastermix, 1 pl
Primermix und 4 yl cDNA. Es wurde ein dreistufiges qPCR-Protokoll angewandt
(Tab. 7). Die gewonnenen Daten wurden als Originaldatei auf der Geratesoftware
sowie als Excel-Datei gespeichert. Abweichungen bei der Durchflihrung der Analyse
der Genexpressionsanderung in den renalen Organoide werden unter 4.5.3

aufgezeigt.
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Tab. 7: Protokoll der gPCR

Schritt Temperatur | Dauer | Zyklen
Uracil-DNA-Glycosidase Vorbehandlung | 50 °C 2 min 1
Initiale Denaturierung 95 °C 10 min |1
Denaturierung 95 °C 15s 40
Hybridisierung 60 °C 30s 40
Elongation 72 °C 30s 40

4.3.5 Auswertung der qPCR

Die Auswertung der qPCR-Analysen erfolgte durch relative Quantifizierung der
Genexpression nach der 222Ct — Methode anhand des Handbuchs ,Guide to
Performing Relative Quantitation of Gene Expression Using Real-Time Quantitative
PCR“ (Applied Biosystems 2008). Die Daten wurden als x-fache Anderung der
Genexpression im Vergleich zu einer Kontrollprobe dargestellt (Livak und Schmittgen
2001). Fir die Ermittlung der Mini- und Maximalwerte der Anderung der
Genexpression in den mit den Reporterkonstrukten modifizierten Zelllinien wurden
die Standardabweichungen der biologischen Replikate verwendet. Die Auswertung
der Anderung der Genexpression in den renalen Organoiden erfolgte anhand der
technischen Triplikate der singularen biologischen Probe. Zur Normalisierung dienten
endogene Referenzgene (Livak und Schmittgen 2001). Ein von der
StepOne™ Software als ,unbestimmt* angegebener Schwellenwert-Zyklus wurde bei

der Auswertung mit dem Wert 40 gleichgesetzt.

4.4 Kultivierung der humanen iPSC

4.41 Material

Bezeichnung Firma

Essential 8™ Medium Thermo Fisher Scientific
Geltrex™ LDEV-freie, hESC-qualifizierte Thermo Fisher Scientific
Basalmembran-Matrix mit reduziertem

Wachstumsfaktor

KnockOut™ DMEM Thermo Fisher Scientific
DMEM, high glucose, GlutaMAX™ Supplement, Thermo Fisher Scientific
pyruvate

Rho-Kinase-Inhibitor Y-27632 Wako Chemicals
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UltraPure™ 0.5M EDTA Thermo Fisher Scientific

DPBS, no calcium, no magnesium (DPBS (-)) Thermo Fisher Scientific
DPBS, calcium, magnesium (DPBS (+)) Thermo Fisher Scientific
Bambanker™ NIPPON Genetics Europe
Cellartis DEF-CS 500 Culture System Kit Takara

Trypsin-EDTA Thermo Fisher Scientific

Software und Gerate

Galaxy™ 170 S CO2-Inkubator Eppendorf AG
Heraeus® HERAsafe® Sicherheitswerkbank Thermo Fisher Scientific
Axiovert 25 (inverses Mikroskop) Carl Zeiss Microscopy
Axio Vert.A1 Mikroskop Carl Zeiss Microscopy
Axiocam ERc 5s Carl Zeiss Microscopy
MyBath 4L Digital Water Bath Benchmark Scientific
Mega Star 600 Zentrifuge VWR International
Zelllinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Zelllinien, die BCRT5-Zellen und die IMR90
Talen NF-kB-grin fluoreszierendes Protein (GFP)-Zellen, verwendet.

Die BCRT5-Zellen sind hiPSC, welche von ihrem Namensgeber, dem Berlin-
Brandenburg Center fUr Regenerative Therapien (BCRT) der Charité, generiert
wurden. Die BCRTS-Zellen wurden in Essential 8™ (E8) Medium (Thermo Fisher
Scientific) kultiviert.

Die IMR90 Talen NF-kB-GFP-Zellen sind vom BCRT modifizierte hiPSC, in denen
NF-kB via Elongationsfaktor 1a-Promotor mit GFP verknupft wurde. In allen Gbrigen
Abschnitten wurden die IMR90 Talen NF-kB-GFP-Zellen der Verstandlichkeit halber
zu IMR90-Zellen abgekurzt. Die IMR90-Zellen wurden im Cellartis DEF-CS System
(Takara) kultiviert.

Votum der Ethik-Kommission

Ein Ethikvotum zur Reprogrammierung humaner Zellen in pluripotente Stammzellen,
Transfektion und Differenzierung dieser Zellen wurde im Vorfeld bei der Ethik-
Kommission des Universitatsklinikums Jena eingeholt. Die Auflagen der Ethik-

Kommission wurden erflillt. Die Registrierungsnummer lautet 2019-1277 _1-Material.
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4.4.2 Auftauen der iPSC

Vorbereitend wurden 6 ml Medium bei RT erwarmt. Zum DEF-CS Medium wurden
Wachstumsfaktor-1 in einer Verdunnung von 1:333 und Wachstumsfaktor-2 und -3 in
einer Verdunnung von je 1:1000 gegeben. Das E8 Medium der BCRTS5-Zellen wurde
vor erstem Gebrauch bei RT aufgetaut und das im Kit enthaltene Supplement
hinzugeflgt.

Ein Well einer 6-Well-Platte wurde mit der Beschichtung behandelt. Fur die IMR90-
Zellen im DEF-CS System wurde die im Kit enthaltene Beschichtung 1:20 mit
DPBS (+) verdunnt und 1,5 ml dieser Verdunnung auf ein Well gegeben. Fur die
BCRT5-Zellen im E8 System wurde Geltrex (15 mg/ml) 1:10 mit KnockOut™ DMEM
verdinnt und 1 ml dieser Verdinnung in ein Well gegeben. Die Well-Platte wurde flr
30 min bei 37 °C, 5 % CO2 und 21 % Oz2 inkubiert. Vor dem Einsaen der Zellen wurde
der Uberstand wieder entfernt.

Ein Kryordhrchen iPSC wurde fir 3 min im Wasserbad bei 37 °C erwarmt. Die
Zellsuspension wurde in 4 ml Medium aufgenommen und fir 2 min bei 300 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in den 2 ml Medium
resuspendiert. AnschlieBend wurde die Suspension in das vorbereitete Well
Uberfuhrt.

4.4.3 Erhalt der iPSC in Kultur

Das Medium wurde taglich gewechselt. Zum DEF-CS Medium wurden
Wachstumsfaktor-1 und -2 wie unter 4.4.2 beschrieben hinzugegeben. Waren
differenzierte Stammzellen vorhanden, wurden diese manuell durch Ablosen der
Zellen mittels einer Pipettenspitze entfernt. AnschlieRend erfolgte ein weiterer

Mediumwechsel (MW), um ein erneutes Adharieren zu verhindern.

4.4.4 Passagieren und Splitten der iPSC

Ab einer Konfluenz von 70 % bis 90 % wurden die iPSC aufgeteilt. Fir die BCRT5-
Zellen im E8 System wurden 50 ul 0,5 M EDTA-L6sung mit 50 ml DPBS (-) verdinnt.
Nach Entfernung des Mediums wurden 1 ml EDTA-Verdinnung auf die BCRT5-
Zellen gegeben und die Well-Platte fir 3 min bei 37 °C inkubiert. Die EDTA-
Verdunnung wurde entfernt und 3 ml Medium hinzugegeben. Fur die IMR90-Zellen
im DEF-CS System wurden 500 ul Trypsin, wie unter 4.2.3 beschrieben, angewandt.
Die iPSC wurden anschlieBend vorsichtig abgeldst und in vorbereitete Wells
uberfuhrt (siehe 4.4.2). Etwa alle vier Tage wurden die iPSC unabhangig von der
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Konfluenz auf eine frische Beschichtung passagiert. Nach Splitten oder Passagieren
der IMR90-Zellen im DEF-CS System wurden alle drei Wachstumsfaktoren, wie unter

4.4.2 beschrieben, hinzugegeben.

4.4.5 Einfrieren der iPSC

Ab einer Konfluenz von etwa 70 % konnten die iPSC eingefroren werden. Das
Medium wurde entfernt und die iPSC wie unter 4.4.4 beschrieben abgeldst. Je ein
Well BCRT5-Zellen im E8 System wurde in 1 ml auf RT erwdrmtes Bambanker™
Einfriermedium aufgenommen. Die IMR90-Zellen wurden in 1 ml DEF-CS Medium
unter Zugabe aller drei Wachstumsfaktoren Uberfihrt (siehe 4.4.2). Die Suspension
der iPSC wurde in ein Kryorbhrchen gegeben und Uber Nacht in einen
Gefrierbehalter bei - 80 °C gelagert. Am nachsten Tag wurden die Kryoréhrchen in
die Stickstofftanks Uberfuhrt.

4.5 Differenzierung der iPSC in humane renale Organoide

4.5.1 Material

Bezeichnung Firma

Essential 8™ Medium Thermo Fisher Scientific
Rho-Kinase-Inhibitor Y-27632 Wako Chemicals
Albumin Fraktion V Carl Roth

Cellartis DEF-CS 500 Culture System Kit Takara

STEMdiff™™ APEL™2 Medium Stemcell Technologies
CHIR99021 Merck KGaA

PFHM-II Protein-Free Hybridoma Medium (liquid) Thermo Fisher Scientific
DMEM, high glucose, GlutaMAX™ Supplement, Thermo Fisher Scientific

pyruvate

KnockOut™ Serum Replacement Thermo Fisher Scientific
MEM Non-Essential Amino Acids Solution (100X) Thermo Fisher Scientific
Penicillin-Streptomycin Merck KGaA
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)- Thermo Fisher Scientific
ethansulfonsaure (HEPES)

Poly (vinyl alcohol) Sigma-Aldrich
Insulin-Transferrin-Selen-Ethanolamin (100x) Thermo Fisher Scientific
Dispase (1 U/ml) Stemcell Technologies

Corning® Costar® Ultra-Low Attachment Multiple Sigma-Aldrich
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Well Plate

AggreWell™800 24-well Plate Stemcell Technologies
Anti-Adherence Rinsing Solution Stemcell Technologies
KnockOut™ DMEM/F-12 Thermo Fisher Scientific
Neubauer-Zahlkammer Marienfeld Superior

Software und Gerate

Midi 40 CO2-Inkubator Thermo Fisher Scientific
Thermomixer (Thermoschuttler) Thermo Fisher Scientific
Galaxy™ 170 S CO2-Inkubator Eppendorf AG
Heraeus® HERAsafe® Sicherheitswerkbank Thermo Fisher Scientific
Axiovert 25 (inverses Mikroskop) Carl Zeiss Microscopy
Axio Vert.A1 Mikroskop Carl Zeiss Microscopy
Axiocam ERc 5s Carl Zeiss Microscopy
MyBath 4L Digital Water Bath Benchmark Scientific
Mega Star 600 Zentrifuge VWR International

4.5.2 Generieren der Organoide

Zur Generierung der renalen Organoide aus den hiPSC wurde das von Przepiorski et
al. (2018) publizierten Protokoll angewandt. Geringe Modifikationen u. a. hinsichtlich
einer hoheren Konfluenz der iPSC zu Protokollbeginn und der Formation der EBs
wurden im Austausch mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Andreas Kurtz am BCRT
der Charité implementiert.

Fur die Organoid-Ansatze wurden fiir die Formation der EBs sowohl AggreWell™
Platten als auch das Prinzip der Selbstaggregation angewandt. Unter EBs versteht
man dreidimensionale Stammzellaggregate, die durch Selbstorganisation Teratom-
ahnliche Gewebe in vitro bilden (Lancaster und Knoblich 2014). Sie dienen als
Vorstufe fur die Organoiddifferenzierung. In diesem Abschnitt werden beide
Varianten des Protokolls beschrieben. Eine schematische Ubersicht Uber das
Protokoll ist in Abb. 8 gezeigt. Alle Medien wurden vor Anwendung auf RT erwarmt.

Tag - 1 (AggreWell™-Formation der EBs)
Die Wells der AggreWell™ 24-Well-Platte wurden mit 500 ul Anti-Adherence Rinsing
Solution gefullt und bei 1300 x g fur 5 min zentrifugiert. Waren anschliel3end noch
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Lufteinschliusse unter dem Mikroskop sichtbar, so wurde die Zentrifugation
wiederholt. Die Anti-Adherence Rinsing Solution wurde entfernt und die Wells mit je
2 ml KnockOut™ DMEM/F-12 gespult. Je nach verwendeten iPSC wurden 2,5 ml E8
Medium mit 6 yl 5 mM Rho-Kinase (ROCK) Inhibitor oder 2,5 ml DEF-CS Medium mit
Wachstumsfaktor-1, -2 und -3 vorbereitet. Ein Well iPSC wurden wie unter 4.4.4
beschrieben abgeldst und in ein Zentrifugenréhrchen mit 2 ml des vorbereiteten E8
bzw. DEF-CS Mediums Uberfuhrt. Die Zellen wurden flir 2 min bei 300xg
zentrifugiert, resuspendiert und mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Das
Volumen fiir 1,5 x 10% iPSC wurde bestimmt und in ein Well der AggreWell™ Well-
Platte gegeben. Durch vorsichtiges Pipettieren wurden die iPSC ebenmalig auf das

Well verteilt. Das vorhandene Medium im Well wurde auf insgesamt 2 ml aufgefulit.

Transfer auf
Ablosen der Zellen & Schiittler; erste
Einsaat in die Strukturen sichtbar
AggreWell™-Platte | erster Endpunk

s

Ablauf [Tagen | ..... |
| | [ Ig ]I | | | | | |
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 26

\

Ablasen der EBs & | MW | [Jeden 2. Tag% MW| | letzter Endpunkt |
Einsaat in die
ULA-Platte mit 5 ‘
Stadium I-Medium . .
+ CHIR99021 Resuspension der
' Ablésen der Zellen | | EBs in Stadium Il-
' & Einsaat in | Medium + KOSR
' Klumpen in die ; EBs...Embryoid Bodies
| ULA-Platte mit i KOSR...Knockout ™Serumersatz
Stadium I-Medium MW...Mediumwechsel
'+ CHIR99021 ULA...ultra-low attachment

Abb. 8: Schema fiir die Differenzierung renaler Organoide aus hiPSC basierend auf
Przepiorski et al. (2018)
Die gestrichelte Umrahmung zeigt die alternative Formation der EBs durch

Selbstaggregation im Gegensatz zur Formation durch Verwendung von AggreWell™-Platten.

