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Zusammenfassung
Nieren sind lebenswichtige Organe mit mehreren Funktionen, wie 
z.B. der Regulation des Flüssigkeits- und Elektrolyt-Haushaltes,
der Erythropoese und der Knochenhomöostase. Chronisches
Nierenversagen (eng. chronic kidney disease, CKD) kann durch
verschiedene Erkrankungen ausgelöst werden. Dabei zählen Diabetes 
und Bluthochdruck zu den häufigsten Ursachen. Mit der Zeit kann
CKD zu einem endgültigen Funktionsverlust der Nieren führen.
Dabei bleiben Nierenersatztherapien die einzigen lebensrettenden
Behandlungsmaßnahmen. Auch wenn mittels Dialyse die durch
CKD-bedingten Mortalitäts- und Morbiditätsraten deutlich
verringert werden konnten, zeigt die Nierentransplantation viel
bessere Langzeitergebnisse und stellt aktuell die angestrebte
Therapiemöglichkeit dar. Obwohl die Niere heutzutage das am
häufigsten transplanierte Organ ist, übersteigt der weltweite Bedarf
an Nierenorganen dennoch bei weitem die Anzahl verfügbarer
Spenderorgane.

Humane induzierte pluripotente Stammzellen (eng. human induced 
pluripotent stem cells, hiPSCs) stellen eine vielversprechende 
Quelle für die Generierung funktioneller Nierenzellen dar. Die 
hiPSC-abgeleiteten Nierenzellen könnten zukünftig für zelluläre 
Ersatztherapien oder für die Züchtung komplexer Organstrukturen 
verwendet werden. Zudem würde die Verwendung von 
hiPSC-Derivaten eine autologe Transplantation ohne Bedarf 
an immunsuppressiven Medikamenten ermöglichen. Jedoch 
indizieren vorherige Erkenntnisse Bedenken hinsichtlich der 
immunologischen Akzeptanz hiPSC-abgeleiteter Zellen. Innerhalb 
dieser Arbeit sollten die aus hiPSC-gewonnenen differenzierten 
Nierenzellen auf ihre immunologischen Eigenschaften überprüft 
werden.

Zunächst wurden dafür hiPSC-Linien, reprogrammiert aus 
primären Urinzellen gesunder Spender, generiert. Die hiPSCs 
wurden daraufhin sukzessiv in renale Vorläuferzellen (intermediär-
mesodermale Zellen, IM-Zellen) und in proximale Tubuluszellen 
(PT-Zellen) differenziert. Die immunphänotypische Analyse der 
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hiPSC-abgeleiteten Nierenzellen ergab eine differentielle Expression 
der Haupthistokompatibilitätskomplexe (eng. human leukocyte 
antigen, HLA) Klasse I und Klasse II in den renalen Derivaten 
abhängig vom Differenzierungstatus der Zellen. Daraus schließt 
sich eine fortlaufende Immunmaturierung der hiPSC-abgeleiteten 
Zellen entlang der renalen Entwicklungsstadien. Weiterhin zeigten 
die hiPSC-abgeleiteten IM- und PT-Zellen im Vergleich zu adulten 
Urinzellen eine verminderte Expression immun-relevanter Gene. Für 
die Bestimmung der Immunigenität wurden die hiPSC-abgeleiteten 
Nierenzellen jeweils mit autologen oder allogenen mononukleären 
Zellen des peripheren Blutes (eng. peripheral blood mononuclear 
cells, PBMCs) kokultiviert. Die IM- sowie PT-Zell-Kokulturen mit 
PBMCs gesunder Spender ergaben keine Proliferation autoreaktiver 
sowie allogener T-Zellen. Auch T-Zellen von Patienten mit 
diabetischer Nephropathie zeigten in Kokulturen mit IM- oder 
PT-Zellen keine allogen-spezifische Proliferation. Vergleichsweise 
induzierten primäre Urinzellen mit gleichen HLA-Merkmalen 
eine starke allo-reaktive T-Zell-Proliferation in gesunden sowie 
diabetischen Spendern. Des Weiteren wiesen zusätzlich zugefügte 
IM- und PT-Zellen aktive immunsupprimierende Eigenschaften auf 
die Proliferation allogen-stimulierter T-Zellen auf. Diese immun-
modulatorischen Eigenschaften konnten in langzeit-kultivierten 
PT-Zellen nicht mehr nachgewiesen werden. Auch wenn hiPSC-
abgeleitete Nierenzellen ein immunologisches Privileg gegenüber 
T-Zellen besaßen, zeigten sie eine Anfälligkeit gegenüber natürlichen
Killerzellen (NK-Zellen), im autologen sowie auch im allogenen
System.

Erstmalig wurde in der hier beschriebenen Studie die Immunogenität 
von hiPSC-abgeleiteten Nierenzellen untersucht. Es ergaben sich 
neue Einblicke in die Dynamiken der autolog- sowie allogen-
vermittelten T- und NK-Zell-Antworten in Abhängigkeit vom 
Differenzierungsstatus der renal differenzierten hiPSCs. Die 
hier gewonnenen Erkenntnisse stellen translationales Potential 
für die Entwicklung zukünftiger Therapien dar um eine sichere 
Transplantation von hiPSC-abgeleiteten Nierenzellen, selbst im 
allogenen System, zu ermöglichen.
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Abstract
Kidneys are essential for numerous vital processes including fluid 
and electrolytes metabolism, erythropoiesis and maintaining bone 
health. Chronic damage of the kidneys can be caused by various 
disorders like diabetes and hypertension, leading to end stage 
renal disease (ESDR) with the requirement of kidney replacement 
therapies as the only therapeutic option. Though current dialysis 
protocols significantly improved morbidity and mortality rates, 
kidney allograft transplantation is still the only long-term solution. 
Kidneys are nowadays the most frequently transplanted human 
organs, however, the transplant demand is far exceeding the number 
of available donations. 

Human induced pluripotent stem cells (hiPSCs) represent a 
promising alternative approach for the generation of functional 
renal differentiated cells suitable for autologous cell replacement 
therapies (CRT) and tissue engineering. Yet, the immunogenic 
potential of hiPSCs and their progenies are among the major 
concerns. This study aimed to analyze the potential immunogenic 
effects of hiPSC-derived renal cells in autologous and allogeneic 
settings in vitro. Therefor, primary urinary cells from healthy 
individuals were first reprogrammed into hiPSCs, which were 
afterwards differentiated into renal progenitors (intermediate-
mesodermal cells, IMCs) and further into proximal tubular 
cells (PTCs). Immune-phenotypic analysis revealed differential 
expression of major histocompatibility complex (MHC) class I and 
MHC class II along the renal developmental path, thus indicating 
differentiation status dependent immune-maturation. Expression of 
immune-relevant genes in hiPSCs and renal derivatives was overall 
lower compared to primary adult cells derived from urine sediments. 
Co-culture experiments of hiPSC-derived IMCs or PTCs with 
either autologous or allogeneic peripheral blood mononuclear 
cells (PBMCs) of healthy donors revealed no induction of T cell 
proliferation. In a proof-of-concept study for clinical translation, 
T cells of patients with diabetic nephropathy as well showed no 
proliferation after co-culture with allogeneic IMCs or PTCs, even 
though primary urinary cells with the same HLA-types elicited 
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strong allogeneic T cell proliferation. Even more, when added into 
an allogeneic co-culture with HLA-mismatched primary cells IMCs 
and PTCs showed immunomodulatory effects on allogeneic T cell 
proliferation. These immunosuppressive capacities were however 
lost by long-term cultivated PTCs. Although hiPSC-derived renal 
cells were immune-privileged by T cells since they did not induce T 
cell proliferation, this was not the case for autologous as well as for 
allogeneic natural killer cells (NK cells). 

Taken together, this study provided for the first time insights into 
the immunogenic properties of hiPSC-derived renal cells. In vitro 
co-cultivation experiments revealed new hints about the dynamics 
of autologous and allogeneic T- and NK cell responses dependent 
on the differentiation status of hiPSC-derived renal cells. These data 
show translational potential for the development of future CRT 
strategies aiming safe transplantation of hiPSC-derived renal cells 
across HLA barriers.
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1.1 Die Rolle der Niere und Ursachen der erhöhten 
Nachfrage nach Spenderorganen

1.1.1 Aufbau, Funktion und Entwicklung der Niere

Die Niere ist ein paarig angelegtes Organ und befindet sich außerhalb 
des Peritoneums im primären Retroperitonealraum und dient 
hauptsächlich der Homöostase der extrazellulären Flüssigkeiten 
des Körpers. Die Nieren regulieren das Flüssigkeitsvolumen, den 
osmotischen Druck und den Elektrolyt- und Säure-Base-Haushalt. 
Durch die Filtration des Blutes werden wasserlösliche harnpflichtige 
Metabolite wie Harnstoff, Harnsäure und Kreatinin sowie toxische 
Substanzen exkretiert. Zudem produzieren die Nieren die Hormone 
Erythropoetin und Renin. Erythropoetin wird bei Sauerstoffmangel 
ausgeschüttet und induziert die Reifung neuer Erythrozyten. Das 
Hormon Renin kontrolliert den Blutdruck 1, 2, 3.

Das Parenchym der Niere wird unterteilt in die Nierenrinde und das 
Nierenmark Abb.  1A. Die funktionellen Einheiten der Niere werden 
als Nephrone bezeichnetund bestehen aus dem Nierenkörperchen 
und dem daran anschließenden tubulären System Abb.  1B. In einer 
gesunden Niere befinden sich im Durchschnitt 106 Nephrone 4. Im 
glomerulären Teil des Nephrons wird das Blut ultrafiltriert und der 
Primärharn gebildet. Pro Tag werden insgesamt 1.500 Liter Blut in 
den Glomeruli filtriert und ungefähr 170 Liter Primärharn gebildet. 
In dem sich daran anschließenden proximalen Tubulus werden vor 
allem Wasser, Glukose, Elektrolyte, Aminosäuren und Restproteine 
rückresorbiert, wodurch sich das Volumen des Primärharns vorerst 
auf ca. 18-20 Liter reduziert. Durch das Gegenstromprinzip kommt 
es anschließend in der Henle-Schleife zu einer Aufkonzentrierung 
des Harnstoffs und wie auch im distalen Tubulus werden Wasser 
sowie Ionen resorbiert. Im Sammelrohr entsteht nach erneuter 
Wasserresorption der Endharn. Dieser umfasst ein Volumen von 
1,5-2 Litern täglich und wird weiter über das Nierenbecken und 
den Harnleiter in die Harnblase geleitet 1, 2, 3.

Die Entstehung der definitiven Nieren, auch als Metanephrons 
bezeichnet, erfolgt zwischen der 5. und 36. Woche der 

Abb. 1: Aufbau und Funktion 
der humanen Niere. A) Die Niere 
wird in das innere Nierenmark 
und die äußere Nierenrinde 
unterteilt. B) Die funktionellen 
Einheiten der Niere werden 
als Nephrone bezeichnet. Im 
Glomerulus des Nephrons erfolgt 
die Ultrafiltrierung des Blutes. Im 
sich anschließenden tubulären Teil 
werden Wasser und essentielle 
Substanzen wie Aminosäuren, 
Elektrolyte und Glukose 
rückresorbiert. Abbildungen 
modifiziert 5, 6
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Embryonalentwicklung. Die Nieren sind mesodermalen Ursprungs 
und entwickeln sich durch die reziproke Interaktion zwischen der 
Ureterknospe und dem metanephrogenen mesenchymalen Blastem 
(MM Blastem) Abb.  2. Beide embryonalen Anlagen entstammen 
dem intermediären Mesoderm. Die Ureterknospe entwickelt sich 
anschließend zum Ureter und zum Sammelrohr. Aus dem MM 
Blastem gehen nach einer mesenchymalen-epithelialen Transition die 
restlichen Zellen und Kompartimente der Niere hervor 7, 8, 9, 10. Die 
Regenerationsfähigkeit der Niere zu homöostatischen Zwecken und 
nach Verletzungen beschränkt sich nach der Geburt auf intrinsische 
Prozesse, z.B. auf die Expansion proximaler Tubuluszellen oder 
ihrer Dedifferenzierung in renale Vorläuferzellen sowie auf die 
Differenzierung von adulten Nierenstammzellen in tubuläre oder 
endotheliale Zellen 11, 12, 13, 14. Die Neugenerierung bzw. der Ersatz 
von kompletten Nephronen, Nephrogenese, ist postnatal nicht 
mehr möglich 15.

1.1.2 Nierenversagen: globale Ursachen und Auswirkungen

Der demographische Wandel hinsichtlich steigender 
Lebenserwartungen der Bevölkerung und der mit der Urbanisierung 
einhergehenden reduzierten körperlichen Bewegung sowie 
ungesunde Ernährungsweisen erhöhen die Prävalenz zur Entwicklung 
einer chronischen Niereninsuffizienz (eng. chronic kidney disease, 
CKD) 17, 18. Bei der CKD handelt es sich um einen fortschreitenden 
Verlust der Nierenfunktion. Durch die chronischen Beschädigungen 
der Nephrone und der damit einhergehenden fibrotischen Prozesse 

Abb. 2: Embryonale Entwicklung 
der definitiven Niere. Bei der 
Niere handelt es sich um ein Organ 
mesodermalen Ursprungs. Sie 
entsteht durch eine wechselseitige 
Interaktion zweier embryonaler 
Anlagen: der Ureterknospe 
und dem MM Blastem. Über 
verschiedene Entwicklungsstadien 
entsteht aus der Ureterknospe 
das Sammelrohr und der Ureter, 
während das MM Blastem sich zu 
den restlichen Kompartimenten 
der Niere entwickelt. MM 
Blastem (metanephrogenes 
mesenchymales Blastem). 
Abbildung modifiziert 16
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kommt es über Monate oder Jahre zu einer irreversiblen Abnahme 
der exkretorischen sowie inkretorischen Funktionen der Niere 19. 
CKD hat sich mittlerweile zu einem globalen Gesundheitsproblem 
entwickelt. Insbesondere erhöhen assoziierte kardiovaskuläre 
Erkrankungen die Mortalität und Morbidität bei Patienten mit 
diagnostizierter CKD 20, 21. Weltweit sind etwa 10 % der Bevölkerung 
betroffen und jährlich sterben Millionen Patienten aufgrund von 
CKD-assoziierten Komplikationen 22. Ende 2017 waren 3,2 Millionen 
Menschen dialysepflichtig, Inzidenz steigend 20. Ätiologisch gesehen 
sind vor allem Diabetes und Hypertonie Hauptrisikofaktoren der 
CKD. Aber auch die übermäßige Einnahme von Analgetika oder 
Nikotin sowie Adipositas erhöhen die CKD-Prävalenz 23, 24. Je 
nach Schweregrad können fünf verschiedene Stadien der CKD 
unterschieden werden. Die Einteilung erfolgt durch die Abschätzung 
der glomerulären Filtrationsrate (eng. estimated glomerular filtration 
rate, eGFR) basierend auf dem Serumkreatininlevel. Während 
die ersten CKD-Stadien asymptomatisch verlaufen, bezeichnet 
die letzte Stufe das Endstadium und damit den kompletten 
Funktionsverlust der Niere (eng. end-stage renal disease, ESRD) 
und erfordert Nierenersatztherapien wie Dialyse oder eine 
Nierentransplantation 25, 26. Bei der Dialyse handelt es sich um 
eine lebensrettende Maßnahme wodurch die Filterfunktion der 
Niere ersetzt werden kann. Jedoch ist die Lebensqualität der 
Patienten durch die mehrmals wöchentlichen und stundenlangen 
Dialysesitzungen stark eingeschränkt 27. Nierentransplantationen 
sind die effizientere Form der Nierenersatztherapien, sind jedoch 
aufgrund der verminderten Verfügbarkeit von Spendernieren 

Abb. 3: Anzahl der Patienten auf 
der Eurotransplant-Warteliste in 
Erwartung einer Niere im Vergleich 
zu der Anzahl gespendeter Nieren 
zwischen 1969 und 2016. Die 
Anzahl der Patienten mit ESRD 
stieg seit 1985 dramatisch 
an und übersteigt heute bei 
weitem die Anzahl verfügbarer 
Spenderorgane. Die Wartezeit 
auf eine postmortale Spende 
beträgt durchschnittlich 3-4 Jahre. 
Abbildung modifiziert 28
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begrenzt Abb. 3 und können bei Transplantationen zwischen genetisch 
nicht-identischen Individuen zu Abstoßungsreaktionen führen. Die 
zu Grunde liegenden immunologischen Mechanismen werden im 
anschließenden Kapitel diskutiert.

1.1.3 Nierentransplantation und Mechanismen der allogenen 
Transplantatabstoßung

Die Transplantation einer funktionstüchtigen Niere ist die bevorzugte 
Therapiemöglichkeit von Patienten mit einer diagnostizierten ESRD. 
Die erste erfolgreiche Nierentransplantation am Menschen erfolgte 
im Jahr 1954, durchgeführt von Joseph Murrey zwischen eineiigen 
Zwillingen 29. Eine zuvor durchgeführte Kontroll-Transplantation 
von Hautzellen des Zwillingsbruders verlief asymptomatisch 30. 
Die Spenderniere ermöglichte dem Empfänger ein normales Leben 
bevor er schließlich 8 Jahre nach der Nierentransplantation einem 
Myokardinfarkt erlag 31, 32. 1990 wurde Joseph Murrey für seine 
Verdienste auf dem Feld der Transplantationsmedizin mit dem 
Nobelpreis für Physiologie oder Medizin ausgezeichnet.

In immunkompetenten Patienten bewirkt die Transplantation 
eines Organes von einem genetisch identischen Spender oder eine 
Eigentransplantation, auch autologe Transplantation genannt, keine 
immunologische Reaktion, während Transplantate von genetisch 
nicht-identischen Individuen, auch als allogenes Transplantat 
bezeichnet, Abstoßungsreaktionen durch das Immunsystem des 
Empfängers induzieren. Die zu Grunde liegenden Mechanismen 
der immunologischen Fremderkennung im Menschen wurden 
1958 durch Jean Daussat entdeckt, wofür er 1980 mit dem 
Nobelpreis geehrt wurde 33, 34. Bei diesen von ihm sowie zuvor schon 
in der Maus beschriebenen Haupthistokompatibilitätskomplexen 
(eng. major histocompatibility complex, MHC), im humanen System 
auch als humane Leukozytenantigene (eng. human leukocyte antigen, 
HLA) bezeichnet, handelt es sich um Zell-Oberflächenproteine, 
welche eine fundamentale Rolle in der durch T-Zellen vermittelten 
adaptiven Immunantwort einnehmen 35.

Die Gene für die MHC-Moleküle befinden sich, mit Ausnahme des 
Beta2-Microglobulin (b2M)-Gens, auf dem p-Arm des Chromosoms 
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6. Entsprechend ihrer Gewebeverteilung, ihrer Struktur und 
ihrer Funktionen werden die MHC-Komplexe in drei Gruppen 
unterteilt. MHC-Klasse I-Antigene (HLA-A, HLA-B und HLA-C) 
werden konstitutiv auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert und 
bestehen jeweils aus einer schweren polymorphen a-Kette (kodiert 
durch die jeweiligen Gene HLA-A/B/C) und einer leichten 
invarianten b-Kette, dem b2M. Bei HLA-E, HLA-F, HLA-G und 
HLA-H handelt es sich um weitere MHC-Moleküle der Klasse I, 
jedoch zeigen diese eine eingeschränkte Gewebeverteilung sowie 
eine begrenzte Variabilität. Die Expressionen der MHC-Klasse 
II-Moleküle HLA-DR, HLA-DQ und HLA-DP beschränken sich 
auf Antigen-präsentierende Zellen (eng. antigen-presenting cells, 
APCs) wie B-Zellen, Makrophagen, Monozyten und dendritische 
Zellen (eng. dendritic cells, DCs) sowie auf semi-professionelle APCs 
wie Endothelzellen und Epithelzellen, welche nach Stimulation 
durch pro-inflammatorischer Zytokine MHC-Klasse II transient 
exprimieren können 36,  37, 38. Zusätzlich konnte die Expression 
der MHC-Klasse II-Proteine auf aktivierten T-Zellen festgestellt 
werden 39, 40. Die heterodimeren MHC-Klasse II-Komplexe bestehen 
jeweils aus einer polymorphen a-Kette und einer nicht-kovalent 
gebundenen b-Kette. MHC-Klasse III-Proteine umfassen die 
Komponenten C2, C4 und Faktor B des Komplementsystems 41.

Der HLA-Lokus zeigt den höchsten Polymorphismus vom 
ganzen Genom und zählt aktuell über 18 000 verschiedene 
klassische HLA-Allele 44. Abweichende HLA-Allele und Minor-
Histokompatibilitäts-Antigene (eng. minor histocompatibility antigen, 
mHAg) auf Organtransplantaten sowie differente Blutgruppen-
Antigene können durch allo-reaktive T-Zellen und allo-spezifische 
Antikörper des Empfängers erkannt werden. Dies schaltet eine 
Kaskade von Reaktionen ein, welche zu akuten sowie chronischen 
Transplantatdestruktionen führen kann. Die T-Zell-vermittelte 
Erkennung von allogenen Antigenen kann über drei verschiedene 
Mechanismen erfolgen Abb. 4. Bei der direkten allogenen-Erkennung 
detektieren allo-spezifische T-Zellen des Empfängers fremde intakte 
Peptid:MHC-Komplexe auf der Oberfläche von Spender-APCs. 
Diese Spender-APCs werden als Teil der sogenannten Passagier-
Leukozyten mittransplantiert. Die Anzahl der Spender-APCs nimmt 
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in der Posttransplant-Phase kontinuierlich ab. Aufgrund dessen spielt 
die direkte allogene Antigenerkennung besonders bei der akuten 
Abstoßungsphase eine entscheidende Rolle 45, 46. Der indirekte Weg 
übernimmt eine dominierende Rolle während der chronischen 
Abstoßungsphase und wird durch die prozessierten allogenen 
Antigene (u.a. allogene MHC- und mHAg-Peptide) hervorgerufen, 
welche im eigenen MHC-Kontext präsentiert werden. Bei dem 
semi-direkten Weg kommt es zu einer Übertragung von intakten 
Spender-MHC-Molekülen auf der Oberfläche von Empfänger-
APCs, wodurch die direkte Antigenpräsentation auch noch nach 
Elimination der Passagier-APCs aufrecht erhalten bleiben kann 47.

Nach Abschluss ihrer Entwicklung verlassen die sogenannten naiven 
T-Zellen den Thymus und zirkulieren anschließend zwischen den 
Blutbahnen und den sekundären lymphatischen Organen bis sie 
auf ihr TCR-spezifisches Antigen treffen. Für eine erfolgreiche 
Aktivierung bei einer Primärinfektion benötigen naive T-Zellen 3 
verschiedene Signale. Das initiale Signal, Signal 1, erfolgt durch die 
spezifische Bindung des TCRs an einen Peptid:MHC-Komplex. 
Weiterhin wird ein 2. kostimulatorisches Signal benötigt, wie zum 
Beispiel die Stimulation des Rezeptors CD28 auf T-Zellen durch 
CD80 oder CD86 von APC. Fehlt der Kostimulus, führt dies 
zu einem inaktiven, anergischen Zustand der T-Zelle. Weitere 
Zytokine (Signal 3), wie Interleukin (IL)-1 und IL-12, sind für die 
Entwicklung einer starken Effektor-Funktion und der Entstehung 
von protektiven Gedächtnis-T-Zellen notwendig. Im Laufe der 
Immunantwort entstehen aus naiven T-Zellen Effektor- und 
später Gedächtnis-Zellen mit gleicher Antigen-Spezifität. Bei 

Abb. 4: Mechanismen der 
zellulären Fremderkennung. A) 
Empfänger-T-Zellen erkennen 
über den direkten Weg intakte 
allogene MHC-Moleküle auf 
Spender-APCs. B) Bei der 
indirekten Fremderkennung 
werden prozessierte Spender-
Antigene durch Empfänger-APCs 
präsentiert. C) Die semi-direkte 
Fremderkennung zeichnet sich 
durch eine Übertragung intakter 
Spender-MHC-Moleküle auf die 
Oberfläche von Empfänger-APCs 
aus. APCs (antigen-presenting cells)

APC

MHC TCR

T-Zelle

Peptid

Spender

Empfänger

Direkter Weg Indirekter Weg Semidirekter WegA B C
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einer erneuten Infektion mit dem gleichen Antigen können die 
verschiedenen Subtypen der Gedächtnis-T-Zellen innerhalb weniger 
Stunden reaktiviert werden, was zu einer schnellen und effizienten 
Elimination der Pathogene führt. Im Vergleich zu naiven T-Zellen 
benötigen Gedächtnis-T-Zellen kein kostimulatorisches Signal und 
führen direkte Effektor-Funktionen aus 48. Naive T-Zellen, sowie 
auch T-Gedächtnis-Stammzellen (eng. memory stem T cells, TSCM) 
können über die Ko-Detektion der Oberflächenproteine CD45RA 
und CC-chemokine receptor 7 (CCR7) identifiziert werden. Andere 
Subpopulationen der Gedächtnis-T-Zellen hingegen zeigen 
unterschiedliche CD45RA- und CCR7-Expressionen (z.B. zentrale 
Gedächtnis-T-Zellen mit CD45RA-CCR7+, Effektor-Gedächtnis-
T-Zellen mit CD45RA-CCR7- oder terminal differenzierte 
Effektor-Gedächtnis-T-Zellen mit CD45RA+CCR7--Oberflächen-
Expression).

Während das immunologische Gedächtnis einen wichtigen 
Bestandteil des adaptiven Immunsystems darstellt, zeigte 
sich jedoch auch, dass insbesondere Gedächtnis-T-Zellen bei 
Transplantatabstoßungen eine wichtige Rolle spielen 49. Zur 
Präformation von allo-reaktiven Gedächtnis-T-Zellen tragen 
insbesondere vorhergehende Fremdblutspenden, Schwangerschaften  
sowie Organtransplantationen bei 50. Zusätzlich fördern anhaltende 
Therapiemaßnahmen, wie zum Beispiel die Dialyse bei ESRD-
Patienten, die Aktivierung, Expansion und Differenzierung naiver 
allo-reaktiver T-Zellen 51, 52. Jedoch zeigen auch gesunde Individuen 
ohne offensichtliche vorherige allogen-Sensibiliserung eine 
Präformation allo-reaktiver Gedächtnis-T-Zellen 53. Die Existenz 
dieser allogenen Gedächtnis-T-Zellen in nicht-sensibilisierten 
Individuen lässt sich unter anderem auf die heterologe 
Immunität zurückführen: Pathogen-spezifische T-Zellen weisen 
Kreuzreaktivitäten zu Epitopen von anderen verwandten oder auch 
unverwandten Mikroorganismen im Rahmen der molekularen 
Mimikry auf 54, 55, 59. Der evolutive Vorteil der heterologen Immunität 
liegt in der Erweiterung des immunologischen Spektrums der 
Gedächtnis-T-Zellen. Dies führt jedoch auch zu einer Erkennung 
von allo- sowie auto-Antigenen und erhöht das Risiko von 
Transplantatabstoßungen sowie Autoimmunität. Während nach der 
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Geburt alle peripheren T-Zellen einen naiven Phänotyp aufweisen, 
kommt es mit dem Alter aufgrund verschiedener Antigen-
Expositionen zu einer Akkumulation von Gedächtnis-T-Zellen 57. 
Die präformierten allogenen Gedächtnis-T-Zellen erschweren eine 
erfolgreiche Organtransplantation, da sie im Vergleich zu naiven 
T-Zellen Resistenzen gegenüber bestimmte Immunsuppressiva 
zeigen und nur auf Calcineurin-Inhibitoren sensitiv reagieren 58.

Die Frequenz allo-Antigen-spezifischer T-Zellen im peripheren Blut 
gesunder Indivuduen beträgt zwischen 1 und 10 % aller T-Zellen 
und übersteigt damit die Anzahl von konventionellen Antigen-
spezifischen T-Zellen um das 100 – 1000 fache 59, 60. Diese hohe 
Frequenz allo-spezifischer T-Zellen erklärt sich aus der Summe der 
T-Zellen welche gegen allogene MHC-Moleküle mit ihren einzelnen 
Peptide und mHAgs reaktiv sind sowie durch kreuzreaktive  
TCRs 61, 62. 

Eine weitgehende Übereinstimmung der HLA-Allele zwischen 
Spender und Empfänger hilft die Abstoßungsreaktionen nach 
einer Transplantation gering zu halten. Nachweislich erhöht eine 
Abweichung der HLA-DR-Allele die Abstoßungswahrscheinlichkeit 
innerhalb der ersten 6 Monate nach Transplantation. Eine 
Übereinstimmung von HLA-A- und HLA-B-Allelen fördert vor 
allem die Langzeitakzeptanz des Transplantates 63. Mittels bestimmter 
Techniken, wie der Durchflusszytometrie und dem Interferon 
gamma (IFNγ)–enzyme linked immuno spot assay (ELISpot), 
können heutzutage Patienten im Vorfeld einer Transplantation 
auf präformierte allogen-spezifische Gedächtnis-T-Zellen getestet 
werden 64. Zusätzlich ermöglichen regelmäßige Kontrollen 
Aufschluss über die Dynamik allo-reaktiver T-Zellen, wodurch die 
Immunsuppressionstherapie „maßgeschneidert“ bemessen werden 
kann 65, 66, 67. 

Innerhalb der letzten 30 Jahre erhöhten sich die Prognosen 
der Kurzzeitakzeptanz (1 Jahr) von Nierentransplantaten von 
durchschnittlich 50 % auf 90 % bei postmortalen - und auf  
95 % bei Lebendspenden 68, 69. Die langfristige Akzeptanz scheitert 
jedoch in 50 % - 60 % der Fälle trotz Zugabe immunsuppressiver 
Substanzen 70, 71. Zusätzlich erhöhen immunsuppressive Therapien 
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die Prävalenz von opportunistischen Erreger-Erkrankungen und/
oder Tumoren.

1.1.4 Strategien für Nierenersatztherapien

Die regenerative Medizin beschäftigt sich mit der Entwicklung 
von alternativen Strategien zur Förderung der endogenen und 
exogenen Nierenregeneration sowie von Nierenersatztherapien. 
Dazu zählen die Rekrutierung von Zellen aus dem Knochenmark 72, 
die Applikation von mesenchymalen Stammzellen 73 sowie die in 
vivo Stimulation von adulten Nierenstammzellen. Aufgrund der 
architektonischen Komplexität und der hohen Zellheterogenität der 
Niere (über 20 verschiedene Zelltypen) gestalten sich die in vitro 
Nephrogenese sowie Nachkonstruktion von funktionstüchtigen 
Nieren als besonders kompliziert. Verschiedene Arbeiten beschäftigen 
sich mit der Herstellung von biokompatiblen Nierengerüsten. Diese 
entstammen entweder dezellularisierten Nieren tierischen Ursprungs 
oder können mit Hilfe eines 3D-Bioprinters unter der Verwendung 
von extrazellulären Matrixproteinen (eng. extracellular matrix, 
ECM) hergestellt werden. Im Anschluss können diese Nierengerüste 
mit renalen Zellen (wieder)besiedelt werden 74, 75, 76, 77. Humane 
pluripotente Stammzellen wie embryonale Stammzellen (eng. 
human embryonic stem cells, hESCs) und induzierte pluripotente 
Stammzellen (eng. human induced pluripotent stem cells, hiPSCs) 
bieten hierbei eine unerschöpfliche Quelle für funktionelle renale 
Zellen.
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1.2 Die Verwendung pluripotenter Stammzellen für 
regenerative Therapien

1.2.1 Entdeckungen auf dem Gebiet der Stammzellforschung

Die Entwicklung der iPSC-Technologie im Jahre 2006 stellte einen 
Durchbruch in der personalisierten regenerativen Medizin dar. 
Voraussetzung dieser Entdeckung waren wichtige Grunderkenntnisse 
auf dem Gebiet der Stammzellen Abb. 5. Die Idee des somatischen 
Zellkerntransfers (eng. somatic cell nuclear transfer, SCNT) entstand 
bereits Ende des 19. Jahrhunderts durch Yves Delage. Das erste 
Mal erfolgreich durchgeführt wurde dieser Versuch 1962 durch Sir 
John Gurdon am Beispiel des Krallenfrosches Xenopus laevis 78. Der 
Zellkern von unbefruchteten Oozyten wurde dafür entnommen und 
durch den Zellkern von ausdifferenzierten Darmzellen ersetzt. Aus 
einigen dieser Eizellen gingen anschließend Kaulquappen hervor, 
welche sich zu fertilen adulten Tieren entwickelten. Dieser Versuch 
bewies, dass der Zellkern einer somatischen Zelle das gesamte Erbgut 
eines vollständigen Organismus enthält. Besonders entscheidend für 
den weiteren Gedankengang, welcher schließlich zur Entwicklung 
der iPSC-Technologie führte, war die Erkenntnis, dass der Zellkern 
einer ausdifferenzierten somatischen Zelle in ein pluripotentes 
Stadium zurückversetzt werden kann. Im Jahre 1997 gelang der 
SCNT Keith Campbell und Ian Wilmut im Säugetiermodell: Das 
Schaf Dolly wurde geboren 79. Zwei weitere Meilensteine in der 
Geschichte der Stammzellforschung waren die Isolation und in vitro 
Kultivierung von murinen ESCs (eng. murine embryonic stem cells, 
mESCs) im Jahre 1981 und von hESCs 1998 80,  81. 2013 gelang 
erstmals der SCNT mit humanen Zellen. Diese klonierten hESCs 
konnten anschließend in vitro kultiviert und positiv auf verschiedene 
pluripotente Merkmale getestet werden 82. 2018 wurden erstmals 
mittels SCNT zwei Primaten der Gattung Macaca fascicularis 
geklont 83.

Seit der Möglichkeit hESCs in vitro kultivieren zu können stellen 
sie aufgrund ihrer Eigenschaften ein wichtiges Hilfsmittel für 
klinische Forschungen mit therapeutischem Potential dar. hESCs 
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sind klonogen und hochproliferativ und stellen damit, einmal 
generiert bzw. isoliert, eine unbegrenzte Quelle an therapeutisch-
nutzbaren Zellen dar. Das Differenzierungspotential der hESCs 
erstreckt sich über alle Zelltypen der drei Keimblätter. Innerhalb 
der letzten beiden Jahrzehnte wurden effiziente Protokolle für die 
Differenzierung von hESCs in verschiedene therapeutisch-relevante 
Zelltypen entwickelt, wie zum Beispiel in endodermale Leber- 87, 88 
oder insulin-produzierende Beta-Zellen 89, 90, Zellen mesodermalen 
Ursprungs wie Kardiomyozyten 91, 92 und hämatopoetische 
Zellen 93 sowie Endothelzellen 94. Auch die Generierung von 
ektodermalen Zellen aus hESCs, wie Motorneuronen 95 oder 
retinalen Pigmentepithelzellen 96, sind beschrieben worden. 
Diese differenzierten Zellen ermöglichen das Studieren der 
Embryonalentwicklung sowie die eingehende Erforschung von 
Zelltypen, deren Verfügbarkeit in vitro stark begrenzt ist, wie 
Neurone oder Kardiomyozyten. Außerdem können diese Zellen 
genutzt werden, um die Effekte von Arzneimitteln oder neuartigen 
Medikamenten in vitro untersuchen zu können. Zusätzlich können 
die differenzierten Zellen bei Gewebsschädigungen für zelluläre 
Therapieansätze oder für die Generierung von Gewebeverbänden 
bis zu kompletten Organen verwendet werden.

SCNT in
Krallenfröschen78

In vitro Etablierung
von murinen ESCs80

In vitro Etablierung
von humanen ESCs81

Generierung von
humanen iPSCs85, 86

SCNT in humanen
Zellen82

SCNT in Schafen,
Erschaffung von Dolly79

Generierung von
murinen iPSCs84

Nobelpreis für Medizin oder Physiologie
an J. Gurdon und S. Yamanaka

SCNT in
Primaten83

1962 1981 1997 1998 2006 2007 2012 2013 2018

Abb. 5: Historischer Überblick über die Entdeckungen auf dem Gebiet der Stammzellforschung. Besonders zwei Entdeckungen 
ebneten den Weg zur Entwicklung der iPSC-Technologie. Der somatische Zellkerntransfer (SCNT) bewies die Existenz des 
gesamten genetischen Erbgutes in jeder somatischen Zelle und beschrieb eine Möglichkeit, den Differenzierungsstatus des 
Zellkernes aufzuheben und die Zelle somit zurück in ein pluripotentes Stadium zu reprogrammieren. Die zweite Entdeckung 
beschrieb die Möglichkeit, murine und human embryonale Stammzellen in vitro zu kultivieren. Die Entwicklung des SCNT 
durch John Gurdon und der iPSC-Technologie durch Shinya Yamanaka wurden 2012 mit dem Nobelpreis für Medizin oder 
Physiologie ausgezeichnet. ESCs (embryonic stem cells), iPSCs (induced pluripotent stem cells), SCNT (somatic cell nuclear 
transfer)
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Verschiedene klinische Studien verwenden hESC- 
abgeleitete Zellen unter anderem für die Behandlung von 
Rückenmarksverletzungen, Diabetes mellitus Typ 1, Herzinsuffizienz 
und bei Makuladegenerationen 97. Auch wenn die Vorteile bei der 
Verwendung von hESCs für klinische Therapien offensichtlich sind, 
wird ihre Nutzung stark diskutiert. Abgesehen von den ethischen 
Bedenken bei der Verwendung von hESCs handelt es sich bei 
jenen Zellen um körperfremde und somit um allogene Zellen, 
welche nach Transplantation eine kontinuierliche Einnahme von 
Immunsuppressiva des Patienten vorraussetzen.