Tag 0 (AggreWell™-Formation der EBs)

Die Komponenten fir das Stadium I-Medium wurden in ein Zentrifugenréhrchen

gegeben (Tab. 8). Die EBs wurden durch wiederholtes Pipettieren aus dem Well der
AggreWell™-Platte geldst, in ein Zentrifugenrohrchen Uberfihrt und bei 300 x g fir

30 s zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die EBs in dem Stadium I-
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Medium resuspendiert. EBs aus einem Well der AggreWell™-Platte wurden auf drei
Wells der 6-Well-Ultra Low Attachment (ULA)-Platte verteilt. Pro Well der ULA-Platte

wurden etwa 2 ml Stadium [-Medium verwendet.

Tag 0 (EB-Formation durch Selbstaggregation)
Das Stadium I-Medium wurde hergestellt (Tab. 8). Die BCRT5-Zellen wurden bis zu

einer Konfluenz von 70 %, die IMR90-Zellen bis zu einer Konfluenz von 100 % in

einer 6-Well-Platte kultiviert. Die Zellen wurden zweimalig mit 1 ml DPBS (-)
gewaschen und fur 6 min mit 2 ml Dispase (1 mg/ml) bei 37 °C inkubiert. Es folgten
zwei Waschschritte mit DPBS (-). AnschlieRend wurde Stadium |I-Medium in das Well
gegeben und die Zellen mit einem Zellschaber vorsichtig geldst. Die Zellsuspension
wurde sanft resuspendiert, um eine zu starke Zerkleinerung der Zellklumpen zu
vermeiden, und auf die 6-Well-ULA-Platte Uberfuhrt. Ein Well BCRT5-Zellen wurden
in ein Well der ULA-Platte und ein Well IMR90-Zellen in drei Wells der ULA-Platte

eingesat. Pro Well wurden etwa 2 ml Stadium I-Medium verwendet.

Tab. 8: Zusammensetzung des Mediums fiir Tag 0 bis 3 des Protokolls (Stadium I-Medium)

Komponente Volumen pro 3 Well
APEL™2 Medium 9,5 ml

CHIR99021 (10 mM) 10 pl

Proteinfreies Hybridoma-Medium II 500 pl
Insulin-Transferrin-Selen-Ethanolamin 10 ul

ROCK Inhibitor (1.000x) (bei Selbstaggregation) | 10 ul

Tag 2
An Tag 2 erfolgte ein halber MW mit Stadium I-Medium.

Tag 3
Die Komponenten fir das Stadium lI-Medium wurden in ein 50 mI-Réhrchen pipettiert

(Tab. 9). Die EBs wurden in ein Zentrifugenréhrchen tberfihrt und bei 300 x g
zentrifugiert. Nach Resuspension in Stadium II-Medium wurden die EBs wieder in die
ULA-Platte eingesat. Pro Well der ULA-Platte wurden etwa 2 ml Stadium lI-Medium
eingesetzt.

Tag 5
An Tag 5 wurde ein halber MW mit Stadium lI-Medium durchgefthrt.
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Tag 8
Ab Tag 8 waren lichtmikroskopisch erste Strukturen erkennbar, sodass man von ab

diesem Zeitpunkt von Organoiden spricht. Ein kompletter MW mit Stadium II-Medium
wurde durchgefuhrt. Die Organoide wurden hierfir in ein Zentrifugenrohrchen
Uberfiihrt und bei 300 x g fur 30 s zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
die Organoide in frischem Medium aufgenommen. Die ULA-Platte wurde auf einen
Thermomixer platziert und flir den weiteren Verlauf des Protokolls bei 90 rpm

geschuttelt.

Tab. 9: Zusammensetzung des Stadium ll-Mediums

Komponente Volumen pro 3 Well
DMEM GlutaMAX™ 20 mi

KnockOut™ Serumersatz 3,75 ml

Nicht essenzielle Aminosauren 250 pl
Penicillin-Streptomycin 250 pl
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)- 250 pl
ethansulfonsaure (1 M)

Polyvinylalkohol (5 %) 250 pl

Tag 10 und folgend

Nach Tag 8 wurde alle zwei Tage ein halber MW durchgefiihrt. Fur eine Kultivierung
Uber 14 Tage hinaus mussten entsprechend gréliere Mengen an Stadium [I-Medium

angesetzt werden.

4.5.3 Entnahme der Organoide und gqPCR-Analyse

Die Entnahme der Organoide aus der Kultur erfolgte unter lichtmikroskopischer
Kontrolle. Um mechanische Schaden zu vermeiden, wurden die Enden von 100 ul-
Pipettenspitzen aufgeweitet. Bovines Serumalbumin (BSA) wurde mit DPBS (-) zu
einer einprozentigen Losung verdinnt. Die Pipettenspitzen und die Reaktionsgefalie
wurden mit der BSA-Losung beschichtet. Organoide und Medium wurden mithilfe der
manipulierten Spitzen in die beschichteten Reaktionsgefalle Uberfuhrt. Die qPCR-
Analyse erfolgte wie unter 4.3 beschrieben. Um ausreichend cDNA zu erhalten,
wurde ein Ansatz mit durchschnittich 20 Organoiden zu einer biologischen Probe
zusammengefasst und untersucht. In Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr.

Kurtz vom BCRT der Charité wurden 12 Gene ausgewahlt, die als Marker der
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einzelnen Nephronabschnitte dienen, sowie wie der Pluripotenz-Marker OCT4
(Abb. 9) (Shirzadeh et al. 2018).

distaler Tubulus,

Pars convoluta
Glomerulus —SLCT2A3
—NPHST
—-NPHS2

distales Nephron
—-CDH1

Gefalle
—KDR

dicker
aufsteigender

proximaler Tubulus Ast der Henle-

—AQP1 Schleife
SSLC22A6 SSLCT12A1 §
SSLC34A1 -UMOD

ﬁSammelrohr

s —AQP3

g

Abb. 9: Schematische Ubersicht der in der gPCR untersuchten Marker-Gene der Niere

Als Marker fur das Gefallendothel wurde KDR festgelegt, welches fir einen Rezeptor
der vaskularen endothelialen Wachstumsfaktoren (VEGF) kodiert (Blazquez et al.
2006). NPHS1 und NPHS2, die fur die Proteine Nephrin bzw. Podozin kodieren,
dienten als Podozyten-spezifische Marker (Zhuo et al. 2019, Boute et al. 2000). Die
Gene AQP1, SLC22A6 und SLC34A1 reprasentieren den proximalen Tubulus. AQP1
ist das Gen des Transmembranproteins Aquaporin 1, wahrend SLC22A6 flr einen
organischen Anionentransporter und SLC34A1 fur einen Typ Il Natrium-Phopsphat-
Cotransporter kodieren (Hara-Chikuma und Verkman 2006, Torres et al. 2011,
Forster et al. 2006). Die Genprodukte von SLC12A1 und UMOD, ein Natrium-Kalium-
Chlorid-Cotransporter bzw. das Protein Uromodulin, werden im dicken aufsteigenden
Ast der Henle-Schleife exprimiert (Sasaki et al. 2016, Scolari et al. 2015). Das Gen
SLC12A3, welches fur einen Natrium-Chlorid-Cotransporter kodiert, diente als
Marker-Gen fur das distale Konvolut (Moes et al. 2014). CDH1 kodiert fur das Protein
E-Cadherin (Semb und Christofori 1998). Damit eignet es sich als Marker-Gen fur
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das distale Nephron (Prozialeck et al. 2004). Aquaporin 3, ein Protein, das durch das
Gen AQP3 kodiert wird, wurde als Marker-Gen fur das Sammelrohr gewahlt (Parreira
et al. 2009). Die qPCR-Primer der Marker-Gene wurden teilweise wie unter 4.3.4
beschrieben generiert, teilweise wurden von der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Kurtz

vorgeschlagene Oligonukleotidsequenzen verwendet (Anhang, Tab. 13). Als

Referenzprobe diente die jeweilige undifferenzierte iPSC-Linie.

4.6 Histologische Untersuchung der Organoide

4.6.1 Material
Bezeichnung
Albumin Fraktion V

DPBS, no calcium, no magnesium (DPBS (-))

DPBS, calcium, magnesium (DPBS (+))
ROTI®Histofix 4 %

UltraPure Agarose

Methylenblau

Skalpelle, Prazisa, Einweg
Biopsiekapseln CellSafe®

96%iger vergallter Alkohol

70%iger vergallter Alkohol

2-Propanol (Isopropanol)

Xylol

Paraffin 52 °C bis 54 °C (reinst)
Einbettformen aus Metall, 23 x 36 mm
SuperFrost Plus™ Adhasionsobjekttrager
Methanol

Wasserstoffperoxid (30 %)
Natriumchlorid

Salzsaure

TRIS Hydrochlorid

Tween® 20

Citronensaure

Natriumhydroxidldésung

DAKO Pen
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Hersteller

Carl Roth

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Carl Roth

Thermo Fisher Scientific
Waldeck

Dahlhausen

Biosystems Switzerland
Nordbrand Nordhausen
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Thermo Fisher Scientific
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Dako Denmark A/S



Ziegenserum

Podocin Polyclonal Antibody (PA5-79757)
Uromodulin Polyclonal Antibody (PA5-102518)
Anti-Rabbit IgG (whole molecule) —Peroxidase
(A0545)

3,3'-Diaminobenzidine tetrahydrochloride hydrate

Faltenfilter, Typ 600P
Mayer’'s Hamalaun

Eosin G

Kaisers Glycerin-Gelatine

Deckglaser Starke 1, 18 x 18 mm

Software und Gerate

ZEN 2.3 blue

Heraeus™ Megafuge™ 16 Universalzentrifuge
Heizrihrer MR 3001 K

TES 99.250 Paraffineinbettsystem

RM2155 Rotary Microtome

pH-Messgerat FiveEasy F20

Axio Observer.Z1

Axiocam 105 color

Niedrigraumabzige CC-30

Probenmaterial

Als Probenmaterial dienten die Nieren zweier vier Monate alter mannlicher Wildtyp-
Mause der Linie C.129S6(Cg)-Ccl11tm1Mer/J mit Hintergrund 129S6/SvEvTac,
welche durch Dr. Michael Reuter der Forschungsgruppe Morrison des Leibniz-
Instituts flr Alternsforschung - Fritz-Lipmann-Institut (FLI) in Jena bereitgestellt
wurden (Anhang, Tab. 14). Des Weiteren wurden aus BCRT5-Zellen generierte

renale Organoide ab Tag 14 bis max. Tag 25 der Kultur sowie aus IMR90-Zellen

Sigma-Aldrich
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich

Fluka Chemie
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth

Carl Zeiss Microscopy
Thermo Fisher Scientific
Heidolph Instruments
Medite Medical

Leica Biosystems
Mettler Toledo

Carl Zeiss Microscopy
Carl Zeiss Microscopy

Caspar & Co. Labora

generierte renale Organoide ab Tag 14 bis max. Tag 26 der Kultur untersucht.

Die Methodik wurde auf Grundlage etablierter Protokolle unter Kooperation mit dem
Institut der Anatomie Il der Friedrich-Schiller-Universitat (FSU) Jena und unter

Einbezug fachkundiger Literatur so angepasst, dass die maximal 500 ym grofRen
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Organoide moglichst schonend verarbeitet werden konnten (Kumar et al. 2019,
Clayton et al. 2018, Przepiorski et al. 2018).

4.6.2 Praparation der renalen Organoide

Entnahme der Organoide Die Organoide wurden wie unter 4.5.3 beschrieben

‘ aus der Kultur entnommen und histologisch

— prapariert. Eine Ubersicht des Protokolls fiir die
Fixation

histologische Aufarbeitung ist in Abb. 10 dargestellt.

-

Die Organoide wurden bei 300 x g fur 1 min

Einbettung in Agarose zentrifugiert und mit DPBS (+) gewaschen. Durch

-

das Zentrifugieren entsteht ein Pellet, welches sich

Entwasserung leichter handhaben lasst (Clayton et al. 2018). Die
‘ Zentrifugation wurde wiederholt. DPBS (+) wurde
Paraffineinbettung entfernt und 1 ml Histofix (Carl Roth, 4 %
ly Formaldehyd, ready-to-use) zur Fixierung der
Anfertigen der Schnitte Organoide in das Reaktionsgefald gegeben. Nach
‘ 1 h Fixationszeit wurde das Histofix entfernt und die

Entparaffinieren der Schnitte Organoide erneut in DPBS (+) gewaschen. Es folgte

Abb. 10: Schematische die Zentrifugation. Auf das Organoidpellet wurde

Ubersicht der Préparation der frisches DPBS (+) gegeben und das Réhrchen fiir
renalen Organoide

5 min bei 300 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
mdglichst vollstandig entfernt und das Pellet vorsichtig mit einer zuvor erwarmten
zweiprozentigen Agaroseldosung mit Methylenblau umhdllt. Dies diente der
Stabilisation des Pellets sowie der vereinfachten Handhabung. Der Arbeitsschritt ist
angelehnt an die Methodik von Clayton et al. (2018) und Przepiorski et al. (2018).
Durch die artifizielle VergréRerung des Praparates und das Anfarben der Organoide
mit Methylenblau konnten diese fiir den weiteren Ablauf des Protokolls besser
dargestellt werden. Methylenblau interferiert nicht mit anderen Farbungen und
immunhistochemischen Untersuchungen.

Das von Agarose umhiillte Pellet wurde zum Erkalten flr 1 h bei 4 °C gelagert.
Anschlieiend wurde das Pellet longitudinal geteilt und die Uberschissige Agarose
entfernt. Die Halften wurden in CellSafe® Biopsiekapseln (Biosystems Switzerland)
platziert. Es folgte die manuelle Entwasserung der Organoide wie in Tab. 10
dargestellt. Die Gefalle mit Paraffin I-lll befanden sich in einem eigens hierfur

vorgesehen Inkubator.
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Tab. 10: Ablauf der manuellen Entwésserung
Lésung Zeit

70%iger Ethanol (vergallt) 17%h
96%iger Ethanol (vergallt) (1) 17%h
96%iger Ethanol (vergallt) (I) |1 7%h

Isopropanol (1) 17%h
Isopropanol (Il) Uber Nacht
Xylol (1) 1%h
Xylol (Il 1%h

Paraffin 52 °C bis 54 °C (I) 2h
Paraffin 52 °C bis 54 °C (ll) Uber Nacht
Paraffin 52 °C bis 54 °C (lll) 2h

Nachdem die Praparate aus dem Paraffin Il entfernt wurden, erfolgte die Einbettung
der Proben mit dem TES 99.250 Paraffineinbettsystem (Medite Medical). Die Halften
wurden in die mit Paraffin vorgeflllte Vertiefung der Einbettform platziert. Diese
wurde kurzzeitig auf den Kuhlkreis gestellt, bevor eine Einbettkassette auf die Form
gesetzt und mit Paraffin bedeckt wurde. Nach Abkuhlung des Paraffins wurde die
Kassette mit dem die Organoide enthaltenden Paraffinblock aus der Einbettform
entnommen. AnschlieBend wurden 4 uym didnne Schnitte am RM2155 Rotary
Microtome (Leica Biosystems)  erstellt  und auf  SuperFrost Plus™
Adhasionsobjekttrager (Thermo Fisher Scientific) aufgetragen. Das Entparaffinieren

der Schnitte erfolgte nach dem in Tab. 11 gezeigtem Protokoll.