1.2.2 Induzierte pluripotente Stammzellen – Eine neue Ära der 
personalisierten Medizin

Erst beim zweiten Anlauf verstand Shinya Yamanaka, was ihm 
sein Postdoktorand Kazutoshi Takahashi 2006 zu sagen versuchte: 
„Wir haben Kolonien.“, war der erlösende Satz nach 5 Jahren 
intensiver Forschungsarbeit 98. Zwei Wochen zuvor transfizierte 
Kazutoshi Takahashi murine Hautfibroblasten mit Stammzell-
relevanten Genen. Das Ergebnis waren die von ihm erwähnten 
Kolonien Abb. 6B: Zellen, die sich morphologisch eindeutig von 
den primordialen Fibroblasten unterschieden und ESC-ähnliche 
Kolonien ausbildeten 84. Bei den sogenannten iPSCs handelt es sich 
um reprogrammierte somatische Zellen, welche die Charakteristika 
von ESCs besitzen: Die Zellen sind hochproliferativ und können 
sich in jeden Zelltyp der drei Keimblätter differenzieren. Im Jahre 
2007 publizierten fast zeitgleich zwei Gruppen die Transferierbarkeit 
des Reprogrammierens auf das humane System. Die Arbeitsgruppen 
um Shinya   Yamanaka 85 und James Thomson 86 reprogrammierten 
jeweils humane Fibroblasten unter der Verwendung von 4 
Transkriptionsfaktoren in hiPSCs. Die von den Gruppen 
verwendeten Faktoren und Transfektionssysteme unterschieden sich 

Abb. 6: Morphologie von 
human und murinen iPSCs. 
Die Arbeitsgruppe um Shinya 
Yamanaka entwickelte ein Protokoll 
für die Reprogrammierung von A) 
MEFs in B) murine iPSCs und C) 
HDFs in D) humane iPSCs. Dafür 
transfizierten sie die somatischen 
Zellen retroviral mit Stammzell-
relevanten Transkriptionsfaktoren. 
HDF (human dermal fibroblasts); 
iPSCs (induced pluripotent stem 
cells); MEFS (mouse embryonic 
fibroblasts), Abbildungen 
modifiziert 84, 85

MEFs HDFsHDFs hiPSCshiPSCsmiPSCs

A CC DDB



15

Einleitung

dabei leicht. Die Arbeitsgruppe von Shinya Yamanaka verwendete 
Retroviren für die Transfektion der humanen Hautfibroblasten mit 
den Transkriptionsfaktoren Octamer-binding transcription factor 3/4  
(OCT3/4), Sex determining region Y – box 2 (SOX2), Kruppel-like 
factor 4 (KLF4) und c-MYC Abb. 6 C & D. John Thomsons Gruppe 
reprogrammierte lentiviral fetale Lungenfibroblasten mittels der 
Faktoren OCT4, SOX2, Nanog homeobox (NANOG) und Lin-28 
homolog A (LIN28A). Die Entwicklung der iPSC-Technologie 
stellte einen Durchbruch für personalisierte Therapien dar mit 
der Möglichkeit, unabhängig vom Alter 99, Patienten-spezifische 
Stammzellen zu generieren.

Verschiedene somatische Ausgangszellen konnten bis heute 
erfolgreich in hiPSCs reprogrammiert werden, zum Beispiel 
primäre Urinzellen 100, Keratinozyten 101 oder mononukleäre Zellen 
des peripheren Blutes 102. Patienten-spezifische hiPSC-Linien 
ermöglichen theoretisch autologe zelluläre Therapien ohne Zugabe 
von immunsuppressiven Substanzen Abb. 7. Abgesehen davon ist 
die Nutzung von hiPSCs im Vergleich zur Nutzung von hESCs 
ethisch nicht bedenklich. Um die Reprogrammierungsprozedur 
für zukünftige klinische Anwendungen der hiPSCs sicherer zu 
machen, mussten Alternativen für die ursprüngliche lentivirale 
Transfektion gefunden werden, da es bei dieser Methode zu einer 
ungerichteten Integration der exogenen Transkriptionsfaktorengene 
in das Wirtsgenom kommt. Mittlerweile wurden verschiedene nicht-

Patient

Biopsie

Transplantation
Applikation

des Kandidaten-
Medikaments

Primäre Zellen
OCT4

KLF4

SOX2
c-MYC

Differenzierung

Anreicherung
der Testzellen

In vitro Analyse und Screening
für potentielle Arzneimittel

Genkorrektur, Erstellung
isogener hiPSC-Linien

iPSCs

Selbsterneuerung

Reprogrammierung

Abb. 7: hiPSCs ermöglichen 
Patienten-spezifische Therapien. 
Für die Generierung von hiPSCs 
werden zunächst somatische 
Zellen des Patienten benötigt. 
Diese werden anschließend 
mittels der Überexpression 
von exogenen Stammzell-
relevanten Transkriptionsfaktoren 
in hiPSCs reprogrammiert. 
Mutationen im Genom können 
durch verschiedene Genom-
Editierungsstrategien korrigiert 
werden. Diese korrigierten hiPSC-
Linien können daraufhin als isogene 
Kontrollen für die Modellierung 
von Krankheitsbildern verwendet 
werden. Die differenzierten 
Derivate der hiPSC- bzw. der 
korrigierten hiPSC-Linien 
ermöglichen außerdem autologe 
Zelltherapien und können 
zudem für Medikamententests 
verwendet werden. hiPSCs 
(human induced pluripotent stem 
cells), KLF4 (Kruppel-like factor 
4); OCT3/4 (Octamer-binding 
transcription factor 3/4); SOX2 
(Sex determining region Y – box 2). 
Abbildung modifiziert 103 



16

Einleitung

integrative Methoden für die Reprogrammierung etabliert Abb. 8. Auch 
die Zusammensetzung der verwendeten Transkriptionsfaktoren 
ist variabel. Bei den Genen KLF4 und c-MYC handelt es sich 
um Onkogene, welche jeweils durch die Faktoren NANOG und 
Lin28 ersetzt werden können 86. Es wurde zudem gezeigt, dass die 
Verwendung von c-MYC für eine erfolgreiche Reprogrammierung 
entbehrlich ist, jedoch setzt dies die Reprogrammierungseffizienz 
stark herunter 104. Durch die Verwendung von microRNAs 105,  106 
oder epigenetischen Modifikationskomponenten zusätzlich zu 
den Reprogrammierungsfaktoren kann die Effizienz wieder 
erhöht werden. Die Zugabe von Valproinsäure, einem Histon-
Deacetylasehemmer, ermöglicht zum Beispiel eine effiziente 
Reprogrammierung allein mit den Faktoren OCT4 und SOX2 107.

Besonders die in vitro Modellierung von Krankheitsmodellen 
wurde durch die iPSC-Technologie revolutioniert: reprogrammierte 
somatische Zellen von Patienten mit genetischen oder sporadischen 
Erkrankungen können in den betroffenen erkrankten Zelltypen 
differenziert werden und anschließend pathologische Mechanismen, 
sowie die Effekte von verschiedenen Medikamenten, untersucht 
werden. Verschiedene neurologische, kardiologische und 
hämatologische Erkrankungen wurden auf diesem Weg u.a. schon 
untersucht. Dabei können individuelle Medikamenten-Screens 
durchgeführt sowie generelle zytotoxische Effekte von Arzneien 
untersucht werden.

Abb. 8: Methoden zur 
Reprogrammierung von primären 
Zellen zu iPSCs. Abbildung 
modifiziert 107 
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Komplexere 3D-Strukturen, so genannte Organoide, wurden von 
verschiedenen Organen generiert. Diese ermöglichen physiologische 
Studien unter der Einbeziehung von Zell-Zell-Interaktionen in 
3D-Gewebsverbänden. Unter anderem wurden zerebrale Organoide 
generiert, welche für die Untersuchung der durch Zika-Viren 
ausgelösten Mikrozephalie verwendet werden konnten 109, 110, 111. 
Alternativ zu Tierexperiementen könnten generierte hepatozytische 
und renale Organoide zukünftig für zytotoxische Medikamententests 
genutzt werden 112, 113.

Die neuen Methoden der Genom-Editierung (ZFN, TALENS, 
CRISPR-Cas9) ermöglichen zudem die Korrektur von Mutationen 
im hiPSC-Genom. Die differenzierten Derivate der korrigierten 
hiPSC-Linien können anschließend für Zelltherapien oder aber 
als isogene Kontrollen genutzt werden. In einer Studie konnten 
humanisierte sichelzellanämische Mäuse mittels kombinierter iPSC-
Genom-Editierung-Technologie erfolgreich behandelt werden 114. 
In einer weiteren Studie konnte der Zustand von an Parkinson-
erkrankten Ratten durch die Transplantation von miPSCs-
abgeleiteten dopaminergen Neuronen verbessert werden 115.

Bis heute wurden autologe hiPSCs nur für eine klinische Studie 
und nur an einem Patienten angewendet. Autolog-differenzierte 
retinale Pigmentzellen wurden für die Behandlung einer 
altersbedingten Makuladegeneration erfolgreich und ohne Zugabe 
von Immunsuppressiva transplantiert 116. Die Behandlung des 
zweiten Patienten musste aufgrund von DNA-Aberrationen in der 
entsprechenden autologen hiPSC-Linie abgebrochen werden. In 
einer weiteren Studie wurden allogene hiPSC-differenzierte retinale 
Pigmentzellen verwendet 117. Langzeitergebnisse dieser Studien 
stehen jedoch noch aus.

Zusammengefasst revolutionierte die Entwicklung der iPSCs die 
personalisierte Stammzellforschung. Zusammen mit der CRISPR-
Cas9- und 3D-Technologie schreiten die Therapieentwicklungen 
unaufhörlich voran. Dennoch gibt es einige Sicherheitsbedenken 
bei der klinischen Translation von hiPSCs: Die hiPSC-abgeleiteten 
Derivat-Transplantate müssen für zukünftige Zelltherapien frei von 
jeglichen undifferenzierten hiPSCs sein, da jene sonst in vivo zur 
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Entwicklung von Teratomen führen können. Auch das karzinogene 
Potential der differenzierten Derivate muss vor der Transplantation 
untersucht werden. Es stellte sich zudem überraschenderweise 
heraus, dass selbst autologe iPSCs eine Abstoßungsreaktion 
hervorrufen können 118. Daher muss zusätzlich die Akzeptanz 
des hiPSC-Transplantats durch das Immunsystem des Wirtes im 
Vorhinein überprüft werden.  

1.2.3 Immunogenität von hiPSCs und hiPSC-abgeleiteten Derivaten

Die iPSC-Technologie ermöglicht die Verwendung von Patienten-
spezifischen Zellen für zelluläre Therapien. Da es sich dabei um 
autologe Zellen handelt, wäre die Behandlung aufgrund der 
Selbsttoleranz theoretisch ohne Immunsuppressiva möglich. Es zeigte 
sich jedoch erstmals im Mausmodell im Jahre 2011, dass isogen-
transplantierte miPSCs durchaus eine Immunreaktion induzieren, 
welche anschließend zu einer Abstoßung des iPSC-Transplantes 
führen kann. In der Arbeit von Zhao et al. 118 konnte gezeigt werden, 
dass die entstehenden Teratome größtenteils mit T-Zellen infiltriert 
waren, was für eine zellulär-vermittelte Abstoßung der miPSC-
Transplantate spricht.

Der Grad der Abstoßung und der T-Zell-Infiltration hing 
u.a. von der verwendeten Reprogrammierungsmethode ab: 
retoviral-reprogrammierte miPSCs zeigten eine wesentlich 
höhere Abstoßungsrate als episomal-reprogrammierte miPSCs. 
Im Vergleich dazu zeigten transplantierte mESCs in genetisch 
identischen Mäusen keine Abstoßungsreaktionen. Parallel konnte 
zudem nachgewiesen werden, dass u.a. die ektopische Expression 
der Gene Hormad1 (HORMA domain containing 1) und Zg16 
(Zymogen granule protein 16) in den miPSCs eine Aktivierung 
und IFNg-Sekretion von T-Zellen induzierten. Die zum Vergleich 
untersuchten mESCs exprimierten die Gene Hormad1 und Zg16 
nicht. In einer weiteren Studie konnte mittels humanisierter 
Mäuse eine direkte Korrelation zwischen der Expression des 
humanen Gens ZG16 mit einer einhergehenden Erhöhung der 
Immunogenität der differenzierten hiPSCs nachgewiesen werden 119. 
iPSCs exprimieren zusätzlich die Liganden CD112 und CD155, 
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welche zur Stimulation des aktivierenden Rezeptors DNAM-1 
(Dnax accessory molecule-1) auf NK-Zellen führen kann. Dies 
kann eine CD107a-vermittelte Lyse der iPSCs durch autologe und 
allogene NK-Zellen zur Folge  haben 120. Für zukünftige klinische 
Applikationen würde die Verwendung von undifferenzierten iPSCs 
aufgrund ihrer proliferativen Eigenschaften und der ungerichteten 
in vivo Differenzierung, welche zur Ausbildung von Teratomen 
führt, ohnehin nicht in Frage kommen.

Zur Immunogenität von differenzierten autologen iPSCs gibt es 
bisher widersprüchliche Angaben. Araki et al. 121 konnten keinen 
bedeutenden Unterschied in der Immunogenität von mESC- und 
miPSC-abgeleiteten Haut- und Knochenmarkszellen feststellen. 
Beide Zelltypen wurden in diesem Versuch in vivo generiert und 
zeigten Immunakzeptanz nach der Transplantation in isogene 
Mäusen. In vitro differenzierte Kardiomyozyten jedoch zeigten eine 
sehr starke T-Zellinfiltration nach syngener Zelltransplantation. 
Auch miPSC-abgeleitete isogene Endothelzellen sind intrinsisch 
immunogen, supprimieren eine Rejektion jedoch durch die 
Sekretion einer artifiziell hohen Konzentration an IL-10 122. Im 
Gegensatz dazu konnten Guha et al. keine Immunreaktion nach der 
jeweiligen Transplantation von miPSC-abgeleiteten Hepatozyten, 
Endothelzellen und neuronalen Zellen in isogenen Mäuse 
nachweisen 123. In einer weiteren Studie konnte die Akzeptanz 
von autologen iPSC-abgeleiteten Neuronen verifiziert werden 124. 
Die dopaminergen Neurone wurden in diesem Versuch direkt in 
das Putamen von Javaneraffen Macaca fascicularis transplantiert. 
3 - 4 Monate nach der Zellinjektion induzierten autologe Neurone, 
abgeleitet von retroviral-reprogrammierten iPSCs, eine geringe 
Leukozyteninfiltration. Die autologen neuronalen Transplante 
differenziert aus episomal-reprogrammierten iPSCs riefen im 
Vergleich dazu keine Immunantwort hervor. Selbst im allogenen 
Modell waren, trotz nachweisbarer Leukozyten und ohne Zugabe 
von Immunsuppressiva, iPSC-abgeleitete Neurone im Gehirn auch 
noch Monate nach der Transplantation nachweisbar.  Die Diskrepanz 
der erhaltenen Ergebnisse beruht vor allem auf der Verwendung von 
unterschiedlichen Transplantationsstellen in den einzelnen Studien. 
Araki et al. 124 und Zhao et al. 118 transplantierten in ihren Versuchen 
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die iPSCs und die differenzierten iPSCs subkutan, was zu einer 
indirekten Fremderkennung durch die Langerhans-Zellen führte. 
Guha et al. 123 injizierten ihre Testzellen unter die Nierenkapsel. Die 
dort ansässigen DCs weisen im Vergleich zu den Langerhans-Zellen 
der Haut einen unreifen Phänotyp mit tolerogenem Potential  auf 125. 
Eine weitere Studie bewies, dass das vermeintliche Ergebnis der 
Immunakzeptanz bei einer Transplantation von iPSCs und iPSC-
abgeleiteten Zellen unter die renale Kapsel vor allem auf das Fehlen 
von funktionellen APCs zurückzuführen war. Eine Koapplikation 
von iPSCs mit ausgereiften isogenen DCs unter die Nierenkapsel 
führte zu einer starken Abstoßungsreaktion der iPSCs 126.

Um sichere und erfolgreiche Zelltransplantationen von autologen 
iPSC-Derivaten zukünftig durchführen zu können, müssen die 
Mechanismen der T-Zell-vermittelten Rejektion in den vorher 
beschrieben Beispielen untersucht werden. Verschiedene Faktoren 
beeinflussen die Immunogenität von autologen und allogenen 
iPSCs bzw- von iPSC-Derivaten Abb. 9. Besonders die Immaturität 
von differenzierten iPSCs spielt bei der Transplantation eine 
Rolle. Undifferenzierte iPSCs weisen generell eine geringe MHC-
Klasse I-Expression im Vergleich zu adulten somatischen Zellen 
auf. Eine Transplantation von unreifen MHC-Klasse I–niedrig 
exprimierenden iPSC-Derivaten würde zu einer Aktivierung und 
anschließenden Lyse durch NK-Zellen führen. Zusätzlich können 
Expressionsrückstände von embryonalen sowie fetalen Genen 
zu einer Aktivierung von autoreaktiven T-Zellen führen 127. Eine 
weitere entscheidende Rolle bei der Entstehung der Immunogenität 
von iPSCs sowie der differenzierten Derivate kommt den 
transkriptionellen, genetischen und epigenetischen Aberrationen 
zu. Die Reprogrammierungsprozedur kann nachweislich genetische 

Immaturität Genetische und
epigenetische
Aberrationen

Heterologe
Proteinexposition

Exogene
Genkorrektur

• Expression von
embryonalen und
fetalen Proteinen
• Niedrige MHC
Klasse I Expression

• Unvollständige
Reprogrammierung
• Integrative
Reprogrammierung
• Langzeit-Kultivierung
• Differenzierung

• Xenogene Proteine
• Artifizielle
unphysiologische
Moleküle

• Aktivierung von
auto-reaktiven T-Zellen

Abb. 9: Ursachen für die 
immunogenen Eigenschaften von 
hiPSCs. 1. Immaturität: Unreife 
hiPSCs zeichnen sich durch die 
Expression embryonaler und fetaler 
Gene sowie durch ein niedriges 
MHC-Klasse I-Niveau aus. 2. 
Genetische und epigenetische 
Aberrationen: Diese können durch 
unvollständige oder integrative 
Reprogrammierungen sowie durch 
die artifizielle in vitro Kultivierung 
hervorgerufen werden. 3. 
Heterologe Proteinexposition: 
Xenogene sowie unphysiologische 
Moleküle können von den 
hiPSCs während der Kultivierung 
aufgenommen und anschließend 
entsprechende Proteinfragmente 
auf der Zelloberfläche exponiert 
werden. 4. Exogene Genkorrektur: 
Die Korrektur von fehlenden oder 
dysfunktionalen Genen könnte 
durch fehlender thymischer 
Toleranzmechanismen zu 
Aktivierungen auto-reaktiver 
T-Zellen führen.