Tab. 11: Ablauf des Entparaffinierens

Losung Zeit
Xylol (1) 3 min
Xylol (1) 3 min

96%iger Ethanol (vergallt) (1) 3 min

70%iger Ethanol (vergallt) 3 min

(

96%iger Ethanol (vergallt) (Il) 3 min
(
(

50%iger Ethanol (vergallt) 3 min
A. dest 3 min
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4.6.3 Hamatoxylin-Eosin-Ubersichtsfirbung

Die Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung ist eine Routinefarbung, welche die Zellkerne
blauviolett und das Zytoplasma rosa anfarbt (Welsch et al. 2014). Angelehnt an den
etablierten Protokollen erfolgte die Farbung nach der individuellen Methode des
Instituts der Anatomie Il des Universitatsklinikums Jena (Tab. 12) (Mulisch und
Welsch 2015). AnschlieRend wurden die Schnitte eingedeckt. Etwa ein Tropfen der
Kaisers Glycerin-Gelatine wurde auf ein Praparat gegeben und ein Deckglas unter

Ausschluss von Luftblasen darauf platziert.

Tab. 12: Protokoll fiir die HE-Férbung der Paraffinschnitte

Losung Zeit
Mayser’'s Hamalaun 20 min
warmes flieRendes Leitungswasser | 10 min
0,5 % Eosin G 1% min
A. dest 5s
70%iger Ethanol 15s
96%iger Ethanol (1) 15s
96%iger Ethanol (Il) 2 min
Xylol (1) 2 min
Xylol (Il) 2 min

4.6.4 Immunfarbung der Organoide

Das Protokoll flr die Immunfarbung (IF) der renalen Organoide wurde unter
Einbezug von Modifikationen von Fr. Wirker aus der Anatomie Il der FSU Jena und
anhand der Datenblatter der Antikdrper adjustiert. Fur die Testdurchlaufe und als
Positivkontrollen wurden die Nieren zweier mannlicher Wildtyp-Mause der Linie
C.129S6(Cg)-Ccl11tm1Mer/J mit Hintergrund 129S6/SvEvTac verwendet. Eine
Ubersicht des Protokolls ist in Abb. 11 dargestellt. Die zuvor notwendige
histologische Praparation der Organoide ist in 4.6.2 wiedergegeben. Die
Mausenieren wurden vorbereitend Uber Nacht in Histofix fixiert, longitudinal geteilt
und anschlief3end fur 1 h unter flieRendem Leitungswasser gewassert. Es folgte die
Entwéasserung wie in Tab. 10 aufgezeigt, jedoch blieben die Nieren je mindestens 2 h
in den Lésungen. Vor dem Uberfilhren in das Paraffin wurden die Praparate in
Einbettkassetten platziert. Paraffineinbettung, Anfertigung der Schnitte und

Entparaffinieren erfolgten wie unter 4.6.2 beschrieben.
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Praparation der
Organoide/Mausenieren

$

Hemmung der endogenen
Peroxidase

¥

Epitopdemaskierung mit
Citratpuffer

$

Blocken mit Ziegenserum

4

Inkubation mit primarem
Antikrper

Da der sekundare Antikorper mit einer Peroxidase
konjugiert war, wurde die endogene Peroxidase in
den Praparaten gehemmt. Kurz vor Beginn des
Protokolls wurden 750 ul 30%iges Wasserstoffperoxid
in 50 ml Methanol gegeben. AnschlieRend wurden die
Schnitte fur 25 min bei RT in der Lésung inkubiert. Die
Praparate wurden dreimalig fur je 5 min in frisch
angesetztem Tris-buffered saline with Tween® (TBS-
T) 20 - Puffer gespult. Fur 11 Puffer wurden 8,77 g
Natriumchlorid (NaCl) und 0,93 g TRIS Hydrochlorid
in 800 ml A. dest gelost. Der pH-Wert wurde unter
Verwendung 20%iger HCI auf pH=7,5 eingestellt. Zur

lv Vermeidung

sekundaren Antikérpers wurden 1 ml Tween® 20

unspezifischer Bindungen des

Inkubation in
Diaminobenzidin

(Carl Roth) hinzugegeben. Das Volumen wurde mit A.

‘ dest auf 1 | aufgefulit.
Gegenfarben mit Hamalaun

Es folgte die hitzeinduzierte Epitopdemaskierung mit

‘ Citratpuffer, welcher kurz vor Durchfihrung hergestellt
Eindecken

wurde. Daflur wurden 2,1 g Citronensaure in 11 A.

Abb. 11: Schematische

) dest gelost. Der pH-Wert wurde unter Verwendung
Ubersicht der Immunférbung

von HCI und NaOH auf pH=7,8 eingestellt. Die
Praparate wurden in den Puffer platziert, welcher zum Koécheln gebracht wurde. Bei
Verwendung des Uromodulin-Antikorpers erzielte eine Dauer von 30 min die besten
Resultate, bei dem Podozin-Antikorper eine Dauer von 40 min.
TBS-T-Puffer

Wahrenddessen wurden die Objekttrager kurzzeitig aus dem Puffer entnommen und

Anschlieend wurden die Praparate dreimalig in gespult.
das Praparat mit einem DAKO Pen-Wachsstift (Dako Denmark) umrandet. Dies
reduziert das spater notwendige Volumen an Serum und Antikorper.

Um nicht-spezifische Bindungen des sekundaren Antikorpers weiter zu verringern,
wurden die Proteine mit Ziegenserum (Sigma-Aldrich) geblockt, da der sekundare
Antikérper aus dieser Spezies gewonnen wurde. Das Serum wurde 1:10 mit
12,5%igem BSA verdunnt. Ein Tropfen mit etwa 100 pl Serumverdinnung wurden

pro Schnitt aufgetragen und fur 20 min bei RT in einer Feuchten Kammer inkubiert.
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Im nachsten Schritt erfolgte die Inkubation mit den primaren Antikorpern. Diese
wurden mit 12,5%igem BSA verdunnt. Die optimale Verdinnung betrug 1:150 fir den
Uromodulin Polyclonal Antibody (1 mg/ml, Thermo Fisher Scientific) und 1:500 fur
den Podocin Polyclonal Antibody (500 ug/ml, Thermo Fisher Scientific). Ein Tropfen
mit etwa 100 ul der Antikdrper-Verdunnung wurde auf die Praparate gegeben und
Uber Nacht bei 4 °C in einer Feuchten Kammer inkubiert. Mindestens ein Praparat
wurde als Negativkontrolle ohne primaren Antikdrper mitgeflhrt. In den folgenden
Schritten wurden die Negativkontrollen wie die Ubrigen Praparate behandelt.

Nach Inkubation wurden die Schnitte dreimalig in TBS-T-Puffer gespuilt.
Anschlieend wurde der sekundare Antikérper (Anti-Rabbit IgG, 4,0-11 mg/mL,
Sigma-Aldrich) nach Empfehlung des Herstellers in einer Verdinnung von 1:200
aufgetragen und fur 1 h bei RT in einer Feuchten Kammer inkubiert. Die Praparate
wurden erneut dreimalig in TBS-T-Puffer gespilt.

Es folgte die Inkubation in Diaminobenzidin (DAB)-Lésung. DAB ist ein Substrat der
Peroxidase. Durch Inkubation fir 10 min wird DAB an den Stellen, an denen der
sekundare Antikdrper gebunden hat, umgesetzt und ein brauner Niederschlag
entsteht. Bei hoher spezifischer Bindung des sekundaren Antikorpers werden
hierdurch indirekt die Bindungsorte des primaren Antikorpers visualisiert. Die DAB-
Lésung wurde frisch angesetzt. Es wurden 0,024 g DAB und 400 ul dreiprozentiger
Wasserstoff in 40 ml DPBS (-) geldst und mit Typ 600P Faltenfilter (Carl Roth) filtriert.
Die Praparate wurden in A. dest gespult, fir 2 min in Mayers Hamalaun gegengefarbt
und fur 10 min unter warmem Leitungswasser geblaut. Zuletzt wurden die Schnitte
mit Kaisers Glycerin-Gelatine wie unter 4.6.3 beschrieben eingedeckt.

Die HE- und IF-Farbungen wurden mithilfe des Axio Observer.Z1 (Carl Zeiss
Microscopy) ausgewertet. Aufnahmen wurden mit der Axiocam 105 color (Carl Zeiss
Microscopy) und ZEN 2.3 blue (Carl Zeiss Microscopy) erstellt. Eine Negativkontrolle
wurde zur Bewertung der unspezifischen Anfarbung des Praparathintergrundes und

des Ausmales unspezifischer Bindungen des sekundaren Antikdrpers mitgeflhrt.

4.7 Elektronenmikroskopische Untersuchung der Organoide

4.7.1 Material

Bezeichnung Hersteller

DPBS, calcium, magnesium (DPBS (+)) Thermo Fisher Scientific
Glutaraldehyd, 25 %-L6sung in Wasser SERVA Electrophoresis
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Paraformaldehyd SERVA Electrophoresis

Cacodylsaure-Na-Salz-3H20 SERVA Electrophoresis
Osmiumtetroxid Science Services
Ethanol, absolut, 2 99,8% Sigma-Aldrich Chemie
Uranylacetat Ted Pella
Epoxidharz-Kit (Araldit CY) Plano GmbH

TEM Grids, Kupfer Netzchen mit hexagonalen Mesh Plano GmbH

Bleicitrat Plano GmbH

Software und Gerate

Leica Reichert Ultracut S Leica Microsystems

EM 900 Transmissionselektronenmikroskop Carl Zeiss Microscopy

2k Slow Scan CCD Kamera TRONDLE
Restlichtverstarkersysteme

Image SP SYSPROG

4.7.2 Praparation und Untersuchung

Die Organoide wurden wie unter 4.5.3 beschrieben entnommen. Das Medium wurde
entfernt und die Praparate mit 500 yl DPBS (+) gewaschen. Die Organoide wurden
mit frischem modifizierten Karnovsky-Fixativ (4 % w/v Paraformaldehyd, 2,5 % v/v
Glutaraldehyd in 0,1 M Natriumkakodylat-Puffer (pH=7,4)) fur 24 h bei RT fixiert.
Nach dreimaligem Waschen fir jeweils 15 min mit 0,1 M Natriumkakodylat-Puffer
(pH=7,4) wurden die Proben bei RT fur 1 h mit 2 % (w/v) Osmiumtetroxid nachfixiert.
AnschlieRend wurden die Praparate erneut gewaschen und in einer aufsteigenden
Alkoholreihe entwassert. Wahrend der Entwasserung wurden die Proben mit 1 %
(w/v) Uranylacetat in 70%igem Alkohol nachgefarbt. Die Praparate wurden in
Epoxidharz eingebettet. Ultradlinnschnitte von 70 nm bis 90 nm Dicke wurden an
einem Reichert Ultracut S Mikrotom (Leica Microsystems) angefertigt, auf mit
Kunststofffilm Uberzogene Kupfernetze (Plano GmbH) aufgenommen und mit
Bleicitrat nachgefarbt. Die Organoide wurden mit einer Beschleunigungsspannung
von 80 kV in einem EM 900 Transmissionselektronenmikroskop (TEM) (Carl Zeiss
Microscopy) bei 700- bis 20.000-facher Vergréfierung untersucht. Aufnahmen
wurden mit der 2K Slow Scan CCD Kamera (TRONDLE Restlichtverstarkersysteme)
in Kombination mit der Image SP Software (SYSPROG) erstellt.
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5 Ergebnisse

5.1 Histologische Untersuchungen der renalen Organoide

5.1.1 Ubersichtsfarbung nach zwei Wochen Kultivierung

Abb. 12: Lichtmikroskopische Aufnahmen exemplarischer renaler Organoide im Querschnitt
nach zwei Wochen Kultivierung

A: HE-Ubersichtsfarbung eines aus IMR90-Zellen differenzierten Organoids. Die schwarzen
Pfeile zeigen auf mehrere tubulédre Strukturen. B: HE-Ubersichtsférbung eines aus BCRT5-
Zellen differenzierten Organoids. Es sind deutliche Dichteunterschiede im Stroma erkennbar.

Um einen Uberblick Gber den Stand der Differenzierung der humanen renalen
Organoide und dem Erfolg der Etablierung des von Przepiorski et al. (2018)
publizierten Protokolls zu gewinnen, sollte die Organoidmorphologie auf
mikroskopischer Ebene untersucht werden. Hierfir wurden die aus den BCRTS- und
IMR90-Zellen differenzierten renalen Organoide nach etwa zwei Wochen Kultur
entnommen und histologisch prapariert. HE-Ubersichtsfarbungen wurden angefertigt
(Abb. 12). Die Organoide besitzen eine rundliche Form und einen Durchmesser von
200 um bis 500 um. In Abb. 12 A sind tubulare Strukturen mit z. T. ausgepragtem
Lumen erkennbar. Das Verhaltnis von Stroma zu Strukturen liegt deutlich auf Seiten
der tubularen Formationen. Glomeruli lassen sich nicht eindeutig identifizieren.
Abb. 12 B lasst mikroskopisch keine eindeutigen tubularen oder glomerularen
Strukturen erkennen. Auffallig sind die starken Dichteunterschiede im Stroma.

5.1.2 Ubersichtsfiarbung nach vier Wochen Kultivierung

Die renalen Organoide beider iPS-Zelllinien wurden nach etwa vier Wochen Kultur
entnommen und histologisch  prapariert. Durch  Anfertigung von HE-
Ubersichtsfarbungen sollten die Wachstums- und Differenzierungsvorgange
mikroskopisch beurteilt werden. Die HE-gefarbten Paraffinschnitte zeigen
morphologisch vielfaltige renale Organoide, von denen drei exemplarisch in Abb. 13
dargestellt sind. Die Organoide haben ihre einheitlich runde Form verloren und an

Durchmesser zugenommen (vgl. Abb. 12 und 13).
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200 pm ' 100 pm

Abb. 13: Lichtmikroskopische HE-Ubersichtsaufnahmen exemplarischer renaler Organoide
im Querschnitt nach vier Wochen Kultivierung

A-E: Paraffinschnitte zweier exemplarischer renaler QOrganoide aus IMR90-Zellen.
A: Ubersichtsaufnahme. Eine klare Trennung zwischen einem zelldichten und einem
aufgelockerten Anteil ist zu erkennen. Mehrere tubuldre Strukturen sind angeschnitten.
B: Detailaufnahme einer tubuldren Struktur. Diese scheint gréer als die Strukturen nach
zwei Wochen Kultivierung. C: Detailaufnahme des zelldrmeren Auswuchses mit mehreren
tubuléren Strukturen. D: Ubersichtsaufnahme. Mehre tubulére Strukturen sind umgeben von
Stroma unterschiedlicher Dichte. E: Detailaufnahme einiger tubuldrer Strukturen. Der
schwarze Pfeil zeigt auf eine Struktur mit Verbindung zur Umgebung. In den Lumen einiger
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Formationen finden sich Ansammlungen von Zellen (gelber Pfeil). F-G: Paraffinschnitt eines
renalen Organoids aus BCRT5-Zellen. F: Ubersichtsaufnahme. Ein Organoid, welches
tubuldr anmutenden Strukturen enthélt, und mehrere Anschnitte weiterer Organoide sind
abgebildet. G: Detailaufnahme. Aufféllig sind mehrere grol3e, mit Zellen nahezu vollstdndig
geflillte Formationen (schwarzer Pfeil).

Das Verhaltnis von Stroma zu Strukturen liegt deutlich auf Seiten des Stromas.
Einige der Strukturen weisen ein mit Zellen gefulltes Lumen auf.

In Abb. 13 A ist eine klare Abgrenzung zwischen einem dichteren Anteil und einem
zellarmeren Gewebe im Organoid ausmachbar. In diesem zellarmeren Verband ist
die Mehrzahl der tubuldren Strukturen eingebettet. Ahnliche Vorwélbungen wurden
bei mehreren renalen Organoiden dokumentiert. Im oberen Bereich des Praparates
findet sich eine massiv imponierende tubulare Struktur mit markantem Lumen (Abb.
13 A und B). Im Inneren des in Abb. 13 D und E dargestellten Organoids finden sich
zahlreiche tubuldar anmutende Formationen, die in Stroma unterschiedlicher Dichte
eingebettet sind. Eine der angeschnittenen tubularen Strukturen weist eine
Verbindung zur Umgebung auf (schwarzer Pfeil Abb. 13 E). Im Lumen anderer
Strukturen sind amorphe Zellansammlungen erkennbar (gelber Pfeil Abb. 13 E),
welche sich noch eindrucksvoller in dem in Abb. 13 G dargestelltem renalen

Organoid prasentieren.

5.1.3 Immunfarbung der renalen Organoide

Renale Organoide, die aus IMR90-Zellen differenziert worden waren, wurden nach
etwa zwei Wochen Kultur enthommen und histologisch prapariert. Anschliel3end
wurden via Immunfarbung zwei nierenspezifische Proteine markiert. Hierfur wurden
Podozin und Uromodulin, das Genprodukt von NPHS2 bzw. von UMOD, gewahlt.
Das Protokoll wurde mithilfe von Nieren mannlicher Wildtyp-Mause der Linie
C.129S6(Cqg)-Ccl11tm1Mer/J mit Hintergrund 129S6/SvEvTac fur die Anwendung an
renalen Organoiden angepasst (Abb. 14). Bei den Mausenierenpraparaten ist nur
eine geringflgige unspezifische Anfarbung des Hintergrundes sichtbar (Abb. 14 C
und D). Unter Verwendung des Uromodulin Polyclonal Antikérpers und des Podocin
Polyclonal Antikorpers konnen beide Proteine erfolgreich in den Schnitten markiert
werden (Abb. 14 E-H).

Anschliefend wurde die Immunfarbung an den Paraffinschnitten der renalen
Organoide durchgefuhrt. Die Mausenierenpraparate wurden als Positivkontrollen
genutzt. Die Negativkontrolle ohne primaren Antikérper weist eine in den weiteren

Praparaten vernachlassigbar geringe unspezifische Anfarbung des Hintergrundes auf
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(Abb. 15 A). Die immunhistochemische Markierung von Podozin und Uromodulin
zeigt in den Organoidschnitten eine eher disseminierte Verteilung des
Niederschlages (Abb. 15 B und C).

e, S AR SR L T e e s
Abb. 14: Immunférbung von Podozin und Uromodulin in M&usenierenschnitten
A: HE-Ubersichtsfarbung. B: Detailaufnahme der HE-F&rbung mit zwei Glomeruli. C: Der
Hintergrund in der Ubersichtsaufnahme der Negativkontrolle weist eine minimale
unspezifische Anférbung auf. D: Detailaufnahme der Negativkontrolle mit Glomerulus und
mehreren Tubuli. E: Ubersichtsaufnahme der Immunférbung mit dem Podozin-Antikérper.
Der deutliche braune Niederschlag markiert die Podozyten der Glomeruli. F: Detailaufnahme
eines Glomerulus nach Immunférbung mit dem Podozin-Antikérper. G: Ubersichtsaufnahme
der Immunfarbung mit dem Uromodulin-Antikérper. H: Die Detailaufnahme zeigt die
spezifische Lokalisation des Uromodulins in der luminalen Membran des aufsteigenden Asts
der Henle-Schleife.
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Abb. 15: Immunférbung von Podozin und Uromodulin an Paraffinschnitten renaler Organoide
A: Die Ubersichtsaufnahme der Negativkontrolle ohne primére Antikérper. Der Hintergrund
weist eine minimale unspezifische Anfdrbung auf. B: Immunférbung von Podozin. Eine
eindeutige Markierung Glomeruli-artiger Strukturen ist nicht zu erkennen. C: Immunfarbung
von Uromodulin. Der braune Niederschlag weist eine eher disseminierte Verteilung mit
einzelnen Foci im Préparat auf.

5.2 Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung der
renalen Organoide

5.2.1 Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung nach zwei
Wochen Kultivierung

Gemeinsam mit dem Elektronenmikroskopischen Zentrum des Universitatsklinikums
Jena wurden aus IMR90-Zellen differenzierte Organoide nach etwa zwei Wochen
Kultur flr die transmissionselektronenmikroskopische Darstellung prapariert. Die
Untersuchung dient der Visualisierung der Ultrastrukturen.

In den Organoidpraparaten sind Zell-Zell-Kontakte wie Desmosomen und Tight
Junctions als Zeichen eines festen Zellverbandes nachweisbar (Abb. 16 C). Die
Zellkerne weisen keine Merkmale von Apoptose auf. Es findet sich eine hohe Anzahl
an Mitochondrien und rauem endoplasmatischen Retikulum. Mehre tubulare
Strukturen sind erkennbar (Abb. 16 A und D). lhre Zellen weisen eine klare
Ausrichtung auf. Die Lumina der tubuldren Formationen scheinen z.T. nicht
durchgehend zu verlaufen (Abb. 16 A).
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Abb. 16 TEM-Aufnahmen renaler Organoide aus IMR90-Zellen nach zwei Wochen
Kultivierung

A-C: Anschnitt einer tubuldren Struktur. A: Ubersichtsaufnahme. B: Detailaufnahme der
méglichen Glykokalyx (rote Pfeile). C: Detailaufnahme der Zellen mit Mitochondrien (M),
Desmosomen (De) und Tight Junctions (tj). D-F: Querschnitt einer weiteren tubulédren
Struktur mit deutlichem Lumen. D: Ubersichtsaufnahme. E: Eine Anh&ufung von
Zentrosomen (rot umrandet) nahe des Lumens. Mehrere Tight Junctions sind mit blauen
Pfeilen markiert. F: Detailaufnahme eines Zentrosoms mit in das Lumen ragenden Zilien.
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An den nach aulen gerichteten Zellmembranen fallt ein hell angefarbter Saum auf,
der einer Glykokalyx gleicht (Abb. 16 B). Auffallig an einem weiteren Anschnitt ist die
Anhaufung von Zentrosomen um ein zentrales Lumen, von denen z.T. Zilien
herausragen (Abb. 16 D-F). Auch wirkt die zum Lumen gewandte Zellmembran
zerkluftet (Abb. 16 E).

5.2.2 Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung nach vier
Wochen Kultivierung

Nach vier Wochen Kultur wurden ultrastrukturelle Untersuchungen an aus BCRT5-

Zellen differenzierten renalen Organoiden durchgeflihrt. Die Praparate zeigen einen

dichten Gewebeverband mit variabler Ausrichtung der Zellen (Abb. 17 A). Auffallend

sind die Kollagenfaserblndel, die das Praparat durchziehen (Abb. 17 B). Eindeutige

tubulare oder glomerulare Strukturen sind nicht ausmachbar.

b b 5 .r' i ™
A 4 ;
e ;
y : d ot
2 &
‘ ~, e |
\ Y2 ; B aiie T et W h
H._f_'{ o
SN, i ' ‘ )

(] ; g : §03 Wil ] 7 -
v q " i vk i
iz 5 & T Lo . i
% !g LA S BT G

Abb. 17: TEM-Aufnahme eines renalen Organoids aus BCRT5-Zellen nach vier Wochen

Kultivierung
A: Ein Ausschnitt aus dem renalen Organoid. Die Zellen sind teils geradlinig, teils
bogenférmig ausgerichtet. Die schwarzen Pfeile zeigen auf Faserziige, die durch das
Préparat verlaufen und den Ausschnitt begrenzen. Eindeutige tubuldre oder glomerulére
Strukturen sind nicht zu erkennen. B: Detailaufnahme eines Kollagenfaserbiindels im
Querschnitt.

5.3 gPCR-Analyse der renalen Organoide

Die Analyse der Expression bestimmter Marker-Gene soll ermdglichen,

Schlussfolgerungen uber den Grad der Differenzierung zu ziehen und den Stand der
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Entwicklung der renalen Organoide zu evaluieren. Die verwendeten Marker-Gene

sind in Abb. 9 veranschaulicht.

5.3.1 qPCR-Analyse nach zwei Wochen Kultivierung

Erste gQPCR-Analysen wurden nach zwei Wochen Kultur an renalen Organoiden aus
IMR90-Zellen und mit Organoiden aus BCRT5-Zellen durchgefihrt (Abb. 18 und 19).
In den Diagrammen werden die jeweilige minimale und maximale Veranderung der

Genexpression angegeben.
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Abb. 18: qPCR-Analyse aus IMR90-Zellen differenzierter renaler Organoide nach zwei
Wochen Kultivierung

Die renalen Organoide wurden entnommen, die RNA isoliert und in cONA umgeschrieben.
Die relativen mRNA-Expressionslevel wurden denen der undifferenzierten IMR90-Zellen
gegeniibergestellt und unter Verwendung der 2**°r — Methode analysiert. Eine biologische
Probe mit drei technischen Replikaten wurde untersucht. Die Mini- und Maximalwerte
wurden anhand der Standardabweichungen der technischen Replikate berechnet.

Die Expression des Pluripotenz-Markers OCT4 hat in den renalen Organoiden
verglichen mit der in den iPSC abgenommen. KDR als Marker-Gen des
Gefallendothels ist in den aus IMR90-Zellen differenzierten Organoiden
herunterreguliert, wahrend die Genexpression in den aus BCRT5-Zellen generierten
Organoiden etwa 7- bis 26-fach gesteigert ist. Die podozytaren Marker sind in den
renalen Organoiden beider iPSC-Linien nach zwei Wochen deutlich hochreguliert.

Die Expression von NPHS1 wurde maximal um das etwa 100-fache, die von NPHS2
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maximal um das etwa 5900-fache gesteigert. Ebenfalls werden die Marker-Gene des
proximalen Tubulus AQP1, SLC22A6 und SLC34A1 verstarkt in den renalen
Organoiden exprimiert, wobei Schwankungen im Grad der Steigerung zwischen den
iPSC-Linien feststellbar sind. So wird z.B. SLC22A6 in den aus BCRTS5-Zellen
generierten Organoiden mit einem Faktor von maximal etwa 560 hochreguliert. In

den aus IMR90-Zellen generierten Organoiden betragt der Faktor maximal etwa 13.
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Abb. 19: qPCR-Analyse aus BCRTS-Zellen differenzierter renaler Organoide nach zwei
Wochen Kultivierung

Die renalen Organoide wurden entnommen, die RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben.
Die relativen mRNA-Expressionslevel wurden denen der undifferenzierten BCRT5-Zellen
gegenlibergestellt und unter Verwendung der 2*°r — Methode analysiert. Eine biologische
Probe mit drei technischen Replikaten wurde untersucht. Die Mini- und Maximalwerte
wurden anhand der Standardabweichungen der technischen Replikate berechnet.

SLC12A1 als ein Marker-Gen des dicken aufsteigenden Asts der Henle-Schleife ist
deutlich in seiner Expression hochreguliert mit einer maximal etwa 90.000-fachen
Steigerung in den aus BCRT5-Zellen differenzierten Organoiden. Die Expression des
zweiten Marker-Gens des dicken aufsteigenden Asts, UMOD, ist in den aus IMR90-
Zellen generierten Organoiden um maximal etwa das 470-fache, in den aus BCRT5-
Zellen generierten Organoiden um maximal etwa das 50-fache hochreguliert. Die
Gene SLC12A3 und CDH1 als Marker der distalen Nephronabschnitte sind in den

aus [IMR90-Zellen differenzierten renalen Organoiden in ihrer Expression
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herunterreguliert. In den aus BCRTS-Zellen differenzierten Organoiden ist die
Expression von SLC12A3 und CDH1 um maximal etwa das 40-fache gesteigert. Das
Marker-Gen des Sammelrohres, AQP3, ist in seiner Expression in den aus BCRT5-
Zellen generierten Organoiden maximal etwa um den Faktor 5 gesteigert. In den aus
IMR90 Zellen generierten Organoiden kann nicht eindeutig bestimmt werden, ob die

Genexpression von AQP3 hoch- oder herunterreguliert ist.

5.3.2 gqPCR-Analyse nach vier Wochen Kultivierung
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Abb. 20: qPCR-Analyse renaler Organoide nach vier Wochen Kultivierung

Die renalen Organoide wurden entnommen, die RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben.
Die relativen mRNA-Expressionslevel wurden denen der undifferenzierten IMR90-Zellen
gegeniibergestellt und unter Verwendung der 2**°r — Methode analysiert. Eine biologische
Probe mit drei technischen Replikaten wurde untersucht. Die Mini- und Maximalwerte
wurden anhand der Standardabweichungen der technischen Replikate berechnet. SLC22A6
als eines der Marker-Gene des proximalen Tubulus ist nicht nachweisbar und daher nicht im
Diagramm mitaufgefiihrt.

Nach vier Wochen Kultivierung wurde eine weitere qPCR-Analyse mit aus IMR90-
Zellen differenzierten renalen Organoiden durchgefiuhrt, um Veranderungen zu
untersuchen (Abb. 20).