21

Einleitung

Punktmutationen in kodierenden Regionen induzieren 128,  129. 
Besonders integrative Reprogrammierungsmethoden erhöhen die 
Wahrscheinlichkeit einer Rejektion von autologen iPSCs 118, 123, 124. 
Zusätzlich können auch die artifizielle in vitro Kultivierung und 
die anschließende Differenzierung der iPSCs zu einer genetischen 
Instabilität führen, was zu chromosomalen Kopienzahlvariationen 
(eng. copy number variation, CNV) und chromosomalen 
Aberrationen führen kann 107, 130. Auch xenogene sowie physiologisch 
artifizielle Zusätze in den verwendeten Kultivierungs- und 
Differenzierungsmedien erhöhen die Wahrscheinlichkeit einer 
Abstoßungsreaktion 131, 132. Eine unvollständige Reprogrammierung 
und das epigentische Gedächtnis des primordialen Zelltypes können 
außerdem die Differenzierungseffizienz der iPSCs beeinträchtigen 133, 

134. Eine weitere Hürde würde bei der Transplantation von genetisch 
korrigierten iPSC-Derivaten entstehen. Da die betreffenden 
translatierten Proteine neuartige Sequenzen aufweisen würden, 
könnten jene durch auto-reaktive T-Zellen erkannt und abgestoßen 
werden da die Mechanismen der zentralen Toleranz in diesem Fall 
nicht greifen könnten. Dafür wäre eine ektopische Expression 
des korrigierten Gens im Thymus zur negativ Selektion der auto-
reaktiven T-Zellen notwendig.

1.2.4 Das Potential globaler hiPS-Zell-Banken

Auch wenn autologe Zell-Linien einen immunologischen Vorteil 
bei zellulären Therapien gegenüber der Verwendung von allogenen 
Linien besitzen, ist die Generierung von Patienten-spezifischen 
hiPSC-Linien aus Zeit- und Kostentechnischen Gründen nicht 
praktikabel. Von der Reprogrammierung bis zum Erhalt stabiler 
hiPSC-Linie benötigt es allein 3 Monate. Anschließend müssen die 
generierten Linien charakterisiert und verschiedenen Qualitätstests 
unterzogen werden 135. Erst daraufhin kann die Differenzierung 
in den erforderten Zelltyp erfolgen. Für akute zelluläre Therapien 
würde der Prozess zu viel Zeit in Anspruch nehmen. Zudem 
belaufen sich die Kosten allein für die Generierung, Testung und 
Expansion einer hiPSC-Linie unter Good manufacturing practice 
(GMP)-Konditionen auf über US$800.000 136.
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Für kommerzielle Therapien würden sich daher an Stelle von 
autologen hiPSC-Linien besonders allogene kompatible HLA-
homozygote hiPSC-Linien eignen. Für die Erstellung einer HLA-
homozygoten hiPSC-Linien-Bank würden jeweils Primärzellen 
von Spendern mit der Blutgruppe 0 und homozygot für HLA-A, 
HLA-B und HLA-DR verwendet werden. Dies erhöht die 
Kompatibilitätswahrscheinlichkeit und würde zudem für die 
Generierung einer homozygoten HLA-Stammzellbank weniger Zell-
Linien erfordern im Vergleich zur Verwendung von heterozygoten 
HLA-Linien. In dem Falle einer Übereinstimmung von HLA-A, 
HLA-B, HLA-DR und dem Fehlen von Blutgruppen-Antigen 
können allogene Immunreaktionen bei einer Transplantation stark 
reduziert werden. Jedoch können Transplantatabstoßung auch allein 
durch mHAgs ausgelöst werden.

Je nach Population und entsprechender HLA-Diversität benötigt es 
eine unterschiedliche Anzahl an HLA-homozygoten hiPSC-Linien 
um einen Großteil der Bevölkerung mit immunologisch kompatiblen 
hiPSC-Linien abdecken zu können Abb. 10. Eine Haplobank von 
50 hiPSC-Linien würde ausreichen, um 90,7 % der japanischen 
Bevölkerung mit HLA-A, HLA-B und HLA-DR kompatiblen 
homozygoten hiPSC-Linien versorgen zu können 137. Die britische 
Bevölkerung weist einen wesentlich diverseren HLA-Haplotyp auf, 
wodurch insgesamt 150 homozygote hiPS-Linien benötigt werden 
würden um für 93 % der Bevölkerung kompatible-haploide Zell-
Linien bereitstellen zu können 138. Die Erstellung einer globalen 
hiPSC-Haplobank würde die Perspektive eröffnen, kompatible und 
hochwertige Zell-Linien unter standarisierten Bedingungen und zu 
geringeren Kosten für die weltweite Bevölkerung zur Verfügung zu 
stellen 139. Die Frage nach der immunologischen Akzeptanz und der 
Notwendigkeit bzw. Dosisstärke immunsuppressiver Substanzen 
ist jedoch noch nicht geklärt und wird wahrscheinlich individuell 
und abhängig vom differenzierten hiPSC-Derivat getestet werden 
müssen.
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Abb. 10: Notwendige Anzahl HLA-homozygoter hiPSC-Linien, um eine bestimmte Prozentzahl der Bevölkerung mit hiPS-
kompatiblen Zellen versorgen zu können. Die Anzahl der benötigten hiPSC-HLA-Haplolinien hängt von der HLA-Heterogenität 
einer Bevölkerung ab. Abbildung modifiziert 140
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Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die in vitro Untersuchung der 
Immunogenität von autologen und allogenen renal-differenzierten 
Zellen. Interaktionen von hiPSC-abgeleiteten Nierenzellen und 
dem Immunsystem wurden bisher noch nicht dokumentiert. In die 
Untersuchung wurden renale Vorläuferzellen sowie ausdifferenzierte  
parenchymale Nierenzellen eingeschlossen. Basierend auf zuvor 
veröffentlichte Forschungsergebnisse standen insbesondere die 
Interaktionen der hiPSC-abgeleiteten Nierenzellen mit T- sowie NK-
Zellen im Fokus. Zusätzlich wurden die immunmodulatorischen 
Eigenschaften der renal-differenzierten Zellen untersucht. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen Aufschluss über die mögliche 
Akzeptanz bzw. Abstoßungswahrscheinlichkeiten der renal-
differenzierten hiPSCs durch das Immunsystem liefern. Basierend 
darauf kann die Verwendung der differenzierten Nierenzellen für 
zukünftige regenerative zelluläre Therapieansätze zur Behandlung  
renaler Erkrankungen abgeschätzt werden.

Die Arbeit wurde in 5 Teilbereiche untergliedert:

1.	 Reprogrammierung primärer Urinzellen in hiPSCs

2.	 Differenzierung von hiPSCs in Nierenzellen

3.	 Charakterisierung des Immunphänotypes der hiPSCs, der 
differenzierten Nierenzellen und der primären Urinzellen

4.	 Immunogenität von hiPSC-abgeleiteten Nierenzellen

5.	 Immunsupprimierende Eigenschaften von hiPSCs und der 
renalen Derivate
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3.1 Material

3.1.1 Reagenzien
Tab. 1: Verwendete Reagenzien

Basal-Medium Hersteller

Advanced RPMI 1640 
Knockout™ DMEM/F12 
REBM 
RPMI 1640 
TeSR E6 
TeSR E8

Gibco® 
Gibco® 
Lonza 
Biochrom 
StemCell Technologies 
StemCell Technologies

ECM-Proteine 

Gelatine 
Geltrex™ LDEV-Free 
Kollagen IV

Merck Milipore 
Thermo Fisher Scientific 
Sigma-Alderich

Chemikalien und gebrauchsfertige Puffer

Agarose 
Ampuwa, Endotoxin-freies Wasser  
BD Cytofix™ 
BD Perm/Wash™ 
Biocoll 
Dimethysulfoxid (DMSO) 
Ethanol 
Formaldehyd 
PBS 
Trypanblau

Serva 
Fresenius Kabi AG 
BD Biosciences 
BD Biosciences 
Biochrom 
Thermo Fisher Scientific 
Carl Roth 
Carl Roth 
Gibco® 
Gibco®

Enzyme

Gentle Dissociation Reagent 
StemPro™ Accutase™ 
Trypsin/EDTA

StemCell Technologies 
StemCell Technologies 
Biochrom

Supplement

1-Methyltryptophan 
β-Mercaptoethanol 
CHIR99021 
Esel-Serum 
Fetales Kälberserum (FKS) 
FGF2 
GlutaMax™ 
Interferon gamma (IFNγ) 
Indotmetacin 
KnockOut™ Serum Replacement (KSR) 
Prostaglandin E2 (PGE2) 
Penicillin/Streptomycin (P/S) 
REGM SingleQuot kit 
Retinoc Acid (RA) 
Staphylococcal enterotoxin B 
Y27632

Sigma-Alderich 
Thermo Fisher Scientific 
Tocris 
Sigma-Alderich 
Biochrom 
Peprotech 
Gibco® 
Miltenyi Biotec 
Sigma-Alderich 
Gibco 
Sigma Alderich 
Gibco® 
Lonza 
Stemgent 
Sigma-Alderich 
Wako Chemicals USA Inc.
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3.1.2 Angesetzte Puffer
Tab. 2: Verwendete Puffer

Name Zusammensetzung

FACS-Puffer 
Blockierungspuffer

PBS, 2 % FKS 
PBS, 10 % Esel-Serum

3.1.3 Primäre Zellen und Zell-Linien
Tab. 3: In dieser Arbeit verwendete primäre Zellen und Zell-Linien

Primäre Zellen Quelle

Urinzellen Spender 1 
Urinzellen Spender 2 
PBMCs

Isolation aus dem Urin 
Isolation aus dem Urin 
Isoliert aus dem peripheren Blut 
gesunder Spender, u.a. von den 
Urinzell-Spendern 1 und 2, sowie 
aus dem Blut von Patienten mit 
diabetischer Nephropathie  

Zell-Linien Quelle

BCRTi004-A 
 
BCRTi005-A 
 
B-Zellen

hiPSC-Linie, reprogrammiert aus den 
Urinzellen des Spenders 1 
hiPSC-Linie, reprogrammiert aus den 
Urinzellen des Spenders 2 
Konditional immortalisierte B-Zellen, 
bereitgestellt von Dr. Si-Hong Luu
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3.1.4 Kultivierungs- und Differenzierungsmedien
Tab. 4: Angesetzte Kultivierungs- und Differenzierungsmedien

Medium Zusammensetzung

A-RPMI-
Komplettmedium 
A-RPMI-Waschmedium 
 
RPMI-Komplettmedium 
TeSR-E6+FGF2-
Medium 
TeSR-E8-Medium 
IM-Medium 
 
ME-Medium 
 
Kokulturmedium 
 
 
Primärmedium für 
Urinzellen 
 
Expansionsmedium für 
Urinzellen 
 
 
allgemeines 
Gefriermedium 
hiPSC-Gefriermedium

Advanced RPMI 1640, 1 % GlutaMax, 1 % P/S 
 
Advanced RPMI 1640, 10 % FKS, 1 % GlutaMax, 
1 % P/S 
RPMI 1640, 10 % FKS, 1 % P/S 
TeSR-E6, 100 ng/ml FGF2, 1 % P/S 
 
TeSR-E8, 1 % P/S 
Advanced RPMI 1640, 5 μM CHIR99021, 1 % 
GlutaMax, 1 % P/S 
Advanced RPMI 1640, 100 ng/ml FGF2, 2 μM RA, 
1 % GlutaMax, 1 % P/S 
Knockout DMEM/F12, 20 % KSR, 1 % NEAA,  
1 % GlutaMax, 1 % P/S – Filtration – Zugabe von 
0,2 % β-Mercaptoethanol 
44 % DMEM high Glucose, 44 % HAM’s F12,  
10 % FKS, REGM SingleQuot kit - Zusätze, 1 % 
P/S, 2,5 μg/ml Amphotericin B 
43 % DMEM high Glucose, 43 % REBM mit  
REGM SingleQuot Kit - Zusätzen, 5 % FKS, 1 % 
GlutaMax, 0,5 % NEAA, 2,5 ng/ml FGF2, 2,5 ng/ml 
hEGF, 2,5 ng/ml PDGF-AB, 1 % P/S 
90 % FKS, 10 % DMSO 
 
50 % TeSR E8-Medium, 30 % FKS, 20 % DMSO
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3.1.5 Antikörper und Fluoreszenzfarbstoffe
Tab. 5: Auflistung der verwendeten Antikörper und Fluoreszenzfarbstoffe

Primäre Antikörper Verdünnung Hersteller

CCR7 Alexa 488, Klon G043H7 
CD3 PE-Cy7, Klon UCHT1 
CD3 BV650, Klon OKT3 
CD4 PerCP-Cy5.5, Klon SK3 
CD8 A700, Klon OKT8 
CD25 PE, Klon M-A251 
CD45 PE-Dazzle, Klon HI100 
CD56 PE, Klon N901 
CD69 BV, Klon FN50 
CD95 PE-Cy7, Klon DX2 
CTLA4 APC, Klon BNI3 
FOXP3 FITC, Klon 259D/C7 
HLA-ABC PB, Klon W6/32 
HLA-DR APC, Klon L243 
SSEA4 FITC, Klon MC-813-70 
OCT4 PerCP-Cy5.5, Klon 40/
Oct-3 
TRA-1-60 Dylight 550, Klon 
TRA-1-60 
TRA-1-81 Dylight 650, Klon 
TRA-1-81 
AQP1, polyklonal 
LHX1, Klon OTI2D5 
Na/K-ATPase, Klon EP1845Y 
PAX2, polyklonal 
αTGFβ, Klon 1D11.16.8

1:20 
1:200 
1:20 
1:75 
1:50 
1:20 
1:40 
1:33 
1:50 
1:40 
1:20 
1:10 
1:25 
1:25 
1:100 
1:100 
 
1:100 
 
1:100 
 
1:50 
1:50 
1:50 
1:50 
250 ng/ml

BioLegend 
BioLegend 
BioLegend 
BioLegend 
eBioscience 
BD Biosciences 
BioLegend 
Beckman Coulter Diagnostics 
BioLegend 
BioLegend 
BD Biosciences 
BD Biosciences 
BioLegend 
BioLegend 
R&D Systems 
BD Biosciences 
 
Novus Biologicals 
 
Novus Biologicals 
 
Proteintech 
Novus Biologicals 
Abcam 
Novus Biologicals 
Bio X Cell

Sekundäre Antikörper

Esel-αHase, Alexa 647 
 
Esel-αMaus, Alexa 488

IZC 1:1000 
DZ 1:500 
IZC 1:1000 
DZ 1:500

Thermo Fisher Scientific 
 
Thermo Fisher Scientific

Fluoreszenzfarbstoffe

4′,6-Diamidin-2-phenylindol 
Celltrace™ CFSE 
Celltrace™ Violet 
Live/Dead™ Near IR 
Live/Dead™ Blue 

500 ng/ml 
5 µM  
5 µM 
1:200 
1:200

Thermo Fisher Scientific 
Thermo Fisher Scientific 
Thermo Fisher Scientific 
Thermo Fisher Scientific 
Thermo Fisher Scientific
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3.1.6 Primer
Tab. 6: Sequenzen der verwendeten Primer

Amplikon Sequenz Vorwärtsprimer Sequenz Rückwärtsprimer

SeV 
SeV-SOX2 
SeV-MYC 
SeV-OCT3/4 
SeV-KLF4 
NANOG 
T 
MIXL1 
GSC 
SOX17 
NEUROD1 
OTX2 
GAPDH

AAGGTCCCGGTCAAGAAACAG 
TAAGGTGGATCTTCAGGTAGC 
CTGTTCCCCTCTCTCTGAAGA 
AACGCGGAGAAGTGGAACAAG 
GTGGACCGCACGGAATTTG 
AAGGTCCCGGTCAAGAAACAG 
TAAGGTGGATCTTCAGGTAGC 
CTGTTCCCCTCTCTCTGAAGA 
AACGCGGAGAAGTGGAACAAG 
GTGGACCGCACGGAATTTG 
GCCCCAGGGTTATGAGACTATCACT 
TGTAGAAGCTATTTTTGTGGGTGA 
TTGCCATCAATGACCCCTTCA

CTTCTGCGTCACACCATTGC 
CATCTCATTGGTGAGCTCCCT 
GGCAGAAAAGATGTGTTCCTCC 
CTGTCCGAGTCCAAATCGC 
GGAGATTCACACCGGAGTCA 
CTTCTGCGTCACACCATTGC 
CATCTCATTGGTGAGCTCCCT 
GGCAGAAAAGATGTGTTCCTCC 
CTGTCCGAGTCCAAATCGC 
GGAGATTCACACCGGAGTCA 
CCGACAGAGCCCAGATGTAGTTCTT 
GAGCATCGTTCCATCTAACTTTTT 
CGCCCCACTTGATTTTGGA

3.1.7 Kits
Tab. 7: Verwendete Kits

Bezeichnung Hersteller

AllPrep DNA/RNA Mini Kit 
CrimsonTaq™Master Mix Kit 
CytoTune™-iPS Reprogramming 
FoxP3 Transcription Factor Staining Buffer Set 
KaryoLite™ BoBs™ Kit 
Legend Max Total TGFβ1 ELISA Kit 
RNeasy Plus Mini Kit 
SuperScript® III Transcriptase Kit 
TaqMan Reverse Transcription Reagents  
Transcription Factor Staining Buffer Kit 
V-Plex Proinflammatory Panel 1 Human Kit