Der Pluripotenz-Marker OCT4 und der Endothel-Marker KDR sind verglichen mit den
undifferenzierten IMR90-Zellen in ihrer Expression verringert. Die Genexpression der
podozytaren Gene NPHS1 und NPHS2 ist um das maximal etwa 3-fache bzw. 21-

fache gesteigert. Damit sind die Expressionslevel in den renalen Organoiden nicht so
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stark erhoht wie nach zwei Wochen Kultur. Diese Entwicklung zeigt sich ebenfalls bei
den Ubrigen Marker-Genen. Es kann nicht eindeutig bestimmt werden, ob die
Genexpression von UMOD in den Organoiden nach vier Wochen Kultur hoch- oder
herunterreguliert ist.

Eine Ausnahme stellt das Marker-Gen fur das Sammelrohr, AQP3, dar, welches um
das maximal etwa 2-fache in seiner Expression gesteigert ist. Das Gen SLC22A6 war

nach vier Wochen Kultur nicht mehr nachweisbar und entfallt aus dem Diagramm.

5.4 Analyse der NPHS2- und UMOD-Reporter-Zelllinien
5.4.1 Steigerung der Expression von NPHS2 und UMOD durch die

Verkniipfung mit den Fluorophorgenen

Die HEK 293-Zellen wurden erfolgreich mit den jeweiligen Guide- und
Taggingplasmiden transfiziert und selektiert, sodass stabile NPHS2- und UMOD-
Reporter-Zelllinien  generiert wurden, in denen die Funktionalitat der
Reporterkonstrukte getestet werden konnte. In den Reporter-Zelllinien wiesen einige
Zellen bereits ohne Stimulation der Expression von NPHS2 bzw. UMOD
Fluoreszenzsignale auf. In der NPHS2-Reporter-Zelllinie konnten Signale im rétlichen
Spektrum, in der UMOD-Reporter-Zelllinie Signale im rétlichen und griunen Spektrum
fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen werden. Um zu testen, ob die Expression
der Zielgene und damit auch die Expression der verknupften Fluorophore allein
durch das Tagging gesteigert wird, wurde eine qPCR-Analyse durchgefuhrt.
Gleichzeitig sollte gepruft werden, ob sich durch gezielte Stimulation die
Genexpression von NPHS2 und UMOD weiter steigern lieRe. Mithilfe des
CRISPR/Cas9 SAM Komplexes und Promotor-spezifischen sgRNAs wurde die
Transkription der Zielgene stimuliert. AnschlieRend wurde die Veranderung der
Genexpressionslevel von NPHS2 und UMOD in den Reporter-Zelllinien ohne und mit
Stimulation analysiert (Abb. 21).

In der NPHS2-Reporter-Zelllinie ist die Expression des Zielgens um maximal das
circa 33-fache, minimal das 5-fache erhoht. Nach Stimulation I&sst sich eine maximal
etwa 9160-fache Steigerung der NPHS2-Expression im Vergleich zur unmodifizierten
Grundzelllinie messen. UMOD ist in seiner Expression in der UMOD-Reporter-
Zelllinie um maximal das circa 130-fache, minimal das etwa 8-fache hochreguliert.

Durch Stimulation Iasst sich dieser Faktor auf maximal etwa 5760 steigern.
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Abb. 21: qPCR-Analyse der relativen Expressionslevel der Zielgene in der NPHS2- und
UMOD-Reporter-Zelllinie ohne und mit Stimulation

Die relativen mRNA Expressionslevel wurden denen der unmodifizierten Grundzelllinie
gegeniibergestellt und unter Verwendung der 2y — Methode analysiert. Drei biologische
Replikate der UMOD-Reporter-Zelllinie bzw. zwei biologische Replikate der NPHS2-
Reporter-Zelllinie mit jeweils drei technischen Replikaten wurden untersucht. Die Mini- und
Maximalwerte wurden anhand der Standardabweichungen der biologischen Replikate
berechnet. Bereits in den Reporter-Zelllinien ohne Stimulation sind die Expressionslevel der
Zielgene NPHS2 und UMOD erhéht. Eine weitere Steigerung der Genexpression ist durch
die gezielte Stimulation mithilfe des CRISPR/Cas9 SAM Komplexes und Promotor-
spezifischen sgRNAs mdéglich.

5.4.2 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Reporter-Zelllinien

Um die in den Reporter-Zelllinien beobachteten Fluoreszenzsignale eindeutig zu
identifizieren, wurden Untersuchungen am Konfokalmikroskop (LSM 980, Carl Zeiss
Microscopy) durchgefiihrt. Fir die Fluoreszenzsignale von mCherry, mNeonGreen
und tdTomato wurden Positivkontrollen erstellt. tdTomato ist in den Guideplasmiden
vorhanden. Falls diese nach Transfektion weiterhin in den Zellen verbleiben, ware
dies so nachweisbar und wirde die rdtlichen Fluoreszenzsignale in der UMOD-
Reporter-Zelllinie erklaren. Die Negativkontrolle bestand aus Zellen der
Grundzelllinie, in denen bis auf Autofluoreszenz keine Signale zu erwarten waren
(Abb. 22). Um optimale Signalstarken zu generieren, wurden die Reporter-Zelllinien

sowohl ohne als auch mit Stimulation der Genexpression analysiert.
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Abb. 22: Beispielhafter Ausschnitt einer Negativkontrolle

Als Negativkontrolle wurden die HEK 293-Zellen der Grundzelllinie
verwendet und auf Autofluoreszenz untersucht. Beispielhaft ist hier
das Fluoreszenzsignal einer apoptotischen Zelle abgebildet. Die
Spektren der Hintergrund- und  Autofluoreszenz  wurden
aufgenommen.

r—
20 ym

UMOD-Reporter-Zelllinie

Die Positivkontrollen wurden analysiert und die Spektren fir mNeonGreen und
tdTomato aufgenommen (Abb. 23 A bis D). Es folgte die Untersuchung der UMOD-
Reporter-Zelllinie ohne Stimulation (Abb. 23 E). Im Zytoplasma der Zellen fanden

sich Fluoreszenzsignale im grinen und im rétlichen Spektrum. Um zu verifizieren,
dass es sich um mNeonGreen und tdTomato handelt, wurde eine Spektralanalyse
durchgefuihrt und die aufgenommenen Spektren mit denen der Positivkontrollen
verglichen (Abb. 23 F; spektrale Analyse von tdTomato in der UMOD-Reporter-
Zelllinie nicht abgebildet). Eine Ubereinstimmung der Spektren konnte festgestellt
werden. AnschlieRend wurden die Zellen, in denen die Expression von UMOD
stimuliert worden war, analysiert. Optisch konnte kein Unterschied in der Anzahl

fluoreszierender Zellen oder in der Intensitat des Signals festgestellt werden.

NPHS2-Reporter-Zelllinie

Die Positivkontrollen wurden mikroskopiert und die Spektren fir tdTomato und

mCherry aufgenommen (Abb. 24 A bis D). tdTomato wies nur geringe
Signalintensitaten in der Positivkontrolle auf (Abb. 24 D). Anschliellend wurde die
Reporter-Zelllinie ohne vorherige Stimulation der NPHS2-Expression untersucht.
Durch Anregung mit sowohl 594 nm als auch 514 nm konnten im Zytoplasma der
Zellen zwei Fluoreszenzsignale im roten Spektrum unterschieden werden (Abb. 24 E
und F). Nach Vergleich der Spektren mit denen der Positivkontrollen wurde bestatigt,
dass in der NPHS2-Reporter-Zelllinie sowohl mCherry als auch tdTomato exprimiert
werden. Anschlieend wurde die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der
NPHS2-Reporter-Zelllinie nach Stimulation durchgefiuhrt. Optisch konnte keine

Veranderung beobachtet werden.
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Abb. 23: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der UMOD-Reporter-Zelllinie

A: Positivkontrolle mit mNeonGreen. B: Emissionsspektrum mNeonGreens mit Maximum bei
517 nm. C: Positivkontrolle mit tdTomato. D: Emissionsspektrum tdTomatos mit Maximum
bei 581 nm. E: Analyse der UMOD-Reporter-Zelllinie. Mehrere Fluoreszenzsignale wurden
detektiert und die Spektren aufgenommen. F: Eines der aufgenommenen Spektren. Das
Maximum liegt bei etwa 517 nm. Das Spektrum stimmt mit dem der Positivkontrolle
mNeonGreens (berein. Somit exprimieren die UMOD-Reporter-Zellen mNeonGreen. Die
spektrale Analyse von tdTomato in den Zellen der UMOD-Reporter-Zelllinie ist nicht
abgebildet.
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Abb. 24: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der NPHS2-Reporter-Zelllinie

A: Positivkontrolle mit mCherry. B: Emissionsspektrum mCherrys mit Maximum bei 610 nm.
C: Positivkontrolle mit tdTomato. D: Emissionsspektrum tdTomatos mit Maximum bei
581 nm. tdTomato weist eine geringe Signalstérke auf, was hinsichtlich des untersuchten
Aspekts jedoch ohne Relevanz ist. E: Darstellung der mCherry-positiven Zellen (weil3er
Pfeil). Durch Verwendung eines 594 nm-Lasers wurde lediglich mCherry optimal angeregt.
F: Darstellung der tdTomato-positiven Zellen. Der Bildausschnitt ist identisch mit E. Durch
Verwendung eines 514 nm-Lasers wurde hauptséchlich tdTomato angeregt. Der weil3e Pfeil
deutet auf die Stelle, an der die mCherry-exprimierende Zelle nun kaum noch sichtbar ist.
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6 Diskussion

Die Pravalenz der mit einer hohen Morbiditat und Mortalitat einhergehenden CKD ist
uber die letzten Jahrzehnte hinweg deutlich gestiegen (Jha et al. 2013). Gleichzeitig
sind die aktuellen therapeutischen Mdglichkeiten insbesondere bei fortgeschrittenem
Nierenversagen begrenzt (Asgari et al. 2017). Die Dialyse als Nierenersatzverfahren
ist weiterhin der Organtransplantation hinsichtlich des Behandlungserfolgs
unterlegen (Deutsche Stiftung Organtransplantation 2022). Der Einsatz letzterer
wiederum wird durch den Mangel an verfliigbaren Transplantaten und die Problematik
der Immunogenitat begrenzt (Deutsche Stiftung Organtransplantation 2022,
Lancaster und Knoblich 2014). Vor diesem Hintergrund ist die Entwicklung neuer
therapeutischer Strategien und die Optimierung bisheriger Optionen von enormer
Relevanz (Asgari et al. 2017). Daflir bedarf es neuer, praziser Forschungsmodelle,
um Defizite bisheriger Formate wie zweidimensionaler Zellkulturen auszugleichen
(Kapalczynska et al. 2018). Ein solcher innovativer Ansatz sind aus humanen iPSC
differenzierte renale Organoide (Borestrom et al. 2018). Sie besitzen das Potenzial
zur moglichst getreuen in vitro-Untersuchung von Physiologie und Pathophysiologie
der menschlichen Niere (Lancaster und Knoblich 2014). Auch stellen sie eine
potenzielle zuklnftige Gewebeersatzstrategie neben Dialyse und
Organtransplantation dar (Lancaster und Knoblich 2014). Durch die Mdglichkeit der
Differenzierung renaler Organoide aus patienteneigenen iPSC konnte die
Problematik der Immunogenitat und des Transplantatmangels gemildert werden
(Lancaster und Knoblich 2014).

Erstes Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines von Przepiorski et al. (2018)
publizierten Protokolls zur Differenzierung humaner renaler Organoide aus iPSC. Im
Rahmen der Diskussion wurde der Erfolg dessen beurteilt und einzelne Aspekte des
Protokolls anderen Methoden gegeniibergestellt. Die Qualitat der renalen Organoide
und ihre Eignung als Modelle der menschlichen Niere wurde anhand diverser
Untersuchungen diskutiert. Zuletzt wurden die Funktionalitdt und die Eigenschaften
zweier ihm Rahmen dieser Arbeit generierter Reporter-Zelllinien mit den
nierenspezifischen Zielgenen NPHS2 und UMOD betrachtet. Reportersysteme
ermoglichen die Visualisierung zellularer Vorgange in Echtzeit (Przepiorski et al.
2022). |hr Potenzial zur morphologischen Charakterisierung und Beurteilung

humaner renaler Organoide in vitro wurde evaluiert.
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6.1 Generieren der humanen renalen Organoiden aus iPSC

6.1.1 Etablierung des Differenzierungsprotokolls

Das von Przepiorski et al. (2018) publizierte Protokoll zur Differenzierung humaner
renaler Organoide wurde anhand von zwei hiPSC-Linien, den IMR90-Zellen und den
BCRTS5-Zellen, erfolgreich angewandt. Fur die Formation der EBs zu Beginn des
Protokolls wurde fur einige Organoid-Ansatze die Methode der Selbst-Aggregation
genutzt, fir andere wurden AggreWell™ Platten eingesetzt. Letztlich waren zwischen
den renalen Organoiden, die aus beiden Methoden hervorgingen, keine wesentlichen
Unterschiede feststellbar. Ein Nachteil der Selbst-Aggregation ist die starkere
Abhangigkeit der Methode von der Erfahrung der durchfuhrenden Person, welches

die Reproduzierbarkeit erschwert.

6.1.2 Nachweis multipler renaler Komponenten in den Organoiden

Durch die gPCR-Analysen der renalen Organoide nach zwei und vier Wochen Kultur
konnte die gesteigerte Expression fur Marker-Gene des Glomerulus, des proximalen
und distalen Tubulus inklusive Anteilen der Henle-Schleife sowie des Sammelrohrs
nachgewiesen werden (Abb. 9, 18-20). Das Marker-Gen endothelialer Zellen, KDR,
war nur in den aus BCRT5-Zellen differenzierten Organoiden in seiner Expression
erhoht (Abb. 19). Morphologisch konnte in den histologischen Schnittpraparaten die
Ausbildung von Tubuli bestatigt werden (Abb. 12, 13). Da nach zwei Wochen Kultur
in den aus IMR90-Zellen differenzierten Organoiden insbesondere die Expression
der Marker-Gene der proximaleren Tubulusabschnitte gesteigert war, scheinen diese
zumindest bei den Organoiden aus den IMR90-Zellen sich vor den distaleren
Abschnitten zu entwickeln (Abb. 18). Diese Vermutung wird durch die gesteigerte
Hochregulation der Expression von AQP3, dem Marker-Gen des Sammelrohrs, nach
erst vier Wochen Kultur in aus den IMR90-Zellen generierten Organoiden unterstutzt
(Abb. 18, 20; vgl. 6.1.5). Der Pluripotenz-Marker OCT4 war in allen gPCR-Analysen
in seiner Expression erniedrigt, welches weiter die erfolgreiche Differenzierung der
iPSC bestatigt (Abb. 18, 19, 20). In den aus BCRT5-Zellen differenzierten
Organoiden konnte nach zwei Wochen Kultur eine gesteigerte Expression des Gens
SLC12A3 als Marker der Pars convoluta des distalen Tubulus beobachtet werden
(Abb. 19). Dies ist von besonderem Interesse, da dieser Marker erst spat in der
menschlichen Nephrogenese vorkommt (Przepiorski et al. 2018). Das ist nicht nur ein

Hinweis darauf, dass die Differenzierung der Organoide Ziellinien-spezifische
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Unterschiede aufweisen kann (vgl. 6.1.3), sondern konnte bedeuten, dass die
Entwicklung in den renalen Organoide nicht exakt der der Niere in vivo folgt (Liu et al.
2022).

In den TEM-Aufnahmen nach zwei Wochen Kultur konnten ebenfalls Tubuli
nachgewiesen werden (Abb. 16). Die Anhaufung von Zentrosomen und der
Nachweis von Zell-Zellkontakten in Umgebung der Lumina sprechen dafir, dass es
sich um renale Tubuli handelt (Abb. 16 E). Die luminale Zellmembran wirkt zerkluftet,
was der Oberflachenvergroerung dienen konnte und auf eine beginnende Bildung
des Burstensaums weisen mag. Die nicht durchgehend verlaufenden Lumina
bestatigen den juvenilen Entwicklungsstand der Tubuli (Abb. 16 A). Die hohe Zahl an
Mitochondrien und an rauem endoplasmatischen Retikulum deutet des Weiteren auf
eine gesteigerte Syntheseaktivitat, moglicherweise im Rahmen der Differenzierung
und Entwicklung der Zellen, hin.

Nach zwei Wochen Kultur waren weder in den histologischen noch in den
elektronenmikroskopischen Aufnahmen eindeutige Glomeruli identifizierbar. Diese
Diskrepanz zwischen gesteigerter Expression der Marker-Gene und scheinbar
fehlendem morphologischen Korrelat wird unter 6.1.3 thematisiert. Nach vier Wochen
Kultur waren in den histologischen Praparaten mit Zellformationen geflllte Strukturen
von anderen, rein tubularen Strukturen abgrenzbar (Abb. 13 D-G). Moéglicherweise
handelt es sich bei diesen neuartigen Strukturen um juvenile oder aberrante
glomerulare Entitaten.

In allen histologischen, immunhistochemischen und elektronenmikroskopischen
Aufnahmen ist das Stroma der Organoide sichtbar. Auf ein stromales Marker-Gen
wurde in den gqPCR-Analysen verzichtet.

Zusammenfassend enthalten die generierten humanen renalen Organoide proximale
und distale Tubuli, Anteile der Henle-Schleife, Sammelrohre, potenzielle juvenile
Glomeruli und interstitielle Zellen. Des Weiteren konnten endotheliale Zellen in den

aus BCRT5-Zellen differenzierten Organoiden nachgewiesen werden.

6.1.3 Zelllinien-spezifische  Unterschiede @ und Diskrepanz zwischen
Genexpression und Morphologie in den renalen Organoiden

Nach zwei Wochen Kultur waren in den histologischen Praparaten der aus den

BCRT5-Zellen differenzierten renalen Organoiden keine eindeutigen Strukturen

erkennbar, im Gegensatz zu den Aufnahmen der aus IMR90-Zellen differenzierten

Organoide (Abb. 12). Die Dichteunterschiede in den aus den BCRT5-Zellen
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generierten Organoiden deuten moglicherweise auf beginnende
Differenzierungsprozesse hin. Damit lasst sich die Vermutung aufstellen, dass
BCRT5-Zellen langer flr die erfolgreiche Entwicklung in renale Organoide bendtigen.
Interessanterweise sind die Marker-Gene in der gqPCR-Analyse nach zwei Wochen
Kultur in den aus BCRT5-Zellen differenzierten Organoiden durchschnittlich starker
hochreguliert als in den aus IMR90-Zellen differenzierten Organoiden (Abb. 18, 19).
Ausnahmen bilden die Gene SLC34A1 als Marker flr den proximalen Tubulus und
UMOD, ein Marker des dicken aufsteigenden Asts der Henle-Schleife. l|hre
Genexpression wurde in den aus IMR90-Zellen generierten Organoiden starker
hochreguliert. Der Endothelmarker KDR sowie die Gene des distalen Tubulus
SLC12A3 und CDH1 sind nur in den aus BCRT5-Zellen differenzierten Organoiden in
ihrer Expression gesteigert. Eine Expressionssteigerung des Gens AQP3, dem
Marker fur das Sammelrohr, ist nur fraglich in den aus IMR90-Zellen generierten
Organoiden nachweisbar. Die Ergebnisse der qPCR-Analyse lieRen daher vermuten,
dass die aus BCRT5-Zellen generierten renalen Organoide weiter differenziert
waren. Die histologischen Untersuchungen implizieren jedoch das Gegenteil. Dies
konnte auf eine Diskrepanz zwischen der Steigerung der Genexpression und der
Entwicklung lichtmikroskopisch erfassbarer Strukturen hindeuten. Ein weiterer
Hinweis auf eine solche Diskrepanz ist die Immunfarbung von Podozin und
Uromodulin in den aus IMR90-Zellen differenzierten Organoiden nach zwei Wochen
Kultur. Trotz nachweislich gesteigerter Genexpression entstand bei der
Immunfarbung ein eher unspezifisches Muster, insbesondere verglichen mit den
eindeutigen Ergebnissen in den Mausenierenpraparaten (Abb. 14, 15). Unterschiede
zwischen den Immunfarbungen von Podozin und Uromodulin deuten allerdings auf
eine gewisse Spezifitat der primaren Antikorper hin. Da der Hintergrund der
Praparate kaum angefarbt wurde, ist von einer ausreichenden Spezifitdit des
sekundaren Antikdrpers auszugehen. Combes et al. (2019) konnten ebenfalls trotz
Nachweis der Expression neuraler Marker via Einzelzell-Sequenzierung diese
immunhistochemisch nicht in den Organoiden markieren. Mdoglicherweise verfugt die
Immunhistochemie Uber keine ausreichende Sensitivitat in den frihen Stadien der

Differenzierung.
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6.1.4 Einfluss des Durchmessers auf Differenzierung, Versorgung,
Vaskularisierung und Degeneration der renalen Organoide

Przepiorski et al. (2018) konnten beobachten, das die erfolgreiche Differenzierung
der renalen Organoide abhangig vom initialen Durchmesser der EBs ist.
Durchmesser von unter 200 um besitzen vermutlich eine zu niedrige Zellzahl, um die
in vivo-Gewebedifferenzierung nachzuahmen, und fluhren nur teilweise zur
Entwicklung in renale Organoide (Przepiorski et al. 2018). Durchmesser von Uber
700 um sind ebenfalls nachteilig fur den Differenzierungsprozess (Przepiorski et al.
2018). Dies konnte auf eine Limitation der Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung
zurtckzuflhren sein, die in der Suspensionskultur via Diffusion erfolgt (Przepiorski et
al. 2018). Die Zellen im Inneren der Organoide erhalten bei groleren Durchmessern
eine geringere Konzentration an Sauerstoff, Nahrstoffen und Wachstumsfaktoren. So
konnten Van Winkle et al. (2012) feststellen, dass die Sauerstoffkonzentration in EBs
mit einem Durchmesser von 400 um bereits 50% niedriger war als die in 200 pym-
grolien EBs, ohne jedoch eine kritische Konzentration zu unterschreiten. Przepiorski
et al. (2018) wiesen einen hodheren Anteil apoptotischer Zellen insbesondere im
Inneren von Organoiden ab 700 ym Durchmesser nach. Proliferierende Zellen waren
hauptsachlich am Rand zu finden (Przepiorski et al. 2018). Interessanterweise
gelangten Hubert et al. (2016) zu einem beinahe gegensatzlichen Ergebnis: Zwar
waren die hochsten Proliferationsraten in ihren Versuchen ebenfalls am Rand situiert,
jedoch war dort auch die hochste Apoptose-Aktivitat nachweisbar (Hubert et al.
2016). Deshalb schlussfolgerten Hubert et al. (2016), dass der Rand der Organoide
ein hochdynamisches Gebiet prasentiert mit einem stabilen inneren Kern. An den
Randgebieten der von Takasato et al. (2016) generierten Organoide waren die sich
entwickelnden Nephrone situiert, wahrend sich im Inneren das renale Interstitium und
das endotheliale Netzwerk befanden. Dies koénnte ebenfalls die Hypothese von
Hubert et al. (2016) unterlegen.

Die Erkenntnis von Przepiorski et al. (2018), dass Durchmesser von weniger als
200 um und mehr als 700 um bereits die initiale Differenzierung hindern wiurden,
konnte im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls beobachtet werden. Unter Verwendung
entsprechender Filter konnen EBs mit inadaquatem Durchmesser jedoch aus der
Kultur entfernt werden (Przepiorski et al. 2018).

Nach etwa vier Wochen Kultur lie® sich bei den renalen Organoiden ein Verlust der

rundlichen Form und die Ausbildung von Stroma-reichen Vorwodlbungen feststellen
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(Abb. 13). Die Durchmesser der Organoide betrugen um die 500 ym und waren
damit tendenziell grélker als nach zwei Wochen Kultur, zu welchem Zeitpunkt die
Durchmesser zwischen 200 um und 500 um schwankten (Abb. 12). Dies deutet auf
ein exzentrisches Wachstum in Kultur mit Proliferation der randstandigen Zellen hin
und wurde die durch Hubert et al. (2016) vorgestellte Hypothese unterstutzen. In den
TEM-Aufnahmen nach vier Wochen Kultur sind mehrere dunkel angefarbte Zellen
sichtbar (Abb. 17). Diese potenziell apoptotischen Zellen sind in den Organoiden im
Gegensatz zu den Beobachtungen von Przepiorski et al. (2018) jedoch Uber den
Querschnitt hinweg verteilt. Zusatzlich fanden sich in der TEM-Aufnahme multiple
Kollagenfaserbindel. Auch nimmt die Expression der Marker-Gene in den renalen
Organoiden nach vier Wochen Kultur tendenziell ab (Abb. 20), ein Phanomen,
welches wiederholt in der Literatur beschrieben wurde (Kumar et al. 2019,
Przepiorski et al. 2018). Dies konnte zusammen mit den apoptotischen Zellen und
der Ablagerung von Kollagen flir zunehmenden Stress bei langerer
Suspensionskultur sprechen. Ich stelle die Hypothese auf, dass, unabhangig von den
negativen Effekten eines zu grofen Durchmessers, ein verlangerter Zeitraum in
Suspensionskultur zusatzliche degenerative Veranderungen und eine Reorganisation
der Organoide hervorrufen kdnnte. Die Induktion eines Gefalinetzwerkes anstelle der
alleinigen Versorgung der Organoide mittels Diffusion kénnte eine Losung darstellen.
In den aus den BCRT5-Zellen differenzierten Organoiden konnte via gqPCR-Analyse
bereits die gesteigerte Expression des Endothelmarkers KDR nachgewiesen werden
(Abb. 19). Auch Takasato et al. (2016) und Czerniecki et al. (2018) gelang es
endotheliale Zellen nachzuweisen, jedoch fand keine Vaskularisierung ihrer renalen
Organoide statt. Eine Zugabe von VEGF erhohte zwar die Anzahl endothelialer
Zellen, fuhrte aber insgesamt nicht =zur verbesserten Ausbildung eines
Gefalnetzwerkes (Czerniecki et al. 2018). Homan et al. (2019) konnten sowohl bei
Gabe als auch bei Inhibition von VEGF in humanen renalen Organoiden negative
Effekte hinsichtlich der Vaskularisierung beobachten. Stattdessen nutzten sie eine
mikrofluidische Kultur mit adharenter Gelatine-Fibrin-Matrix, in der durch
Superperfusion eine Scherbelastung auf die Organoide wirkt, welche die
Gefalentwicklung férdern soll (Homan et al. 2019). In dem von mir angewandten
Protokoll zur Differenzierung renaler Organoide werden diese ab Tag 8 zur Bildung
einer Scherbelastung bei 90 rom auf einen Schittler platziert (Przepiorski et al.
2018).
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Taguchi et al. (2014) gelang eine Vaskularisierung ihrer aus embryonalen
Mausestammzellen generierten EBs nach Transplantation dieser unter die
Nierenkapsel einer Maus. Durch Transplantation humaner renaler Organoide unter
die Nierenkapsel von Mausen erzielten auch van den Berg et al. (2018) eine
verbesserte Gefallentwicklung im Vergleich zu gleichaltrigen Organoiden, die nicht
transplantiert worden waren. Die Methode entsprache eher der in vivo-Entwicklung,
wo sowohl Angiogenese von auflerhalb als auch Vaskulogenese von innerhalb des
sich entwickelnden Organs eine Rolle spielen (van den Berg et al. 2018). Allerdings
limitiert die Transplantation von Organoiden in Mause die spateren
Anwendungsmadglichkeiten (Liu et al. 2022).

Zusammenfassend ist eine ausreichende Vaskularisierung der Organoide fir ihre
optimale Differenzierung von grofdter Bedeutung, da ohne ein Gefallnetzwerk die
Versorgung der Organoide mit Nahrstoffen rein via Diffusion erfolgt und somit
abhangig ist vom Durchmesser (Taguchi et al. 2014, van den Berg et al. 2018). Zum
jetzigen Standpunkt gibt es bereits diverse Ansatze zur Verbesserung der
Entwicklung des GefalRnetzwerkes, jedoch besteht noch weiterer Forschungsbedarf

fur eine optimale Losung.

6.1.5 Effekte einer Kultur von liber zwei Wochen auf humane renale Organoide
Im vorherigen Abschnitt wurden die degenerativen Auswirkungen einer verlangerten
Suspensionskultur diskutiert. Nichtsdestotrotz konnte ich auch positive Effekte,
insbesondere hinsichtlich einer fortschreitenden Differenzierung und Wachstum der
renalen Organoide, beobachten. Dies widerspricht den Ergebnissen von van den
Berg et al. (2018). lhre Organoide wiesen bei verlangertem Kultivierungszeitraum
lediglich degenerative Veranderungen ohne weitere Maturation auf (van den Berg et
al. 2018). Allerdings betrug der Durchmesser der von van den Berg et al. (2018)
generierten humanen renalen Organoide 5mm — 7 mm an Tag 7 + 25. Auf den
negativen Einfluss eines zu groRen Durchmessers ohne ausgebildetes
Gefallnetzwerk wurde bereits in Abschnitt 6.1.4 eingegangen.