Quiagen 
New England Bioloabs 
Thermo Fisher Scientific 
eBioscience 
Perkin Elmer 
BioLegend 
Quiagen 
Thermo Fisher Scientific 
Applied Biosystems 
eBioscience 
Meso Scale Discovery
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3.1.8 Verbrauchsmaterial
Tab. 8: In dieser Arbeit verwendetes Verbrauchsmaterial

Bezeichnung Hersteller

AggreWell 800 Platten 
Deckgläser 
Einfrierröhrchen 
FACS-Röhrchen 
Konische Polypropylen-Röhrchen 15 ml / 50 ml 
Mr. Frosty Freezing Container 
Neubauer-improved 
Pipettenspitzen 
Reaktionsgefäße 0,2 ml / 1 ml / 2 ml 
Serologische Pipetten 
Stem cell cutting tool 
Transferpipetten 
Zellkulturflaschen 25 cm2 / 75 cm2 
Zellkulturplatten 6-well / 24-well / 96-well 
Zellschaber 
Zell-Separationsfilter

StemCell Technologies 
Langenbrinck  
NuncTM 
Celeromics 
BD Falcon 
Nalgene 
Marienfeld 
Eppendorf 
Eppendorf 
BD Falcon 
Vitrolife 
Sarstedt 
BD Falcon 
BD Falcon 
Sarstedt 
CellTrics®

3.1.9 Geräte
Tab. 9: In dieser Arbeit genutzte Geräte

Gerät Hersteller

Agarose Gel Kammer 
BD FACSAria™ III 
BD LSR Fortessa 
Gel-Elekrophorese-Station 
Inkubator 11-13625 
MESO QuickPlex SQ 120 
SpectraMax 340PC 
NanoDrop 1000 
Operetta® High Content Screener 
PCR Maschine FlexCycler 
Phasenkontrast Mikroskop Axiovert 40CFL 
Sicherheitswerkbank Hera Safe 2020 
Sicherheitswerkbank L226 IVF 
Thermomixer comfort 
UV-Geldokumentation Gel Doc™ XR 
Vortex-2-Genie 
Wasserbad 
Zentrifuge Allegra X22 
Zentrifuge Heraeus Fresco 211 
Zentrifuge Heraeus Multifuge X3R 
Zentrifuge Pico 17

PeqLab 
BD Biosciences 
BD Biosciences 
PeqLab 
Binder GmbH 
Meso Scale Discovery 
Marschall Scientific 
NanoDrop Technologies 
Perkin Elmer 
Analytik Jena 
Zeiss 
Thermo Fisher Scientific 
K-Systems 
Eppendorf 
Bio-Rad 
Scientific Industries Inc. 
GFL 
Beckman Coulter 
Thermo Fisher Scientific 
Thermo Fisher Scientific 
Thermo Fisher Scientific
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3.1.10 Software und Datenbanken
Tab.10:  Auflistung der verwendeten Programme und Datenbanken

Programm Firma

BoBsoft Analyse Software 
Columbus™ Image Data System 
Discovery Workbench 4.0 
FACS Diva Software 
FlowJo Version 8.8.2 
GraphPad Prism Version 5.0 
Harmony High-Content Imaging and Analysis Software  
Illustrator® 
InDesign® 
Mendeley Desktop, Version 1.15.3 
Microsoft Office Professional Plus 2016 
NCBI 
SoftMax Pro 7.0 
QCapture Pro 6.0

Perkin Elmer 
Perkin Elmer 
Meso Scale Discovery 
BD Biosciences 
Tree Star 
GraphPad Software 
Perkin Elmer 
Adobe 
Adobe 
Mendeley Ltd. 
Windows Microsoft 
ncbi.nlm.nih.gov/ 
Molecular Devices 
QImaging

3.1.11 Ethikvoten
Tab. 11: Positive Voten der Ethikkommission der Charité — Universitätsmedizin 
Berlin

Votum Gegenstand der Forschungstätigkeit

EA4/110/10 
 
126/2001

Reprogrammierung primärer Urinzellen, Isolation von 
PBMCs gesunder Spender 
Isolation von PBMCs bei Patienten mit diabetischer 
Nephropathie

3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1 Extraktion von gDNA aus Zellkulturen
Genomische DNA (gDNA) wurde mit Hilfe des AllPrep DNA/
RNA Mini Kit nach Herstellerprotokoll isoliert. Zuvor wurden 
maximal 1 × 107 Zellen geerntet und in jeweils 350 μl RLT-Puffer 
aufgenommen. Die Lagerung erfolgte bei –20 °C.

3.2.1.2 Extraktion von RNA aus Zellkulturen
Für die RNA-Isolierung wurde das RNeasy Plus Mini Kit verwendet. 
Dafür wurden maximal 1 × 107 Zellen geerntet und in je 350 μl RLT-
Puffer, versetzt mit b-Mercaptoethanol, lysiert. Die anschließende 
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Extraktion erfolgte nach Herstellerangaben. Nach der Isolation 
wurde die RNA bei –80 °C gelagert.

3.2.1.3 gDNA / RNA – Konzentrationsbestimmung
Die Konzentrationsbestimmungen der isolierten gDNA und RNA 
erfolgten mittels des NanoDrop 1000. 1,5 μl der gDNA / RNA-
Lösung wurden dabei für die Messung verwendet. Als Referenz 
diente das für die Eluation verwendete DNA- bzw. RNA-freies 
Wasser.

3.2.1.4 Reverse Transkription
Die isolierte RNA wurde mittels SuperScript III Transcriptase 
Kit nach Herstellerprotokoll in komplementäre DNA (eng. 
complementary DNA, cDNA) transkribiert. Dafür wurden jeweils 
100 ng RNA sowie ein Primer-Mix aus Random Hexamer Primern 
sowie Oligo(dT)-Primern verwendet. Die synthetisierte cDNA 
wurde bei –20 °C gelagert.

3.2.1.5 RT-PCR
Die spezifische Amplifikation bestimmter Gene von RNA erfolgte 
mittels Reverser-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (eng. 
reverse transcription polymerase chain reaction, RT-PCR) nach 
Umschreibung der RNA in cDNA mittels Crimson Taq Master 
Mix und Gen-spezifischer Primer. 1 - 10 ng cDNA wurden für die 
PCR eingesetzt und nach Herstellerangaben mit Reaktionspuffer, 
Nukleotiden, Taq-Polymerase, Vorwärts- und Rückwärtsprimern 
sowie Nuklease-freiem Wasser gemischt. Die finale Konzentration 
der Primer entsprach 200 pM. Das PCR-Programm ist nachfolgend 
beschrieben Tab. 12.

Tab. 12: Temperatur-Zeit-Zyklus-Konditionen der durchgeführten RT-PCR

96 °C 5 Minuten

96 °C 
56 °C 
72 °C

30 Sekunden 
30 Sekunden 
30 Sekunden

 
35 Zyklen

72 °C 7 Minuten

Im Anschluss wurde eine potentiell erfolgreiche Amplifikation der 
PCR-Fragmente mittels Gel-Elektrophorese auf einem 2 %igem 
Agarose-Gel überprüft.



39

Material und Methoden

3.2.1.6 Untersuchung des genetischen Fingerabdruckes
Die Amplifikation und Analyse der Fragmentlängen von 10 Short 
Tandem Repeats (STRs) wurde am Institut für Medizinische Genetik 
und Humangenetik der Charité Berlin durchgeführt basierend 
auf der zuvor isolierten gDNA. 8 der verwendeten Loci (vWA, 
HUMTH01, D16S539, D7S820, CSF1PO, D6S818, TPOX, 
D13S317) stimmen mit dem des Combined DNA Index System 
überein. Bei den zwei zusätzlich analysierten Loci handelt es sich 
um X- und Y- spezifische STRs (DXS101 bzw. DYS393). 

3.2.1.7 Karyotypisierung
Für die Detektion chromosomaler Aberrationen wurde das KaryoLite 
BoBs Kit verwendet. Pro Zell-Linie wurden 200 ng gDNA nach 
Herstellangaben prozessiert 142. Als Kontrollvergleich dienten die 
jeweiligen gDNAs von einem männlichen und einem weiblichen 
Spender. Für die Auswertung des Fluoreszensignals wurde das 
Bio-Plex 200 System verwendet. Die Karyotypisierung wurde in 
Kooperation mit der Berlin Institute of Health (BIH) Core Facility 
Stem cells durchgeführt
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3.2.1.8 Gesamte Transkriptionsanalyse 
Für die Transkriptomerstellung wurde die RNA der betreffenden 
Zell-Proben zunächst mittels RNeasy Plus Mini Kit isoliert. Die 
anschließende Qualitätsprüfung, Isolation der mRNA, reverse 
Transkription, Präparation der cDNA-Bibliothek und Illumina-
Sequenzierung erfolgte durch die BIH Core Facility Genomik 
(Proben 1 - 20) und die CeGaT GmbH (Proben 21 - 34) Tab. 13.
 
Tab. 13: Liste der sequenzierten Proben

Nr Probenbezeichnung Beschreibung

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34

BCRTi004A hiSPCs 1 
BCRTi004A hiSPCs 2 
BCRTi005A hiSPCs 1 
BCRTi005A hiSPCs 2 
BCRTi004A IM-Zellen 1 
BCRTi004A IM-Zellen 2 
BCRTi005A IM-Zellen 1 
BCRTi005A IM-Zellen 2 
BCRTi004A PT-Zellen 1 
BCRTi004A PT-Zellen 2 
BCRTi005A PT-Zellen 1 
BCRTi005A PT-Zellen 2 
BCRTi004A LT-PT-Zellen 1 
BCRTi004A LT-PT-Zellen 2 
BCRTi005A LT-PT-Zellen 1 
BCRTi005A LT-PT-Zellen 2 
Primäre Urinzellen Spender 1-1 
Primäre Urinzellen Spender 1-2 
Primäre Urinzellen Spender 2-1  
Primäre Urinzellen Spender 2-2  
BCRTi005A hiSPCs w IFNγ 1 
BCRTi005A hiSPCs w IFNγ 2 
BCRTi005A IM-Zellen w IFNγ 1 
BCRTi005A IM-Zellen w IFNγ 2 
BCRTi005A IM-Zellen w IFNγ 3 
BCRTi005A PT-Zellen w IFNγ 1 
BCRTi005A PT-Zellen w IFNγ 2 
BCRTi005A PT-Zellen w IFNγ 3 
BCRTi005A LT-PT-Zellen w IFNγ 1 
BCRTi005A LT-PT-Zellen w IFNγ 2 
BCRTi005A LT-PT-Zellen w IFNγ 3 
Primäre Urinzellen w IFNγ Spender 2-1  
Primäre Urinzellen w IFNγ Spender 2-2  
Primäre Urinzellen w IFNγ Spender 2-3 

Undifferenzierte BCRTi004-A 
Undifferenzierte BCRTi004-A 
Undifferenzierte BCRTi005-A 
Undifferenzierte BCRTi005-A 
IM-Zellen Tag 5, BCRTi004-A  
IM-Zellen Tag 5, BCRTi004-A 
IM-Zellen Tag 5, BCRTi005-A 
IM-Zellen Tag 5, BCRTi005-A 
PT-Zellen Tag 12, BCRTi004-A  
PT-Zellen Tag 12, BCRTi004-A  
PT-Zellen Tag 12, BCRTi005-A  
PT-Zellen Tag 12, BCRTi005-A  
LT-PT-Zellen Tag 26, BCRTi004-A  
LT-PT-Zellen Tag 26, BCRTi004-A  
LT-PT-Zellen Tag 26, BCRTi005-A  
LT-PT-Zellen Tag 26, BCRTi005-A  
Primordiale Zellen von BCRTi004-A 
Primordiale Zellen von BCRTi004-A 
Primordiale Zellen von BCRTi005-A 
Primordiale Zellen von BCRTi005-A 
Undifferenzierte BCRTi005-A, 48h IFNγ  
Undifferenzierte BCRTi005-A, 48h IFNγ  
IM-Zellen Tag 7, BCRTi005-A, 48h IFNγ  
IM-Zellen Tag 7, BCRTi005-A, 48h IFNγ  
IM-Zellen Tag 7, BCRTi005-A , 48h IFNγ 
PT-Zellen Tag 14, BCRTi005-A, 48h IFNγ  
PT-Zellen Tag 14 BCRTi005-A, 48h IFNγ  
PT-Zellen Tag 14, BCRTi005-A , 48h IFNγ 
LT-PT-Zellen Tag 28, BCRTi005-A, 48h IFNγ  
LT-PT-Zellen Tag 28, BCRTi005-A, 48h IFNγ  
LT-PT-Zellen Tag 28, BCRTi005-A, 48h IFNγ 
Primordiale Zellen von BCRTi005-A, 48h IFNγ 
Primordiale Zellen von BCRTi005-A, 48h IFNγ 
Primordiale Zellen von BCRTi005-A, 48h IFNγ

Die Analyse der Daten erfolgten mittels der Illumina Software 
Basespace. Zunächst wurden die erhaltenen BCL-Dateien in das 
FASTQ-Dateiformat konvertiert. Als Referenz-Genom diente für 
die erste Sequenzierungsrunde (Proben 1-20) das Genome Reference 
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Consortium human genome 37 (GRCh37). Als Referenz für die Proben 
21-34 wurde die aktuelle Version GRCh38 verwendet. Der Gen-
Abgleich erfolgte unter der Verwendung von TopHat. Das Programm 
Cuffdiff wurde anschließend zur Bestimmung der differentiellen 
Genexpression und für die Erstellung der Fragmente pro Kilobase 
Exonsequenz pro Million kartierter Reads (eng. Fragments per 
kilobase million, FPKM) verwendet. Für die Vergleichsanalyse 
wurden die ermittelten Daten in Heatmap-Form dargestellt. Dafür 
wurden die FPKM-Expressionswerte der zu untersuchenden Gene 
(angeordnet in Reihen) zwischen den verschiedenen Zellproben 
(angeordnet in Spalten) miteinander verglichen. Für die farbliche 
Visualisierung der verschiedenen Expressionsstärken eines Genes 
innerhalb der verschiedenen Zellproben wurde der jeweiligen 
Genexpressionsintensität ein Z-Wert zugeordnet. Der weiße 
Farbton entspricht dem durchschnittlichen Genexpressionswert, 
wobei alle Zellproben berücksichtigt wurden und entspricht dem 
Z-Wert 0. Bläuliche Farbtöne indizieren einen negativen Z-Wert 
und weisen auf eine verminderte Expressionsstärke für dieses Gen 
in dieser Zellprobe im Vergleich zum gesamten durchschnittlichen 
Genexpressionswert aller Proben auf. Rötliche Farben weisen 
auf einen erhöhten Z-Wert und somit auf einen Überexpression 
des jeweiligen Genes in dieser Zellprobe im Vergleich zu allen 
Zellproben hin. Die Erstellung der Heatmaps erfolgte mittels der 
Statistiksoftware R und der Unterfunktion gplot durchgeführt von  
Dr. Nancy Mah.

3.2.2 Zellbiologische Methoden

3.2.2.1 Beschichtung von Zellkulturplatten
Für die in vitro Kultivierung waren je nach Zelltyp verschiedene 
Oberflächenbeschichtungen der Zellkulturplatten notwendig. Die 
0,1%ige Gelatine konnte als fertige Lösung direkt beim Händler 
bestellt werden. Geltrex wurde zunächst in einem Verhältnis von 
1:11 mit eisgekühltem KO-DMEM/F12 verdünnt und bis zur 
Verwendung in Aliquots bei –20 °C gelagert. Für die Beschichtung 
wurde das vorverdünnte Geltrex erneut in einem Verhältnis 1:6 mit 
KO-DMEM/F12 verdünnt. Kollagen IV wurde in PBS verdünnt 
und jeweils 10 ng/cm2 für die Beschichtung verwendet.
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3.2.2.2 Humane Primärzellen
3.2.2.2.1 Isolation und Kryokonservierung von PBMCs

Durch Venenpunktur wurde gesunden Spendern oder Patienten mit 
renalen Vorerkrankungen peripheres Blut abgenommen und in mit 
Lithium-Heparin gefüllte Vacutainer überführt. Für die Isolation der 
mononukleären Zellen des peripheren Blutes (eng. peripheral blood 
mononuclear cells, PBMCs) aus dem Vollblut wurde die Methodik 
der Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation angewendet. Dafür 
wurde das Blut mit ungekühltem PBS 1:1 verdünnt und über eine  
12,5 ml vorgelegte Biocoll-Trennlösung geschichtet. Die 
Zentrifugation erfolgte unter Raumtemperatur und 700 g für 20 
Minuten ohne Bremse, um die separierten Schichten zu erhalten. 
Die PBCMs befanden sich anschließend in der milchigen Interphase 
zwischen der Biocoll-Lösung sowie dem Blutplasma und wurden 
mittels einer Pasteurpipette vorsichtig abgenommen, in frisches PBS 
überführt und unter Raumtemperatur bei 300 g für 10 Minuten 
zentrifugiert. Daraufhin wurden die PBMCs erneut einmal mit 
frischem PBS gewaschen und anschließend bis zur Verwendung am 
folgenden Tag bei einer Dichte von 2 × 106/ml in Ko-Kulturmedium 
im Inkubator gelagert. Alternativ wurden im Falle einer späteren 
Verwendung bis zu 1 × 107 PBMCs in 1 ml Gefriermedium 
überführt und das Kryoröhrchen über Nacht in einem Mr. Frosty 
Freezing Container bei –80 °C gelagert. Die Langzeitlagerung 
erfolgte in flüssigem Stickstoff bei –160 °C.