Hingegen konnten nach vier Wochen Kultur in den histologischen Aufnahmen der im
Rahmen dieser Dissertationsarbeit generierten Organoide neuartige, als potenzielle
glomerulare Entitdten imponierende Strukturen nachgewiesen werden, die nach zwei
Wochen Kultur noch nicht sichtbar gewesen waren (Abb. 12, 13). Einige der Tubuli
hatten des Weiteren an Grofe zugenommen, sodass von einem Wachstum bei

langerer Kultur ausgegangen werden kann. Auch ist AQP3 als Marker-Gen des
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Sammelrohrs nach vier Wochen Kultur in seiner Expression in den aus IMR90-Zellen
differenzierten Organoiden starker hochreguliert als nach zwei Wochen Kultur
(Abb. 18, 20). Demnach scheint mit der Zeit die Entwicklung der Sammelrohre in den
Organoiden aus den IMR90-Zellen gefordert zu werden. In der TEM-Aufnahme der
renalen Organoide nach vier Wochen Kultur sind keine eindeutigen Strukturen
erkennbar (Abb. 17). Dies kann sowohl durch degenerative Veranderungen, aber
auch durch einen ungunstig gewahlten Anschnitt des Organoids bedingt sein.
Letztlich scheint eine lange Suspensionskultur renaler Organoide unter
Berucksichtigung des separaten Einflussfaktors des Durchmessers sowohl positive
als auch negative Effekte mit sich zu bringen. Die Degeneration der Organoide lielze
sich durch eine Optimierung der Versorgungssituation insbesondere durch Férderung
der Vaskularisierung vermindern, wodurch gleichzeitig die Entwicklung

vornagetrieben werden wurde (vgl. 6.1.4).

6.1.6 Differenzierung des metanephrischen Mesenchyms und der
Ureterknospe

Die Nephrogenese umfasst sowohl die Ausbildung des metanephrischen
Mesenchyms als auch die der Ureterknospe (Abb. 4). Die Frage, ob es moglich ist,
im Rahmen eines Protokolls beide Entitaten zu differenzieren, wird kontrovers
diskutiert. So konnten weder Morizane et al. (2015), Cruz et al. (2017) noch
Czerniecki et al. (2018) Hinweise auf das Vorhandensein von Sammelrohren, welche
sich aus der Ureterknospe differenzieren, in den von ihnen generierten Organoiden
finden. Taguchi et al. (2017) postulierten, dass die Differenzierung des
metanephrischen Mesenchyms und der Ureterknospe separate Protokolle verlangt.

Marker mehrerer Abschnitte des Nephrons, welche sich aus dem metanephrischem
Mesenchym entwickeln, konnten in den gPCR-Analysen der Organoide im Rahmen
dieser Arbeit nachgewiesen werden (Abb. 18-20). In den aus BCRT5-Zellen
generierten Organoiden wurde ebenfalls eine gesteigerte Expression des Marker-
Gens der Sammelrohre, AQP3, gemessen (Abb. 19). In den aus IMR90-Zellen
differenzierten Organoiden war die Expression von AQP3 nach zwei Wochen Kultur
nur fraglich erhdoht (Abb. 18). Nach vier Wochen lie3 sich jedoch definitiv eine
Steigerung der Genexpression nachweisen (Abb. 20). Damit lie3e sich vermuten,
dass die Entwicklung der Ureterknospe ebenfalls erfolgreich induziert werden konnte.
Das von Przepiorski et al. (2018) publizierte Protokoll ermoglicht demzufolge die

Differenzierung sowohl des metanephrischen Mesenchyms als auch der
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Ureterknospe und spricht somit gegen die von Taguchi et al. (2017) aufgestellte
Hypothese. Ein Problem stellt jedoch die unter den Arbeitsgruppen divergierende
Auswahl geeigneter Marker-Gene, insbesondere fir das Sammelrohr, dar, was eine
Beurteilung solcher Fragestellungen erschwert. In dieser Arbeit wurde auf
Empfehlung der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Kurtz der Charité das Gen AQP3

gewahlt.

6.1.7 Off-target  Populationen und der Einsatz von  multiplen
Wachstumsfaktoren
Viele Differenzierungsprotokolle beinhalten eine gro3e Anzahl an verschiedenen
Wachstumsfaktoren (Lancaster und Knoblich 2014). Ein Kritikpunkt an dem Protokoll
von Przepiorski et al. (2018) ist, dass die Verwendung lediglich eines
Wachstumsfaktors, CHIR99021, und von KOSR nicht ausreiche fur eine gezielte
Differenzierung in renales Gewebe (Kumar et al. 2019). Folglich missten in den nach
Przepiorski et al. (2018) generierten renalen Organoiden mehr off-target
Populationen entstehen. Dies konnte jedoch nicht nachgewiesen werden und auch
bei Protokollen mit mehreren Wachstumsfaktoren sind off-target Populationen eine
weit verbreitete Problematik (Kumar et al. 2019, Phipson et al. 2019, Howden et al.
2019, Combes et al. 2019, Przepiorski et al. 2018). So scheinen off-target
Populationen nicht einzig durch die Anzahl eingesetzter Wachstumsfaktoren bedingt
zu sein. Des Weiteren haben neben Przepiorski et al. (2018) u. a. auch Czerniecki et
al. (2018), Takasato et al. (2014, 2016) und van den Berg et al. (2018) nur
CHIR99021 bzw. CHIR99021 und FGF9 erfolgreich fur die Differenzierung renaler

Organoide aus humanen PSC einsetzen kdnnen.

6.1.8 Individualitit der renalen Organoide und Reproduzierbarkeit des
Protokolls
Um die Reproduzierbarkeit und postulierte universelle Anwendbarkeit des von
Przepiorski et al. (2018) publizierten Protokolls zu testen, wurden in dieser Arbeit
zwei verschiedene hiPSC-Linien verwendetet. Wie beschrieben, konnten
Unterschiede zwischen den renalen Organoiden, insbesondere zwischen denen aus
verschiedenen iPS-Zelllinien, beobachtet werden, was die Reproduzierbarkeit des
Protokolls einschrankt. Phipson et al. (2019) beschaftigten sich konkret mit dem
Problem der erschwerten Reproduzierbarkeit dreidimensionaler Kulturen
(Kapalczynska et al. 2018). Zusammenfassend schlussfolgerten sie, dass die
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groldten Differenzen auf verschiedene Ansatze zuruckzufUhren sind, nicht auf
unterschiedliche Zelllinien (Phipson et al. 2019). Auch die hohe Komplexitat der Niere
als Gewebe konnte die Individualitat der Organoide mitbedingen (Phipson et al.
2019, Humphreys 2018). Unter Einbezug der Variation in der Auswertung sollte diese
jedoch kein relevantes Problem darstellen (Phipson et al. 2019). Auch kann eine
gewisse Individualitat der renalen Organoide von Vorteil sein flir die moglichst
realistische Imitation der in vivo-Organo- und Pathogenese der Niere (Lancaster und
Knoblich 2014).

6.1.9 GroRe Ubereinstimmungen zwischen humanem Nierengewebe und
humanen renalen Organoiden
Eine entscheidende Frage ist, inwieweit renale Organoide in der Lage sind,
menschliches Nierengewebe zu imitieren. Combes et al. (2019) und Borestrom et al.
(2018) haben die Genexpression in humanen renalen Organoiden mit der in fetalem
bzw. adultem Nierengewebe verglichen und konnten grof3e transkriptionelle
Ubereinstimmungen nachweisen. So observierten Combes et al. (2019)
Gemeinsamkeiten bei der Transkription stromaler und endothelialer Gene sowie fur
Marker des Nephrons. Unterschiede seien weitgehend durch technische Artefakte
bedingt gewesen (Combes et al. 2019). Vergleichspunkt bildete fetales
Nierengewebe in der 16. Entwicklungswoche (Combes et al. 2019). Dies weist
dadurch gleichzeitig auf die Problematik der unzureichenden Maturation als eine der
bestehenden Herausforderungen der Organoid-Technologie hin (Takasato et al.
2016, Przepiorski et al. 2022). Auch Przepiorski et al. (2018) flhrten vergleichende
Immunfarbungen mit den Organoiden und fetalem sowie adultem menschlichem
Nierengewebe durch. Eine zufriedenstellende Ubereinstimmung morphologischer
und transkriptioneller Aspekte zwischen den Organoiden und der menschlichen Niere
war feststellbar (Przepiorski et al. 2018). Dies bestarkt die Anwendung von
Organoiden als mdglichst realistische Modelle der Organo- und Pathogenese sowie
als Modelle fur Medikamenten- und Toxizitatstestungen. Das enorme Potenzial und

die Relevanz der Organoid-Technologie werden somit untermauert.

6.2 NPHS2- und UMOD-Reporter-Zelllinie

Durch Verwendung von Reportergenen wie z. B. Fluorophorgenen ist es moglich,
ausgewabhlte Zielgene zu markieren (Debnath et al. 2010, Xiang et al. 2019). Mittels

Verknupfung bzw. Tagging auf genomischer Ebene unter Einsatz von
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CRISPR/Cas9-Technologie erhalt man ein Reportersystem, welches eine in vitro-
Visualisierung und Charakterisierung von Zellen in Echtzeit ermdglicht (Xiang et al.
2019, Przepiorski et al. 2022, Kain und Ganguly 2001). Eine Kombination von iPSC-
und Organoid-Technologie mit Reportersystemen konnte eine herausragende
Methode zur Analyse der humanen renalen Organoide wahrend ihrer Differenzierung
und Entwicklung darstellen. Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit bestand daher aus der
Entwicklung und Testung zweier Reportersysteme mit den krankheitsrelevanten und
nierenspezifischen Zielgenen NPHS2 und UMOD und der anschlieRenden
Beurteilung ihrer Eignung zur Echtzeit-Charakterisierung renaler Organoide (Boute et
al. 2000, Knaup und Wiesener 2019). NPHS2 wurde hierbei mit dem rot
fluoreszierendem Protein mCherry, UMOD mit dem grin fluoreszierenden

mNeonGreen verknupft.

6.2.1 Steigerung der Genexpression von NPHS2 und UMOD in den Reporter-
Zelllinien

Nach Generierung der Reporter-Zelllinien konnten bereits ohne gezielte Stimulation
der Genexpression fluoreszenzmikroskopisch Signale in einem Anteil der Zellen
beobachtet werden. In den NPHS2-Reporter-Zellen waren Fluoreszenzsignale im
rotlichen, in den UMOD-Reporter-Zellen Signale im grinen und im rétlichen
Spektrum detektierbar. Daher formte ich die Hypothese, dass allein durch die
Verknupfung mit den Fluorophoren die Zielgene NPHS2 und UMOD in ihrer
Expression gesteigert wurden. Um dies zu Uberprifen, wurde eine qPCR-Analyse
durchgefuihrt. Gleichzeitig sollte getestet werden, ob durch die gezielte Stimulation
die Expression der Zielgene weiter gesteigert werden konnte. Diese Stimulation
erfolgte durch den in den Reporter-Zelllinien integrierten CRISPR/Cas9 SAM
Komplex unter Einsatz Promotor-spezifischer sgRNAs.

Die gPCR-Analyse zeigt, dass die Genexpression von NPHS2 und UMOD wie
vermutet allein durch das Verknupfen mit den Fluorophoren gesteigert wurde (Abb.
21). Dies ist in dem Malde ungewodhnlich, da die Genomeditierung mithilfe der
CRISPR/Cas9-Technologie durchgefuhrt wurde, welche dafir bekannt ist, die native
Genexpression nicht bzw. nur minimal zu beeinflussen (Schwinn et al. 2020, Chen et
al. 2018, Fetter et al. 2015). Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass durch
die gezielte Stimulation wie erhofft eine weitere Steigerung der Genexpression von
NPHS2 und UMOD madglich ist (Abb. 21). Da durch Kopplung der Zielgene mit den

Fluorophoren auch mNeonGreen bzw. mCherry starker exprimiert werden, konnte
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die Stimulation durch das CRISPR/Cas9 SAM System genutzt werden, um die
Fluoreszenzsignale in den Zellen zu verstarken und so eine bessere morphologische
Charakterisierung zu ermdglichen. Bei einem rein optischen Vergleich stimulierter
und nicht-stimulierter Proben beider Reporter-Zelllinien am Konfokalmikroskop
konnte allerdings weder ein Unterschied in der Quantitdt der Zellen mit
Fluoreszenzsignal noch eine Anderung der Intensitat des Signals festgestellt werden.
Um eine exaktere Beurteilung zu ermoglichen, konnte ein Fluoreszenz-
Mikrotiterplatten-Assay durchgefuhrt werden.

Auch nach Stimulation weist weiterhin nur ein Anteil der Zellen ein Fluoreszenzsignal
auf. Eine mogliche Erklarung ist, dass die Verknlpfung der Zielgene mit den
Fluorophoren im Genom heterozygot erfolgte. Laut Borestrom et al. (2018) ware dies
hinsichtlich der Funktionalitat der Reporter-Zelllinien nicht von Nachteil. Zudem ist die
Effizienz der Genomeditierung durch CRISPR/Cas9 wie auch bei allen anderen
Verfahren nicht absolut, liefert jedoch insgesamt die besten Ergebnisse (Ghassemi et
al. 2021, Zhang et al. 2015, Ren et al. 2014).

6.2.2 Nachweis von tdTomato und Funktionalitat der Reporter-Zelllinien

Das beschriebene zusatzliche roétliche Fluoreszenzsignal in der UMOD-Reporter-
Zelllinie war unerwartet, da UMOD mit dem grinen Fluorophor mNeonGreen
verknUpft worden war. Jedoch enthalten die Guideplasmide, die zur Transfektion der
Grundzelllinie eingesetzt worden waren, zur visuellen Kontrolle das rote Fluorophor
tdTomato. Daher stellte ich die Hypothese auf, dass in den Zellen der UMOD- und
vermutlich auch der NPHS2-Reporter-Zelllinie weiterhin Guideplasmide vorhanden
waren. Durch das ahnliche Spektrum von mCherry und tdTomato waren die beiden
Fluorophore mittels Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie in den NPHS2-Reporter-Zellen
zunachst nicht optisch differenzierbar gewesen.

Um die Hypothese zu testen, wurden Spektralanalysen am Konfokalmikroskop
durchgefuhrt. Hierbei konnte gleichzeitig der definitive Nachweis von mNeonGreen in
den UMOD-Reporter-Zellen und von mCherry in den NPHS2-Reporter-Zellen
erbracht und somit die Funktionalitat beider Reporter-Zelllinien bewiesen werden
(Abb. 23, 24). Die Anwesenheit von tdTomato und damit der Guideplasmide in einem
Anteil der Zellen wurde ebenfalls bestatigt. Dies zieht diverse Konsequenzen nach
sich. Zum einen ist das in den Zellen verbleibende tdTomato-Signal ein potenzieller
Storfaktor. Durch gezielte Auswahl der zur Anregung eingesetzten Wellenlange am

Konfokalmikroskop kann dies jedoch ausgeglichen und tdTomato von den anderen
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Signalen in den Proben abgegrenzt werden (Abb. 24 E und F). Von Bedeutung ist
des Weiteren das durch die Anwesenheit der Guideplasmide verlangerte Zeitfenster
der Cas9-Aktivitat. Dadurch koénnte sich die Wahrscheinlichkeit von off-target-
Effekten mit der Zeit erhdhen, was wiederum eine genomische Instabilitat zur Folge
hatte (Sledzinski et al. 2021, Zhang et al. 2015). Eine Losung konnte die
Durchflusszytometrie bieten. Hierdurch lieRen sich die Zellen der Reporter-Zelllinien,
die weiterhin tdTomato und damit das Guideplasmid enthalten, entfernen (Tung et al.
2004).