3.2.2.2.2 Isolation, Expansion und Kryokonservierung von 
Primärzellen aus dem Urin

Für die Gewinnung von primären Urinzellen wurde das Protokoll 
beschrieben von Zhou et al. verwendet 100. Dafür wurden 200 ml 
Urin der Spender bei 400 g für 10 Minuten bei Raumtemperatur 
zentrifugiert, das Zellpellet danach in PBS gewaschen, anschließend 
in 2 ml Primärmedium aufgenommen und in ein mit Gelatine-
beschichtetes 24iger-Well überführt. In den darauf folgenden drei 
Tagen wurde jeweils immer 1 ml Primärmedium der Kultur zugegeben. 
Am vierten Tag wurden 4 ml des Primärmediums entfernt und in 
den kommenden Tagen sukzessiv durch Expansionsmedium ersetzt. 
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Bei Erreichen einer Konfluenz von 90 % wurden die Zellen mit PBS 
gewaschen und mittels Trypsin nach 5-minütiger Inkubation bei  
37 °C abgelöst. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von frischem 
Expansionsmedium gestoppt, die Zellen erneut bei 400 g für 5 
Minuten zentrifugiert, und danach in einem Verhältnis von 1:10 
in neue Gelatine-beschichtete Zellkulturgefäßen ausplattiert. Für 
die Reprogrammierung in hiPSCs wurden die primären Urinzellen 
zunächst bei Passage 1 in Gefriermedium kryokonserviert und nach 
einer über Nacht Inkubation in einem Mr. Frosty Freezing Container 
bei –20 °C wurde das Kryoröhrchen in flüssigen Stickstoff überführt. 
Für die anschließenden Kokulturen und Immunassays wurden die 
primären Urinzellen weiterhin expandiert um eine möglichst hohe 
Gesamtzahl zu erzielen und vorerst bei Passage 4 kryokonserviert 
und bis zum Gebrauch in flüssigem Stickstoff gelagert.

3.2.2.2.3 B-Zellen

Für allogene Stimulationsversuche wurden unter anderem 
konditional immortalisierte B-Zellen verwendet. Diese wurden von 
Dr. Si-Hong Luu aus der AG Reinke zur Verfügung gestellt. Als 
Grundlage für die Generierung dieser Linien diente das Protokoll von 
Wiesner et al. 2008 141. Die CD40L-exprimierende Fibroblastenlinie 
L929 wurde nach einer Bestrahlung mit 180 Gy als Feeder-Zell-
Linie verwendet. Die expandierten B-Zellen waren positiv für die 
Expression von CD40, CD80, CD86, HLA-ABC und HLA-DR. 

3.2.2.3 hiPSCs
3.2.2.3.1 Reprogrammierung von primären Urinzellen zu hiPSCs

Zunächst wurden für die Reprogrammierung die primären 
Urinzellen Passage 1 aufgetaut und 5 × 104 Zellen pro Gelatine-
beschichtetes 12-Well in RPMI-Komplettmedium ausgesät. Nach 
zwei Tagen entsprach die Zelldichte ungefähr 1,5 × 105/Well und 
die Reprogrammierungsprozedur wurde begonnen.

Das verwendete CytoTune-iPS Reprogramming Kit ermöglichte 
eine integrationsfreie Reprogrammierung der primären Urinzellen 
basierend auf der Überexpression der Yamanaka-Faktoren 
OCT3/4, SOX2, KLF4 und c-MYC und der Verwendung des 
Replikations-untauglichem Sendai-Viruses als Transporter für 
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die vier entsprechenden Vektoren. Die Transduktion erfolgte 
mit einem MOI=3 in RPMI-Komplettmedium. In den darauf 
folgenden Tagen  wurde täglich das Medium ersetzt. Am siebten 
Tag nach Transduktion wurde von RPMI-Komplettmedium auf 
TeSR-E6+FGF2-Medium umgestellt. Daraufhin wurden die Zellen 
mit Trypsin geerntet und mit einer Dichte von 5 × 104 Zellen pro 
6-Well erneut in TeSR-E6+FGF2-Medium  ausgesät. Die 6-Wells 
wurden zuvor mit Geltrex beschichtet. Bis zum Erscheinen der 
ersten hiPSC-Kolonien wurde weiterhin das E6+FGF2-Medium 
täglich gewechselt. Die sichtbaren hiPSC-Kolonien wurden später 
jeweils mit einer Pipettenspitze gepickt und in ein mit Geltrex-
beschichtetes 24-Well überführt. Als Kultivierungsmedium wurde 
ab diesem Zeitpunkt das TeSR-E8-Medium verwendet. 

3.2.2.3.2 Kultivierung und Ernte von hiPSCs

Die hiPSC-Masterkulturen wurden routinemäßig in mit Geltrex-
beschichteten 6-Wells in TeSR-E8-Medium bei täglichem 
Mediumwechsel kultiviert. Alle 5-7 Tage wurden die Zellen in 
einem Verhältnis von 1:10 bis 1:15 gesplittet. Dafür wurde nach 
4-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur mit dem Gentle Cell 
Dissociation Reagent und anschließendem Absaugen des Reagenzes 
frisches TeSR-E8-Medium zu den hiPSCs zugegeben und die Zellen 
daraufhin mechanisch mit einem Zellschaber von dem Plattenboden 
entfernt. Die abgelösten und verkleinerten Kolonien wurden 
daraufhin in neue 6-Wells, beschichtet mit Geltrex, überführt.

Für gerichtete Differenzierungen war die Vereinzelung der hiPSC-
Kolonien notwendig. Dafür wurden die Zellen mit KO-DMEM/
F12 gewaschen und anschließend mit Accutase für 5 Minuten bei  
37 °C inkubiert. Daraufhin wurde das doppelte Volumen an 
TeSR-E8-Medium, versetzt mit 10 mM Rho-associated proteinkinase-
Inhibitor (ROCKI), zugegeben und die Zellen bei 300 g für 5 Minuten 
bei Raumtemperatur zentrifugiert. Danach wurde der Überstand 
abgenommen und die Zellen in neuem TeSR-E8-Medium, versetzt 
mit 10 mM ROCKI, resuspendiert. Nach der Bestimmung der 
Zellkonzentration wurden die hiPSCs in der gewünschten Dichte 
ausgesät. 
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Da hiPSCs zu Spontandifferenzierungen neigen, wurden die 
Kulturen täglich mikroskopisch überprüft. Differenzierende Bereiche 
wurden unter dem Binokular steril mit Hilfe einer Pipettenspitze 
entfernt. Die Kultur wurde daraufhin einmal mit KO-DMEM/F12 
gewaschen um Überreste der differenzierten Zellen zu entfernen.

3.2.2.3.3 Kryokonservierung und Auftauen von hiPSCs

Zum Einfrieren der Zellen wurden die hiPSCs wie im vorherigen 
Absatz beschrieben mittels Gentle Cell Dissociation Reagent geerntet 
und nach mechanischer Ablösung in ein Falcon Gefäß überführt. 
Nach der Zentrifugation für 2 Minuten bei 200 g wurde der 
Überstand abgenommen und die Zellen pro 6-Well in 500 ml TeSR-
E8-Medium aufgenommen. Im Anschluss wurde das äquivalente 
Volumen an iPSC-Gefriermedium zugegeben und jeweils 1 ml pro 
Kryoröhrchen in einem Mr. Frosty Freezing Container weggefroren. 
Am darauf folgenden Tag wurden die Zellen in flüssigen Stickstoff 
transferiert. 

Zum Auftauen wurden die hiPSCs zunächst im 37 °C warmen 
Wasserbad erwärmt und danach vorsichtig um die Kolonien nicht 
zu brechen in eine Falcon Gefäß mit TeSR-E8-Medium versetzt 
mit 10 mM ROCKI überführt. Nach 2-minütiger Zentrifugation 
bei 200 g wurde der Überstand abgenommen und der Inhalt eines 
Kryoröhrchens in einem mit Geltrex beschichtetem 6-Well in 2 ml 
TeSR-E8 ausplattiert.

3.2.2.3.4 Differenzierung von hiPSCs

3.2.2.3.4.1 Renale Differenzierung

Für die gerichtete Differenzierung von hiPSCs in Nierenzellen 
wurde das Protokoll von Lam et al. verwendet 147. Wie in der 
Publikation beschrieben, wurden dafür 4 × 105 hiPSCs pro Geltrex-
beschichtetes 6-Well in 1,5 ml TeSR-E8-Medium, versetzt mit 
10 mM ROCKI, ausgesät. Am darauf folgenden Tag wurde das 
Medium gegen frisches 1,5 ml TeSR-E8-Medium ohne ROCKI 
ersetzt. Am dritten Tag wurde das TeSR-E8-Medium abgesaugt 
und die mesendodermale Differenzierung durch Zugabe von 2 ml 
/ 6-Well ME-Medium eingeleitet. Nach 36-stündiger Inkubation 
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mit ME-Medium wurde auf IM-Medium umgestellt für weitere 
72 Stunden. Die differenzierten Zellen, welche man zu diesem 
Zeitpunkt erhält, gehören dem intermediären Mesoderm an. Für 
eine Ausdifferenzierung der intermediären-mesodermalen Zellen 
(IM-Zellen) in proximale Tubuluszellen (PT-Zellen) wurden jene 
daraufhin für eine Woche in A-RPMI-Komplettmedium kultiviert. 
Ein Mediumwechsel erfolgte jeden zweiten Tag.

3.2.2.3.4.2 Langzeitkultivierung von hiPSC-abgeleiteten PT-Zellen

Die ausdifferenzierten PT-Zellen wurden mit Trypsin geerntet, nach 
5-minütiger Inkubation bei 37 °C mit A-RPMI-Waschmedium 
bei 300 g für 5 Minuten gewaschen und für die anschließende 
Langzeitkultivierung auf Geltrex in einem Verhältnis von 1:3 in 
frischem A-RPMI-Komplettmedium ausgesät. Das Medium wurde 
alle zwei Tage gegen frisches Medium ersetzt. Nach einer Woche 
wurden die PT-Zellen erneut wie eben beschrieben passagiert und 
für eine weitere Woche in A-RPMI-Komplettmedium kultiviert. 
Das Medium wurde erneut jeden zweiten Tag gewechselt. An Tag 
26 nach Differenzierungsbeginn wurden die sogenannten langzeit-
kultivierten proximalen Tubuluszellen (LT-PT-Zellen) geerntet und 
für die anschließenden Versuche verwendet.

3.2.2.3.4.3 Spontan-Differenzierung von hiPSCs in Zelltypen aller 
drei Keimblätter

Zur Ermittlung der Pluripotenz der generierten hiPSC-Linien 
sollte ihre Fähigkeiten auf spontane Differenzierungen in Zellen 
aller drei Keimblätter festgestellt werden. Dafür wurden die hiPSCs 
mittels Accutase vereinzelt. Nach Waschung wurden insgesamt  
1 x 106 hiPSCs pro 24-AggreWell 800 in 1 ml TeSR-E8-
Medium, versetzt mit 10 µM ROCKI, ausgesät. Zuvor wurde 
das AggreWell mit 1 ml TeSR-E8-Medium äquilibriert. Nach der 
Aussaat wurde die AggreWell 800-Platte bei 100 g für 3 Minuten 
zentrifugiert. Innerhalb der nächsten 24 Stunden formten die 
hiPSCs 3-dimensionale Strukturen, auch als embryoid bodies (EBs) 
bezeichnet, aus. Daraufhin wurden die EBs geerntet und in spezielle 
Zellkulturplatten mit sehr geringer Bindung in Kokulturmedium 
transferiert. Durch eine Hydrogelschicht wird eine Zelladhäsion 
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in diesen Platten verhindert, wodurch eine Anheftung der EBs 
und eine Ausbreitung der hiPSCs verhindert werden kann. Das 
Medium wurde jeden zweiten Tag gewechselt. Nach 10 Tagen in 
Kokulturmedium wurden die EBs geerntet und für die weitere 
Expressionsanalyse prozessiert.

3.2.2.4 Kokulturen von hiPSCs sowie hiPSC-abgeleiteten Nierenzellen mit humanen 
PBMCs

3.2.2.4.1 IFNg-Stimulation

Nach dem Adhärieren der Stimulatorzellen (hiPSCs, IM-Zellen, 
PT-Zellen, LT-PT-Zellen oder primäre Urinzellen) wurde IFNg in 
einer Konzentration von 10 ng/ml dem Kulturivierungsmedium 
zugegeben. Die Stimulation erfolgte für 48 Stunden. Vor der Zugabe 
der PBMCs wurden die stimulierten Testzellen zunächst einmal mit 
PBS gewaschen um das IFNg wieder aus der Kultur zu entfernen.

3.2.2.4.2 Bestrahlung der Testzellen

Um eine unkontrollierte Proliferation der Stimulatorzellen in den 
Kokulturen zu verhindern, wurden jene vor Zugabe der PBMCs mit 
der Gamma-Bestrahlungsquelle Cäsium-137 mit 30 Gy bestrahlt.

3.2.2.4.3 Analyse der Proliferationsinduktion von CD4+- und 
CD8+ T-Zellen sowie CD56+ NK-Zellen durch hiPSCs und der 
renalen Derivate

Für diesen Versuch wurden die Stimulatorzelllen mit Accutase 
(hiPSCs und IM-Zellen) oder Trypsin (PT-Zellen, LT-PT-Zellen 
und primäre Urinzellen) geerntet und jeweils 5 × 104 Zellen pro 
Geltrex-beschichtetes 24-Well ausgesät. Die hiPSCs wurden direkt 
in 500 µl Kokulturmedium ausplattiert, während für die anderen 
Testzellen 500 µl A-RPMI-Komplettmedium verwendet wurde. 
Die Medien waren zusätzlich mit 10 mM ROCKI versetzt. Die 
Zellen wurden entweder mit IFNg stimuliert oder als unstimuliert 
belassen. Zwei Tage später wurden die Stimulatorzellen bestrahlt 
und daraufhin mit PBS gewaschen. Anschließend wurden 2 × 105 
CellTrace Violet (CTV)-markierte PBCMs (Abschnitt 3.2.3.3) in 1 ml 
frischem Kokulturmedium zugegeben. Nach einer Woche Kokultur 
wurden die PBMCs aus dem Überstand geerntet und mittels 
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konjugierter Antikörper für die Marker CD3, CD4, CD8, CD56 
und für die Lebend/Tot-Diskriminierung mit dem Vitalmarker 
Live/Dead Near IR gefärbt. Die Analyse der Zellen erfolgte mittels 
Durchflusszytometrie (Abschnitt 3.2.3.2).

3.2.2.4.4 Untersuchung der Modulation von allogenen T-Zell-
Proliferationen sowie der Polarisation von konventionellen CD4+ 
T-Zellen in regulatorische T-Zellen durch hiPSCs und renal-
differenzierte Zellen

Die Testzellen (hiPSCs, IM-Zellen, PT-Zellen, LT-PT-Zellen und 
primäre Urinzellen) wurden wie schon im vorherigen Abschnitt 
3.2.2.4.3 beschrieben, geerntet und jeweils 5 × 104 Zellen pro 
Geltrex beschichtetes 24-Well entweder direkt in Kokulturmedium 
oder in A-RPMI-Komplettmedium jeweils supplementiert 
mit 10 mM ROCKI und IFNg ausgesät. Im Vergleich zu den 
Induktionsversuchen wurden die Stimulatorzellen für die 
Modulations-Experimente jedoch unbestrahlt belassen. Vor der 
Zugabe der mit CTV-markierten 2 × 105 PBMCs (Abschnitt 
3.2.3.3) wurden die Testzellen mit PBS gewaschen. Die Stimulation 
der T-Zellen erfolgte entweder polyklonal mit 100 ng/ml SEB, 
allospezifisch mit aktivierten B-Zellen in einem Verhältnis 1:10 
zu PBMCs oder aber allospezifisch mit primären Urinzellen. In 
letzterem Falle wurden die Urinzellen direkt zusammen mit den 
Testzellen in einem Verhältnis von 1:1 ausplattiert und vor der 
PBMC-Kokultur mit IFNg stimuliert. Nach einwöchiger Kokultur 
wurden die PBMCs geerntet und mittels Durchflusszytometrie 
(Abschnitt 3.2.3.2) nach der Färbung mit konjugierten Antikörpern 
analysiert. Für die Modulationsversuche wurden die PBMCs für die 
Marker CD3, CD4, CD8 und den Vitalmarker Live/Dead Near 
IR gefärbt. Für die Analyse von regulatorischen T-Zellen (Tregs) 
wurden die PBMCs auf die Expression der Marker CD3, CD4, 
CD8, CD25, CTLA4 und FOXP3 untersucht. Für die Lebend/
Tot-Diskriminierung wurde hier ebenfalls der Vitalmarker Live/
Dead Near IR verwendet.
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3.2.2.4.5 Blockierung von immunsupprimierenden Molekülen

Für die Blockierung von immunsupprimierenden Molekülen in 
den Kokulturen wurden die folgenden Inhibitoren zu Beginn der 
Kokultivierungen hinzugegeben:

Tab. 14: Finale Konzentrationen der verwendeten Inhibitoren 

immunsupprimierender Moleküle

Inhibitor Finale Konzentration

1-Methyltryptophan 
Indometacin 
αTGFβ1

1 mM 
100 μM 
150 μM

3.2.2.4.6 Abnahme und Lagerung der Überstände von Kokulturen

An Tag 1 und Tag 3 nach Beginn der Kokulturen wurden jeweils 
200 ml des Mediums abgenommen und bei Raumtemperatur für 10 
Minuten bei 300 g zentrifugiert. Anschließend wurden 180 ml des 
Überstandes abgenommen und bei –80 °C bis zur Analyse gelagert.

3.2.3 Färbemethoden

3.2.3.1 Immunzytochemie
Die zu untersuchenden Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen 
und anschließend unter der Verwendung von BD Cytofix für 10 
Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Daraufhin wurden die Zellen 
dreimal mit PBS gewaschen und im Anschluss mittels BD Perm/Wash  
bei Raumtemperatur für 30 Minuten permeabilisiert. Nach einem 
erneuten Waschschritt mit BD Perm/Wash wurden unspezifische 
Bindungsstellen unter der Verwendung des Blockierungspuffers, 
versetzt mit Esel-Serum, für eine Stunde bei Raumtemperatur 
blockiert. Die Zellen wurden anschließend dreimal gewaschen 
und daraufhin mit den primären Antikörpern, gelöst in BD Perm/
Wash-Puffer, für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die 
sekundären Antikörper, ebenfalls gelöst in BD Perm/Wash, wurden 
nach dreimaligem Waschen für eine Stunde bei Raumtemperatur 
den Zellen zugegeben. Anschließend wurden die Proben erneut 
dreimal gewaschen und die Zellkerne mittels DAPI visualisiert. 
Die Negativkontrollen wurden jeweils nur mit den sekundären 
Antikörpern angefärbt. Die Färbungen wurden am Operetta 



50

Material und Methoden

High Content Screener aufgenommen. Die Bildanalyse erfolgte 
anschließend mit Hilfe des Columbus Image Data Systems.

3.2.3.2 Durchflusszytometrie
Nach der Ernte wurden die Zellen in FACS-Röhrchen überführt, 
mit PBS verdünnt und anschließend bei 400 g und 4 °C für 5 
Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die 
Zellen wurden daraufhin für die Oberflächenmarker sowie für die 
Lebend/Tot-Diskriminierung mit dem Vitalmarker eingefärbt. 
Bei den Oberflächenmarkern handelte es sich je nach Versuch 
und Fragestellung um die Marker HLA-A/B/C, HLA-DR, CD3, 
CD4, CD8, CD25, CD56 und CD69. Die Inkubation mit den 
entsprechenden konjugierten Antikörpern erfolgte bei 4 °C für 30 
Minuten. Danach wurden die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen 
und erneut bei 400 g und bei 4 °C für 5 Minuten zentrifugiert 
und der Überstand daraufhin verworfen. Für intrazelluläre 
Färbungen mussten die Zellen nach der Oberflächenfärbung und 
der Markierung mit dem Vitalmarker zunächst permeabilisiert 
werden. Für die Analyse von CTLA4 und FOXP3 wurden die zu 
untersuchenden Zellen zunächst mit 300 ml der Fixierlösung Foxp3 
Transcription Factor Staining Buffer Kit bei Raumtemperatur für 30 
Minuten inkubiert. Danach wurden 2 ml des Permeabilisationspuffer 
zugegeben und die Zellen bei 400 g und 4 °C für 5 Minuten 
zentrifugiert und der Überstand anschließend verworfen. Die 
beiden konjugierten Antikörper für CTLA4 und FOXP3 wurden 
dem Zellpellet zugegeben und die Inkubation erfolgte bei 4 °C für 
30 Minuten. Im letzten Schritt wurden die gefärbten Zellen nach 
der Zugabe von 1 ml Permeabilisationspuffer bei 400 g, 4 °C für 5 
Minuten zentrifugiert. Die Analysen der Differenzierungseffizienzen 
der renalen Derivate und der hiPSCs als Kontrolle erfolgten auch 
intrazellulär. Dafür wurden die entsprechenden Zellen nach der 
Vitalfärbung mittels 300 ml Perm2-Puffers permeabilisiert. Dieser 
Schritt erfolgte bei Raumtemperatur für 30 Minuten. Danach 
wurden die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen und bei 400 g 
und 4 °C für 5 Minuten runterzentrifugiert. Nach Verwerfung des 
Überstandes erfolgte die Inkubation der Zellen im Blockierungspuffer 
bei Raumtemperatur für 30 Minuten. Anschließend wurden die 
Zellen erneut in FACS-Puffer gewaschen und daraufhin mit den 
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unkonjugierten primären Antikörper AQP1, Na/K-ATPase, PAX2 
oder LHX1 bei Raumtemperatur für 30 Minuten inkubiert. Nach 
einer erneuten Waschung mit FACS-Puffer erfolgte eine Färbung 
mit den Fluoreszenz-gekoppelten sekundären Antikörpern für 30 
Minuten bei Raumtemperatur. Die überschüssigen Antikörper 
wurden in einem letzten Waschschritt mittels FACS-Puffer entfernt. 
Die durchflusszytometrischen Analysen erfolgten anschließend 
an der LSRFortessa. Die anschließende Datenauswertung erfolgte 
mittels des Programmes FlowJo.

3.2.3.3 Markierung von PBMCs mit Fluoreszenzfarbstoffen
Für bestimmte Analysen war es notwendig die PBMCs oder 
bestimmte Subpopulationen mit Fluoreszenzfarbstoffen zu 
markieren. Dies ermöglichte anschließend das Proliferationsverhalten 
der zu untersuchenden Zellen zu analysieren. In den meisten der hier 
beschriebenen Versuche wurde der Farbstoff CTV verwendet. Dafür 
wurden 107 Zellen in 2,5 ml PBS aufgenommen und CTV direkt 
zu der Zellsuspension dazugegeben. Die finale Konzentration von 
CTV betrug 5 mM. Die Zellen wurden für 20 Minuten im Dunklen 
bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die Reaktion 
durch die Zugabe von 10 ml FKS gestoppt. Nach 5 Minuten wurden 
zusätzlich 30 ml RPMI-Kompletttmedium zugegeben und die 
Zellen daraufhin für 10 Minuten bei 300 g und Raumtemperatur 
zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen 
anschließend im entsprechendem Medium aufgenommen. Die 
CFSE-Färbung wurde nur einmalig für die Markierung von 
naiven T-Zellen verwendet. Dafür wurden jene Zellen nach der 
Sortierung in 500 ml PBS mit 5 mM CFDA aufgenommen und 
für 3 Minuten bei regelmässigem Vortexen bei Raumtemperatur 
inkubiert. Anschließend wurden 5 ml FKS, und nach einer weiteren 
Minute 30 ml RPMI-Komplettmedium zugegeben. Die Zellen 
wurden anschließend für 10 Minuten bei Raumtemperatur bei 300 
g zentrifugiert. Der Überstand wurde daraufhin verworfen und die 
Zellen in Medium aufgenommen.
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3.2.3.4 Fluoreszenzbasierte Zellsortierung von T-Zell-Subpopulationen
Die Isolation naiver T-Zellen von PBMCs erfolgte mittels 
Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierung (eng. fluorescence based cell 
sorting, FACS). Dafür wurden die PBMCs mittels konjugierter 
Antikörper für die Marker CD3, CD45RA, CCR7 und CD95 für 
30 Minuten bei 4 °C gefärbt. Anschließend wurden die PBMCs 
mit FACS-Puffer gewaschen und für 5 Minuten bei 400 g und  
4 °C runterzentrifugiert. Die Zellsortierung erfolgte an dem Gerät 
FACSAria II in Zusammenarbeit mit der BCRT Core Facility Flow 
Cytometry and Mass Cytometry.

3.2.4 Biochemische Methoden

3.2.4.1 Multiplex-Zytokin-Analyse
Die Analyse pro-inflammatorischer Zytokine in den Kokultur-
Überständen erfolgte mittels des V-Plex Proinflammatory Panel 1 
Human Kit. Dieses Kit ermöglichte eine parallele und sehr sensitive 
Analyse der 10 Zytokine IFN-γ,IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, 
IL-12p70, IL-13 und Tumor necrosis factor (TNF)-α. Dafür wurden 
die zuvor eingefrorenen Kokultur-Überstände auf Eis aufgetaut 
und anschließend 40 µl der unverdünnten Proben in die Platten 
pipettiert. Die Analyse der Überstände erfolgte in Duplikaten. Die 
Durchführung der Assays erfolgte nach Herstellerangaben. Nach 
Prozessierung wurden die Platten am MESO QuickPlex SQ 120 
eingemessen und die Daten mit Hilfe des Programmes Discovery 
Workbench analysiert.

3.2.4.2 TGFβ1-ELISA
Vorhandenes Transforming growth factor beta 1 (TGFβ1) in den 
Kokultur-Überständen wurde mittels TGFβ1-Enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) detektiert. Dafür wurden die 
entsprechenden Überstandsproben zunächst auf Eis aufgetaut 
und daraufhin 1:4 mit dem beigefügten Sample diluent verdünnt. 
Für die Messung von aktivem TGFβ1 wurden die Proben direkt 
in die vorgefertigten Platten gegeben. Für die Analyse der totalen 
Menge (aktives plus inaktives) an TGFβ1, wurden die Proben 
nach Herstellerangaben zunächst angesäuert und anschließend 
neutralisiert. Nach Durchführung wurden die Platten bei einer 
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Wellenlänge von 450 nm und 570 nm am SpectraMax 340PC 
unter Verwendung des Programmes SoftMax Pro eingemessen. Die 
unspezifisch gemessene Absorption (570 nm) wurden anschließend 
von der spezifischen Absorption (450 nm) abgezogen.

3.2.5 Statistische Auswertung

Alle statistischen Analysen erfolgten mittels der Software GraphPad 
Prism. Angegeben sind jeweils die Mittelwerte kombiniert mit den 
ermittelten Standardfehlern (eng. standard error of the mean, SEM). 
Für die statistische Analyse von zwei Gruppen mit einer Variable 
wurde der Mann-Whitney-Test verwendet. Wurden mehr als zwei 
Gruppen mit nur einer Variablen verglichen, erfolgte dies mittels 
Kruskal-Wallis-Test und anschließender Dunn’s Post-hoc-Testung. 
Daten wurden als statistisch Signifikant befunden bei P < 0,05 (*),  
P < 0,01 (**) oder P < 0,001 (***).
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hiPSCs bieten eine unerschöpfliche Ressource therapeutisch-
relevanter Zellen und könnten zukünftig u.a. für die Behandlung 
renaler Erkrankungen verwendet werden. Ziel dieser Arbeit 
war es, potentielle immunologische Effekte gegen autolog und 
allogen hiPSC-abgeleitete Nierenzellen zu untersuchen. Die 
experimentelle Durchführung wurde in 5 Abschnitte unterteilt. 
Zunächst wurden laboreigene hiPSC-Linien generiert und jene 
anschließend charakterisiert. Daraufhin wurden die hiPSCs in 
verschiedene renale Zelltypen differenziert. Im Anschluss wurden 
die Immunphänotypen der hiPSCs und der renal-differenzierten 
hiPSCs unter homöostatischen sowie unter pro-inflammatorischen 
Bedingungen untersucht. Immunologische Effekte von T-Zellen 
sowie von NK-Zellen gegen hiPSCs und renale Derivate wurden in 
Kokulturen mit autologen und allogenen PBMCs getestet. Im letzten 
Abschnitt wurden die hiPSCs und die differenzierten Nierenzellen 
auf potentielle immunmodulatorische Eigenschaften untersucht.

4.1 Reprogrammierung primärer Urinzellen in hiPSCs
Um potentielle autologe Immuneffekte auf renal-differenzierte 
und undifferenzierte hiPSCs testen zu können, wurden zunächst 
laboreigene hiPSC-Linien generiert. Dadurch waren die Identitäten 
der Spender bekannt, wodurch Kokulturen mit autologen PBMCs 
erst ermöglicht wurden. Als Ausgangszellen für die Generierung der 
hiPSC-Linien wurden primäre Urinzellen verwendet. Zwei gesunde 
Probandinnen im Alter von 28 bzw. 30 Jahren erklärten sich bereit, 
zunächst Urin für die Gewinnung der Primärzellen und anschließend 
mehrmals Blut für die darauf folgenden immunologischen Versuche 
zu spenden. Die generierten hiPSC-Linien tragen die Namen 
BCRTi004-A und BCRTi005-A 143, 144.

4.1.1 Expandierte primäre Urinzellen zeigen eine epitheliale 
Morphologie

Jeweils 200 ml Urin wurden für die Gewinnung primärer Urinzellen 
von beiden Spenderinnen verwendet. Für die Isolation und Expansion 
der Zellen wurde das Protokoll von Zhou et al. genutzt 100. Bei den 
isolierten Zellen handelt es sich in der Regel bei gesunden Spendern 
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primär um Epithelzellen aus den Nieren, der Blase sowie dem 
Harnleiter 145. Im Urinzellsediment der isolierten Proben befanden 
sich überwiegend Plattenepithelzellen. Die ersten adhärenten Zellen 
wurden ca. 5 Tage nach der Aussaat sichtbar Abb. 11. Morphologisch 
konnten kubische von spindelförmigen Epithelzellen unterschieden 
werden.

4.1.2 Primäre Urinzellen können mittels integrationsfreier Sendai-Virus-
Technologie in hiPSCs reprogrammiert werden

Im Originalpaper von Zhou et al. wurden die primären Urinzellen 
retroviral reprogrammiert 100. In der hier beschriebenen Arbeit 
erfolgte die Generierung der hiPSC-Linien unter der Verwendung 
von Sendai-Viren. Dies ermöglichte eine integrationsfreie 
Reprogrammierung der primären Urinzellen. Die verwendeten 
Sendai-Viren enthielten jeweils die codierenden Sequenzen der vier 
Yamanaka-Faktoren OCT4, SOX2, KLF4 und c-MYC (OSKM). 
Zwei Wochen nach der Transduktion erschienen die ersten hiPSC-
Kolonien Abb. 12. Anders jedoch als im Originalprotokoll beschrieben, 
wurden die hiPSC-Kolonien anschließend nicht auf MEFs, sondern 
auf Geltrex-beschichteten Zellkulturplatten in TeSR-E6-Medium, 
versetzt mit Fibroblast growth factor 2 (FGF2), ausgesät. Dies 
ermöglichte von Beginn an eine Feeder-freie Kultur der hiPSCs. 
Für die anschließenden immunologischen Versuche war dies von 

Abb. 11: Isolation und Expansion 
primärer Urinzellen. Primäre 
Urinzellen wurden von zwei 
gesunden Spenderinnen isoliert 
und auf Gelatine ausgesät (Tag 
0). Die ersten Kolonien konnten 
an Tag 5 detektiert werden. Die 
adhärenten Zellen wiesen eine 
epitheliale Morphologie auf. 
Exemplarisch hervorgehoben: 
Pfeil blau: Kubische Epithelzellen, 
Pfeil orange: Spindelförmige 
Epithelzellen. Maßstab =̂ 100 μm

Tag 0 Tag 5 Tag 17Tag 11

Primäre Urinzellen Spender 1

Primäre Urinzellen Spender 2

Tag 0 Tag 5 Tag 17Tag 11
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entscheidender Bedeutung um xenogene Immunreaktionen gegen 
die MEFs ausschließen zu können. Pro Spender wurden insgesamt 
5 verschiedene Kolonien mit einer sterilen Pipettenspitze gepickt 
und jeweils getrennt voneinander expandiert. Nach Erreichen der 
Passage 2 wurden 4 der 5 Klone weggefroren. Nur ein Klon pro 
Spender wurde jeweils als hiPSC-Linie, von nun an bezeichnet als 
BCRTi004-A bzw. BCRTi005-A, weiter kultiviert und ab Passage 10 
den notwendigen Tests zum Nachweis der Pluripotenz unterzogen.

4.1.3 Die hiPSC-Linien BCRTi004-A und BCRTi005-A weisen spezifische 
Charakteristika pluripotenter Zellen auf

Zum Nachweis einer erfolgreichen Reprogrammierung und um eine 
hohe Qualität der hergestellten hiPSCs gewährleisten zu können, 
wurden die Zellen anschließend verschiedenen morphologischen, 
molekular-biologischen und funktionellen Tests unterzogen.

4.1.3.1 Die generierten hiPSCs zeigen eine Stammzell-typische Morphologie
Die Linien BCRTi004-A und BCRTi005-A wuchsen in für hiPSCs 
typischen Kolonien und wiesen eine homogene Morphologie mit 
stark abgrenzbarem Rand auf. Die hiPSCs waren sehr klein, rundlich 
und besaßen ein hohes Nukleus / Zellplasma Verhältnis Abb. 13 B & D. 
Bei den primären Urinzellen handelte es sich um einen großen, 
langgestreckten und flachen Zelltyp Abb. 13 A & C.

Abb. 12: Mittels Sendai-Viren 
können primäre Urinzellen zu 
hiPSCs reprogrammiert werden. 
Die expandierten primären 
Urinzellen der Spender 1 und 2 
wurden erneut ausplattiert und 
anschließend Sendai-viral mit 
den vier Yamanaka-Faktoren 
OCT4, SOX2, KLF4 und c-MYC 
transduziert (Tag 0). Zwei Wochen 
nach der Transduktion waren die 
ersten hiPSC-Kolonien sichtbar 
(Tag 17, Pfeile). An Tag 24 wurden 
die jeweiligen Kolonien gepickt 
und auf Geltrex weiter expandiert 
(Tag 28). Maßstab  =̂  100 μm; 
hiPSCs (human induced pluripotent 
stem cells), KLF4 (Kruppel-like 
factor 4); OCT4 (Octamer-binding 
transcription factor 4); SOX2 (Sex 
determining region Y – box 2)

Tag 0 Tag 17 Tag 28Tag 24

Generierung hiPSC-Linie BCRTi004-A

Generierung hiPSC-Linie BCRTi005-A

Tag 0 Tag 17 Tag 28Tag 24
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4.1.3.2 BCRTi004-A und BCRTi005-A exprimieren endogen Pluripotenzmarker 
Die generierten hiPSC-Linien wurden immunzytochemisch auf 
die Expression der pluripotenten Oberflächenmarker Stage-specific 
embryonic antigen-4 (SSEA4), der Tumor-rejection antigens (TRA)-
1-60 und TRA-1-81 sowie auf die Expression des pluripotenten 
Transkriptionsfaktor OCT4 getestet Abb. 14. Die Zell-Linien 
BCRTi004-A und BCRTi005-A exprimierten die genannten 
Pluripotenzmarker.

Um nachzuweisen, dass die festgestellte OCT4-Expression nicht 
exogen auf den transduzierten Sendai-Vektoren basiert und auch 
die anderen Sendai-Vektoren in den generierten hiPSC-Linien 
nicht mehr präsent sind, wurden die hiPSCs auf mögliche 
Expressionsrückstände der Sendai-viralen Transgene mittels 
RT-PCR getestet. Eventuelle Sendai-Rückstände wurden mittels  

Spender 1Urinzellen Spender 1 BCRTi004-ABCRTi004-A BCRTi005-ABCRTi005-ASpender 2Urinzellen Spender 2

A BB DDC

Abb. 13: Die generierten 
hiPSCs zeigen morphologische 
Charakteristika von pluripotenten 
Stammzellen. Die Morphologien 
der primären Urinzellen der 
beiden A) Spendern 1 und C) 
Spendern 2 wiesen jeweils einen 
epithelialen Phänotyp auf. Nach 
der Reprogrammierung zeigten 
die hiPSCs eine für sie typische 
Morphologie (B und C’). Es handelte 
sich dabei um sehr kleine Zellen 
mit einem geringen Plasmaanteil, 
welche Kolonien ausbildeten. 
Maßstab =̂ 50 μm. hiPSCs (human 
induced pluripotent stem cells). 
Abbildung modifiziert 143, 144

BCRTi004-A 

DAPITRA-1-60 TRA-1-81 OCT4SSEA4

DAPITRA-1-60 TRA-1-81 SSEA4 OCT4

BCRTi005-A 

Abb. 14: Die generierten hiPSCs exprimieren Pluripotenzmarker. Mittels Immunzytochemie wurde auf die Expression 
verschiedener Pluripotenzmarker getestet. Die hiPSCs zeigten eine starke Expression der Oberflächenmarker TRA-1-60, 
TRA-1-81 und SSEA sowie des Transkriptionsfaktors OCT4. Die Zellnuklei wurden mittels DNA-Interkalators DAPI 
visualisiert. Maßstab =̂ 50 μm; DAPI (4 ́,6-diamidino-2- phenylindole); hiPSCs (human induced pluripotent stem cells); OCT4 
(Octamer-binding transcription factor 4); SSEA4 (Stage-specific embryonic antigen-4); TRA (Tumor-rejection antigens). Abbildung 
modifiziert 143, 144
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Vektor-spezifischen Primern amplifiziert Abb. 15. Als Negativkontrolle 
diente die hiPSC-Linie WISCi004-A. Diese wurde lentiviral aus 
Fibrobroblasten der Linie IMR-90 generiert 86. Als Positivkontrolle 
diente die hiPSC-Linie BCRTi005-A zum Zeitpunkt der Passage 2.