Auch wurde untersucht, ob die Expression von mCherry bzw. mNeonGreen und
damit die Funktionalitat der Reportersysteme von der Anwesenheit des
Guideplasmids in den Zellen abhangig ist. Mithilfe der spektralen Analyse konnte
festgestellt werden, dass die Expression von tdTomato und mCherry bzw.
mNeonGreen nur in einigen Zellen gemeinsam auftritt (Abb. 24). Somit ist nicht von
einem kausalen Zusammenhang zwischen Vorhandensein des Guideplasmids und

der Expression der Reporterkonstrukte auszugehen.

6.2.3 Moglicher Funktionsverlust der Zielgene durch Expression als
Fusionsprotein

Die Fluoreszenzsignale von mCherry und mNeonGreen wurden im Zytoplasma der
Zellen detektiert (Abb. 23, 24). Die Produkte von NPHS2 und UMOD, Podozin bzw.
Uromodulin, sind jedoch in der Zellmembran von Podozyten integriert bzw. an der
Zellmembran der Tubuluszellen des dicken aufsteigendes Asts der Henle-Schleife
verankert (Knaup und Wiesener 2019, Boute et al. 2000). Da die Fluorophore als
Fusionsprotein mit ihrem jeweiligen Zielgen exprimiert werden, habe ich die
Hypothese aufgestellt, dass diese fusionierte Expression die Integration in bzw.
Verankerung an die Zellmembran hindert. Als LOosung habe ich eine zweite
Klonierungsstrategie mit P2A-Sequenz zwischen Zielgen und Fluorophor entwickelt.
P2A gehdrt zu den selbst-schneidenden 2A-Peptiden, deren Einbau die Translation
in zwei separate Proteine erlaubt (Liu et al. 2017). Somit werden Podozin und
mCherry bzw. Uromodulin und mNeonGreen als eine mRNA abgelesen, jedoch als
zwei Proteine translatiert (Liu et al. 2017).

Ein weiterer moglicher Faktor konnte sein, dass die Kultur im Monolayerverband die

Proteinfunktion negativ beeinflusst.
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7 Schlussfolgerungen

Im Zuge dieser Arbeit ist es gelungen nach dem Protokoll von Przepiorski et al.
(2018) humane renale Organoide aus zwei iPSC-Linien erfolgreich zu differenzieren.
Die universelle Anwendbarkeit des Protokolls musste angesichts von Zelllinien-
spezifischen Unterschieden relativiert werden. Die generierten renalen Organoide
enthielten nachweislich proximale und distale Tubuli sowie Anteile der Henle-
Schleife, Sammelrohre, potenzielle juvenile Glomeruli, stromale Zellen und im Falle
der aus den BCRT5-Zellen differenzierten Organoide auch endotheliale Zellen. Somit
konnte gezeigt werden, dass es im Rahmen eines einzelnen Protokolls unter Einsatz
von lediglich CHIR99021 und KOSR als zentrale Faktoren moglich ist, die
Entwicklung des metanephrischen Mesenchyms und der Ureterknospe zu induzieren.
Dies verspricht eine enorme Vereinfachung und Okonomisierung der
Differenzierungsprotokolle renaler Organoide.

Bestimmte Parameter, die Einfluss auf die Organoiddifferenzierung haben, wie der
Durchmesser der EBs wurden diskutiert und Erkenntnissen anderer Publikationen
gegenubergestellt. Die Entwicklung der renalen Organoide in vitro scheint nicht
immer dem Ablauf der Nephrogenese in vivo zu folgen. Nichtsdestotrotz zeigen
humane renale Organoide groRe morphologische und transkriptionelle
Ubereinstimmungen mit der menschlichen Niere. Dies bezeugt die einzigartige
Eignung humaner renaler Organoide als Forschungsmodell der Organo- und
Pathogenese, flr Toxizitatstestungen, Medikamentenentwicklung und fir die
Entwicklung neuer Gewebeersatzstrategien. Patientenspezifische renale Organoide
konnten auch die Problematik der Immunogenitdt beim Gewebeersatz durch
Organtransplantation mindern.

Gleichzeitig gibt es noch diverse Limitationen und Herausforderungen. Hierzu
gehdren das Ausbleiben der weiteren Maturation der Organoide (Przepiorski et al.
2022, Takasato et al. 2016), das Fehlen eines Immunsystems zur praziseren
Nachahmung der Pathogenese (Liu et al. 2022, Przepiorski et al. 2022), die
mangelnde Vaskularisierung, die Abwesenheit von Vorlauferzellen (Takasato et al.
2014, Taguchi und Nishinakamura 2017) und die umstrittene Reproduzierbarkeit der
einzelnen Protokolle (Phipson et al. 2019). Humane renale Organoide als neuartiges
Forschungsmodell stellen somit keinen Ersatz, aber eine einzigartige Mdglichkeit zur
Erganzung konventioneller Methoden dar. Sie bieten die Chance, in vivo-Vorgange
realistischer denn je in vitro nachzubilden und ermoglichen die Entwicklung einer
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skalierbaren, patientenspezifischen und vielseitig anwendbaren Technologie (Liu et
al. 2022). Das Vorantreiben unseres Verstandnisses uber die menschliche Niere und
die Optimierung von Methoden, renales Gewebe in vitro zu generieren, kdonnte es
ermoglichen, die global steigende Pravalenz der CKD zu kontern.

Durch Verknupfung von NPHS2 mit dem Fluorophor mCherry und von UMOD mit
mNeonGreen gelang es zwei Reporter-Zelllinien mit nierenspezifischen,
krankheitsrelevanten Zielgenen zu generieren. Dies beweist die Funktionalitat der
klonierten Reporterkonstrukte und deren potenziellen Einsatz zur simplen
morphologischen Darstellung und Charakterisierung von Zellen. Da die Expression
als Fusionsprotein maoglicherweise einen Funktionsverlust von Podozin bzw.
Uromodulin nach sich zieht, wurde im Anschluss an die in dieser Arbeit aufgefiihrten
Untersuchungen eine P2A-Sequenz zwischen Ziel- und Reportergen integriert. Eine
weitere Optimierung der Reporter-Zelllinien ware unter Verwendung von
Durchflusszytometrie méglich, um die Zellen, die noch Guideplasmide enthalten, zu
entfernen. Eine gezielte Stimulation der Genexpression von NPHS2 bzw. UMOD
durch CRISPR/Cas9 SAM zur Steigerung des Fluoreszenzsignals wurde ebenfalls
erfolgreich getestet.

Beide Zielgene werden nachweislich bereits frih in der Entwicklung der renalen
Organoide exprimiert. Vanslambrouck et al. (2019) konnten zeigen, dass iPSC-
Reporterlinien zur Charakterisierung von renalen Organoiden dienen konnen. Bei
erfolgreicher Modifikation der hiPSC mit meinen Reporterkonstrukten und
anschlielender Differenzierung in renale Organoide ware somit eine nicht-invasive
dreidimensionale morphologische Darstellung und Charakterisierung lebendiger
humaner renaler Organoide in vitro in Echtzeit mithilfe von Fluoreszenzmikroskopie
moglich (Przepiorski et al. 2022). Dies wurde die Mdoglichkeit bieten, die renale
Organo- und Pathogenese, insbesondere bei Krankheiten, bei denen NPHS2 und
UMOD von Relevanz sind, weiter zu erforschen.
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9 Anhang

9.1 Auflistung der verwendeten Oligonukleotide

Tab. 13: Auflistung der verwendeten Oligonukleotide in 5-3*-Richtung

Gelbe Farbmarkierung: Schnittstellen der Restriktionsenzyme; griine Farbmarkierung:
Uberhénge der Guidesequenzen fiir die Stimulation mit CRISPR/Cas9 SAM. qPCR-Primer,
deren Sequenz von der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Kurtz vom BCRT der Charité (bermittelt
wurden, sind blau unterlegt.

Bezeichnung Sequenz (5’ > 3)
Guidesequenzen fiur das Tagging

O_DIR_Podo_G1_F ccggcccatgttataggaaggatg
O _DIS Podo G1 R aaaccatccttcctataacatggg
O _DIT _Podo G2 F ccggccccatccttcctataacat
O _DIU Podo G2 R aaacatgttataggaaggatgggg
O_DKM_UMOD-G1_F ccggtgtcagtcactgaaaagtca
O_DKN_UMOD _G1_R aaactgacttttcagtgactgaca

Primer zur Amplifikation der Homologie-Arme

O_DIl_Podi_LA_F_Notl agctgcggcecgcecgtgcettgeccacatagtagatgctcag
O_DIH_Podi_LA_R_Pacl gtcattaattaacatgggagagtctttctttttaggatttagtggc
O_DIK_Podi_RA_F_Aarl acgtccacctgcgtgcttaacataatgtgactgtaaaggggcctgce
O _DIL_Podi_ RA R Ascl Agctggcgcegcecggtgtgaggaattcagggtggage
O_DKP_UMOD_LA_F notl Agctgcggcecgecaggcetggagtgcagtggtgaaate
O_DKO_UMOD_LA R pacl Gtcattaattaactgaaaagtcagggtcaaggtggc
O_DKR_UMOD_RA F_Aarl Acgtccacctgcgtgcttaagaaagccctgtgctccatggcetg
O_DKS_UMOD_RA R _Ascl Agctggcgcgceccacactctttaaggagatgggggcec

Primer zur Amplifikation des Fluorophorgens mCherry
O_DIN_mCherry_F_pacl Cagcgttaattaacgtgagcaagggcgaggaggataac
O_DIO_mCherry_R_Mlul Gtcaacgcgtttacttgtacagctcgtccatgecg

Nachweis der Genomeditierung

Nachweis Podozin:

O_DKL_genomic_Podocin_F ctgtctccccagctcaagacccttcag
O_DMK_mCherry_R gcggtctgggtgcecctegtag
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Nachweis Uromodulin:
O DUT_ITR_F
O _DUU_UMOD R

Nachweis Fluorophorgene:
O_DIN_mCherry_F_pacl
O_DEY_P2A F

agctccaagcggcgactgagatgtc
gactgtgaactccatgaggacagtgtgg

cagcgttaattaacgtgagcaagggcgaggaggataac
ctgcttcagcaggctgaagttagtagc

Guidesequenzen fur die Stimulation mit CRISPR/Cas9 SAM

O_DIP_NPHS2_G1_F
O_DMM_NPHS2_G1 R
O_DMN_NPHS2 G2 F
O_DMO_NPHS2_G2 R
O_DMP_NPHS2 G3 F
O_DMR_NPHS2_G3_R
O_DNH_Guide1_UMOD _F
O_DNI_Guide1_UMOD_R
O_DNK_Guide2_UMOD_F
O_DNL_Guide2_UMOD_R
O_DNM_Guide3_UMOD_F
O_DNN_Guide3_UMOD_R

gPCR-Primer

O_ALD h_qTBP_fwd1
O_ALE_h_qTBP_rev1
O_ALH_h_qEMC7_fwd1
O_ALI_h_gEMCT7_rev1
O_DXY_KDR_qPCR for
O_DXZ_KDR_gPCR_rev
O_DXW_NPHS1_gPCR _for
O_DXX_NPHS1_gPCR _rev
O_DPY_NPHS2_F

O DPZ NPHS2 R
O_DRV_AQP1_for

Caceggggtgggggctgagggegag
Aaacctcgccctcagceccccaccce

Caccgcgggacaccggggecgeggg
Aaaccccgcggcecccggtgtceege

Caccgctgggtgggagagecggecce
Aaacgggccggctctcccacccage
Caccgaacagtgaccttgtatticc
Aaacggaaatacaaggtcactgtte
Caccgcagggtgggatcaaggagec
Aaacggctccttgatcccaccctge
Caccgtggggggtcacacctgtgec
Aaacggcacaggtgtgaccccccag

Ggcgtgtgaagataacccaagg
Cgctggaactcgtctcact
Tcctgacatgagacgggaaatg
Cgctgctagatttgccagatg
Accggctgaagctaggtaag
Cgatgctcactgtgtgttgc
Tcatgtggtacaaggactcgc
Tcccagatttctccacgcetg
caaatcctccggcettagggg
Agcagatgtcccagtcggaa
Aagctcttctggagggcag
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O_DRW_AQP1_rev
O_DSB_SLC22A6_for
O_DSC_SLC22A6_rev
O_DSF_SLC34A1_for
O_DSG_SLC34A1 rev
O_DSH_SLC12A1_for
O_DSI_SLC12A1_rev
O_DSK_UMOD _for
O_DSL_UMOD_rev
O_DRZ_SLC12A3 for
O_DSA_SLC12A3 rev
O_DYA_CDH1_gPCR for
O_DYB_CDH1_gPCR rev
O_DRX_AQP3_for
O_DRY_AQP3_rev
O_DWV_gPCR_Oct4 F
O_ DWW _gPCR_Oct4 R

Caccttcacgttgtcctggaccg
Tctactcctggttcttcatt
Cggagtacctccatactcaa
Ctgggtcacaggctactttg
Gccctctcaatgcetgatcac
Tttggagctgttttgtgctg
Atgggtccccctgttaagac
aagagtctgggcttcgacaa
Gctgtaagtggcatgggttt
Caccaagaggtttgaggacat
Gacagtggcctcatccttga
Gaggaccaggactttgactt
Agataccgggggacactca
Gacgctgggagccttctt
Gctggttgtcggcgaag
Cctgaagcagaagaggatcacc

Aaagcggcagatggtcgtttgg

9.2 Ursprung der Mausenieren

Tab. 14: Daten der durch die Arbeitsgruppe Morrison des FLI in Jena bereitgestellten

Mé&usenieren

Maus 1 Maus 2
|dentifizerungsnummer MOR-018938 MOR-018939
Labor-Identifizierungsnummer | 153 154
Lizenznummer FLI-18-017 FLI-18-017
Geschlecht mannlich mannlich
Geburtsdatum 05.02.2020 05.02.2020
Sterbedatum 08.06.2020 08.06.2020
Sterbegrund Experimentende Experimentende
Methode CO2 CO2
Durchfihrende Person Dr. Michael Reuter Dr. Michael Reuter
Linie C.129S6(Cq)- C.129S6(Cq)-

Ccl11tm1Mer/J Ccl11tm1Mer/J
Hintergrund 129S6/SvEvTac 129S6/SvEvTac
Typ Wildtyp Wildtyp
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