4.1.3.3 Die Zellen der hiPSC-Linien BCRTi004-A und BCRTi005-A lassen sich in 
Zellentypen aller drei Keimblätter differenzieren
Ein wichtiges Charakteristikum von pluripotenten Stammzellen 
besteht in ihrer Fähigkeit in alle Zelltypen der drei verschiedenen 
Keimblätter Endoderm, Mesoderm und Ektoderm differenzieren 
zu können. Um die generierten hiPSCs auf dieses Merkmal zu 
überprüfen, wurden sie für 10 Tage als EBs kultiviert Abb. 16 A & B. 
Dies induzierte eine spontane und ungerichtete Differenzierung 
der Zellen. Im Anschluss wurden die EBs mittels RT-PCR auf die 
Expression von Keimblätter-spezifischen Transkriptionsfaktoren 
getestet Abb. 16 C. 
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Abb. 15: Die generierten hiPSCs exprimieren ab Passage 14 keine Sendai-Vektoren. Die 
hiPSCs der verschiedenen Zell-Linien wurden geerntet und die isolierte RNA nach cDNA-
Transkription mittels RT-PCR auf das Vorhandensein der 4 verschiedenen transduzierten 
Sendai-Vektoren überprüft. Ab Passage 14 waren die Reprogrammierungsvektoren in 
den beiden hiPSC-Linien nicht mehr nachweisbar. Zur Kontrolle der durchgeführten 
Analyse wurde zusätzlich das Expressionsniveau des Haushaltgenes GAPDH untersucht 
GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase); hiPSCs (human induced pluripotent 
stem cells); KLF4 (Kruppel-like factor 4); OCT4 (Octamer-binding transcription factor 4); SeV 
(Sendai-Virus); SOX2 (Sex determining region Y – box 2); Abbildung modifiziert 143, 144

A B

C

BCRTi004-A BCRTi005-A

Pluripotenzmarker

Mesodermale Marker

Endodermale Marker

Ektodermale Marker

Haushaltsgen

BC
RT

i0
04

-A
BC

RT
i0

05
-A

NANOG

T

MIXL1

GSC
SOX17

NEUROD
OTX2

GAPDH

Abb. 16: Die generierten hiPSC-
Linien lassen sich in Zellen aller 
drei Keimblätter differenzieren. 
Nach 10-tägiger Kultivierung in 
EB-Form (A und B) differenzierten 
die hiPSCs spontan in Zellen aller 
drei Keimblätter. C: Die Analyse 
von Keimblätter-spezifischen 
Markern erfolgte mittels RT-PCR. 
Maßstab =̂ 100 μm; GAPDH 
(Glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase); GSC (Goosecoid); 
hiPSCs (human induced pluripotent 
stem cells); MIXL1 (Mix paired-
like homeobox 1); NANOG 
(Nanog homeobox); NEUROD 
(Neurogeneic differentiation factor 
1); OTX2 (Orthodenticle homeobox 
2); SOX17 (Sex determining region 
Y-box 17); T (Brachyury); Abbildung 
modifiziert 143, 144
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4.1.3.4 Die generierten hiPSC-Linien besitzen einen normalen Karyotyp
Um sicherzustellen, dass während der Reprogrammierung und der 
in vitro Kultivierung keine chromosomalen Aberrationen entstanden 
waren, wurden Karyogramme der beiden generierten hiPSC-Linien 
mittels dem KaryoLite BoBs Kit angefertigt Abb. 17.

4.1.3.5 Der genetischer Fingerabdruck der Spender-PBMCs ist identisch mit den 
dazugehörigen hiPSCs
Um die Reinheit und den Ursprung der generierten hiPSC-Linien 
zu überprüfen, wurden beide Zell-Linien sowie PBMCs der beiden 
Spender auf ihren genetischen Fingerabdruck getestet. Die Loci 
von 10 Short tandem repeats (STRs) wurden dabei amplifiziert 
und anschließend die Anzahl der jeweiligen Wiederholungen 
zwischen den beiden Spendern und den generierten hiPSC-Linien 
verglichen Tab. 15.

Abb. 17: Die generierten 
hiPSC-Linien zeigen keine 
chromosomalen Abberationen. 
Mittels des KaryoLite BoBs Kit 
wurden die Karyogramme der 
reprogrammierten Zell-Linien 
erstellt. Weibliche (rot) und 
männliche (blau) Kontroll-DNA 
mit jeweils normalen Karyotypen 
dienten als Referenzen und 
wurden mit den chromosomalen 
Signalen der zu untersuchenden 
hiPSC-DNA verglichen. Die 
hiPSC-Linien BCRTi004-A (A) und 
BCRTi005-A (B) wiesen einen 
normalen Karyotyp auf. hiPSCs 
(human induced pluripotent stem 
cells); Abbildung modifiziert 143, 144

A B
BCRTi004-A BCRTi005-A



63

Ergebnisse

4.2 Differenzierung von hiPSCs in Nierenzellen
Die Verwendung der hiPSC-Technologie für zukünftige 
zelluläre Therapien bei Nierenerkrankungen erfordert zunächst 
eine Differenzierung der hiPSCs in pathologisch relevante 
Nierenzelltypen. In der hier beschriebenen Arbeit sollten potentielle 
Immuneffekte auf verschiedene renale Kandidatenzellen getestet 
werden. 

Hierfür wurden die hiPSCs zunächst in intermediär-mesodermale 
Zellen (IM-Zellen) differenziert. Diese früh-renalen Vorläuferzellen 
besitzen das Potential, sich in jeden Zelltyp der Niere weiter 
entwickeln zu können und könnten aufgrund ihrer Multipotenz 
für die Regeneration kompletter Nephrone verwendet werden. Die 
IM-Zellen können weiterhin gezielt in proximale Tubuluszellen 
(PT-Zellen) differenziert werden. Bei den PT-Zellen handelt es 
sich um ausdifferenzierte Epithelzellen, welche Prozentual einen 
Großteil der Nierenzellen ausmachen 146. Lokalisiert sind sie am 
Harnpol der Bowmanschen Kapsel. Funktionell besitzen die PT-
Zellen viele regulatorische und endokrinologische Funktionen und 
sind zudem für 2/3 der Resorption von Nähr- und Mineralstoffen 
sowie Wasser aus dem Primärharn verantwortlich. Viele akute 

vWA

PBMCs Spender 1 BCRTi004-A PBMCs Spender 2 BCRTi005-A

15 - 19 15 - 19 17 - 18 17 - 18
HUMTH01 8 - 9 8 - 9 6 - 7 6 - 7
D16S539 11 - 12 11 - 12 11 - 13 11 - 13
D7S820 8 - 10 8 - 10 9 - 10 9 - 10
CSF1PO 11 - 11 11 - 11 10 - 13 10 - 13
D5S818 12 - 13 12 - 13 11 - 12 11 - 12
TPOX 8 - 9 8 - 9 8 - 8 8 - 8
D13S317 11 - 11 11 - 11 12 - 13 12 - 13
DXS101 24 - 26 24 - 26 25 - 25 25 - 25
DYS393 - - - -

Tab. 15: Der genetischer Fingerabdruck der Spender-PBMCs stimmt mit dem der dazugehörigen generierten hiPSCs 
überein. Der genetische Fingerabdruck wurde mittels STR-Analyse von den isolierten PBMCs der Spender 1 und 2 mit den 
dazugehörigen hiPSCs verglichen. In der Tabelle ist die Anzahl der Wiederholungen der jeweiligen STRs auf den beiden 
Allelen dokumentiert. Die 10 untersuchten Loci stimmten hierbei zwischen Spender 1 und BCRTi004-A sowie zwischen 
Spender 2 und BCRTi005-A überein. hiPSCs (human induced pluripotent stem cells); PBMCs (peripheral blood mononuclear 
cells); STR (short tandem repeat).
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sowie chronische renale Erkrankungen manifestieren sich zunächst 
in den PT-Zellen. Therapeutisch könnten sich hierfür zukünftig 
hiPSC-basierte PT-Zell-Ersatztransplantationen eignen. Um an den 
PT-Zellen immunologische Langzeiteffekte untersuchen zu können, 
wurden jene nach ihrer Differenzierung für zwei zusätzliche Wochen 
in vitro kultiviert und erst anschließend für die immunologischen 
Untersuchungen verwendet. Die dabei generierten Zellen wurden 
als langzeit-kultivierte proximale Tubuluszellen (LT-PT-Zellen) 
bezeichnet. Am Beispiel der IM-, PT- und LT-PT-Zellen sollte in 
der vorliegenden Arbeit neben der individuellen Immunigenität der 
jeweiligen Zelltypen zusätzlich untersucht werden, ob potentielle 
Immuneffekte abhängig sind vom Differenzierungs- sowie 
Maturierungsstadium der differenzierten hiPSCs.

4.2.1 Aus Urinzellen reprogrammierte hiPSCs können sukzessiv über 
Vorläuferzellen in proximale Tubuluszellen differenziert werden

Für die Differenzierung der hiPSCs in renale Zellen wurde das 
von Lam et al. publizierte Protokoll verwendet 147, Abb. 18. In der 
genannten Publikation wird die sukzessive Differenzierung von 
hiPSCs über IM-Zellen in PT-Zellen beschrieben. Im ersten Schritt 
wurden die hiPSCs mittels CHIR99021 in die mesendodermale-
Richtung differenziert. Bei CHIR99021 handelt es sich um ein 
synthetisches Molekül, welches die Glycogen synthase kinase 3 (GSK-
3) inhibiert. Die Inkubationszeit der hiPSCs mit CHIR99021 
betrug 36 Stunden. Dadurch kann laut der Autoren die höchste 
Differenzierungseffizienz erzielt werden. Die mesendodermalen-
Zellen wurden anschließend mit FGF2 und all-trans Retinoic 
acid (RA) in IM-Zellen differenziert. Durch eine darauf folgende 
Kultivierung der IM-Zellen in A-RPMI-Komplettmedium ohne  

hiPSCs
Tag 0

4,5 Tage
36 Stunden: CHIR99021
72 Stunden: FGF2, RA

7 Tage
Basalmedium

14 Tage
Basalmedium
Passagierung

IM-Zellen
Tag 5

PT-Zellen
Tag 12

LT-PT-Zellen
Tag 26

Abb. 18: Differenzierung von 
hiPSCs in IM-, PT- und LT-PT-
Zellen. Für die stufenweise 
Differenzierung der hiPSCs in 
IM-, und PT-Zellen wurde das 
publizierte Protokoll von Lam et al. 
2014 verwendet 147. Nach Aussaat 
der hiPSCs wurden jene zunächst 
für 36 Stunden mit CHIR99021 
und danach für 72 Stunden mit 
FGF2 und RA stimuliert. Dies 
führte zur Differenzierung in IM-
Zellen. Nach 7 zusätzlichen Tagen 
in A-RPMI-Komplettmedium 
differenzierten die IM-Zellen zu 
PT-Zellen. Anschließend wurden 
die PT-Zellen für weitere 14 Tage 
mit wöchentlicher Passagierung 
in A-RPMI-Komplettmedium 
kultiviert und wurden ab dem 
Reifestadium als LT-PT-Zellen 
bezeichnet. hiPSCs (human induced 
pluripotent stem cells); IM-Zellen 
(intermediär-mesodermale Zellen); 
LT-PT-Zellen (langzeit-kultivierte 
proximale Tubuluszellen); PT-
Zellen (proximale Tubuluszellen)
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Zugabe von zusätzlichen Wachstumsfaktoren differenzierten die 
Zellen zu PT-Zellen. Für die Gewinnung der LT-PT-Zellen wurden 
die ausdifferenzierten PT-Zellen anschließend für zwei weitere 
Wochen in A-RPMI-Komplettmedium kultiviert.

4.2.2 Differenzierte PT-Zellen lassen sich stabil und langfristig in vitro 
kultivieren

Nach der Differenzierung in PT-Zellen mussten diese für die 
Analyse phänotypischer und immunologischer Langzeiteffekte 
stabil in vitro kultiviert werden. Um dies zu Realisieren, wurden 
die differenzierten PT-Zellen unter wöchentlichen Passagierungen 
für weitere 14 Tage in A-RPMI-Komplettmedium kultiviert. Um 
die Aufrechterhaltung des Phänotypes zu garantieren, wurden 
verschiedene Beschichtungen (Geltrex, Kollagen IV) bzw. 
unbeschichtete Polystyrol-Zellkulturplatten für die Aussaat der PT-
Zellen getestet. Nach 7 bzw. 14 Tagen wurden die LT-PT-Zellen 
mittels Durchflusszytometrie auf die Expression der PT-spezifischen 
Marker Aquaporin 1 (AQP1) und Sodium-potassium adenosine 
triphosphatase (Na/K-ATPase) getestet. Des Weiteren wurde die 
Morphologie der LT-PT-Zellen mikroskopisch untersucht Abb. 19. Die 
durchflusszytometrische Analyse ergab, dass die Geltrex-basierte 
Kultivierung zum stabilsten PT-Phänotyp führte. Unter diesen 
Bedingungen waren nach 14-tägiger Kultivierung 68,2 % der 
Zellen positiv für AQP1 und 58,9 % für die Expression der Na/K-
ATPase. Die Verwendung von Kollagen IV (48,8 % für AQP1; 28,7 
% für Na/K-ATPase) oder Polystyrol (24,8 % für AQP1; 26,7 % 
für Na/K-ATPase) war weniger effizient in der Aufrechterhaltung 
des PT-Phänotypes. Für die anschließenden Versuche wurde zur 
Generierung der LT-PT-Zellen aufgrund der hier beschriebenen 
Ergebnisse für die Beschichtung der Zellkulturware Geltrex 
verwendet.
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Geltrex

Kollagen IV

Polystyrol

Tag 19: Zwischenstadium PT- / LT-PT-Zellen

Tag 26: LT-PT-Zellen
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Abb. 19: PT-Zellen lassen sich 
auf Geltrex bei wöchentlichem 
Passagieren langfristig in vitro 
kultivieren. Für eine stabile 
Weiterkultivierung der PT-
Zellen wurden diese nach der 
Differenzierung passagiert und 
entweder auf Geltrex, Kollagen 
IV oder auf Polystyrol in einem 
Verhältnis 1:6 ausplattiert. Nach 
einer Woche wurden die Zellen 
geerntet und erneut auf den drei 
verschiedenen Oberflächen im 
gleichen Verhältnis ausgesät. 
Bei der Ernte wurden die Zellen 
jeweils auf die Expressionen 
von AQP1 und NA/K-ATPase 
d u r c h f l u s s z y t o m e t r i s c h 
untersucht. Mit einer 
Detektionsrate von 68,2 % für 
AQP1 und 58,9 % Na/K-ATPase 
auf den Tag 26 kultivierten 
LT-PT-Zellen zeigte Geltrex die 
höchste Effizienz für eine stabile 
Weiterkultivierung der PT-
Zellen. Maßstab =̂ 50 μm. AQP1 
(Aquaporin 1); FSH-H (Forward 
scatter height); LT-PT-Zellen 
(langzeit-kultivierte proximale 
Tubuluszellen); Na/K-ATPase 
(Sodium-potassium adenosine 
triphosphatase); PT-Zellen 
(proximale Tubuluszellen)
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4.2.3 Die generierten hiPSC-Linien lassen sich mit sehr hohen Effizienzen 
in IM- und PT-Zellen differenzieren

Die Morphologie der renalen Zellen wurde an jedem Punkt der 
Differenzierung mikroskopisch betrachtet Abb. 20. Bei den hiPSCs 
handelte es sich um sehr kleine, Zytoplasma-arme Zellen, welche 
typische Kolonieverbände bildeten. Die IM-Zellen ließen sich 
phänotypisch eindeutig von den hiPSCs unterscheiden: Sie waren 
wesentlich größer, langgestreckt und bildeten keine Kolonien mehr 
aus. Indessen verteilten sie sich netzartig in der Kulturplatte. Bei 
den PT-Zellen handelte es sich um isoprismatische Epithelzellen, 
die an manchen Stellen dreidimensionale Dom-artige Strukturen 

ausbildeten. Die epitheliale Morphologie konnte langfristig  
aufrechterhalten werden, jedoch konnten die LT-PT-Zellen auf 
Grund einer generell verringerten Zelldichte keine domartigen 
Strukturen mehr formieren.

Um die Effizienzen der gerichteten renalen Differenzierungen 
zu untersuchen, wurden die IM-, PT- und LT-PT-Zellen 
nach Beendigung der jeweiligen Differenzierungen mittels 
Durchflusszytometrie auf die Expression Zelltyp-spezifischer 
Marker getestet. Die IM-Zellen wurden auf die Expression der 
Transkriptionsfaktoren LIM homeobox protein 1 (LHX1) und Paired 
box 2 (PAX2) untersucht. Die PT-Zellen und die LT-PT-Zellen 
wurden wie schon im vorherigen Abschnitt 4.2.2 beschrieben 
jeweils auf die Expression der Transmembranproteine AQP1 und 
Na/K-ATPase getestet. 76,3 % der IM-Zellen exprimierten nach 
der Differenzierung den IM-spezifischen Marker LHX1, sowie zu 
75,9 % den IM-Marker PAX2 Abb. 21B. Die differenzierten PT-Zellen 
wurden zu 77,8 % positiv für AQP1 und zu 80,7 % positiv für die 
Na/K-ATPase gefärbt Abb. 21C. Die phänotypische Stabilität der LT-PT-

hiPSCs IM-ZellenIM-Zellen LT-PT-ZellenLT-PT-ZellenPT-Zellen

Abb. 20: Die renal-differenzierten 
Zellen zeigen Zelltyp-spezifische 
Morphologien. Nach Beendigung 
ihrer Differenzierungen wurden 
die renalen Zellen unter dem 
Mikroskop morphologisch 
betrachtet. Die IM-Zellen zeigten 
im Vergleich zu den hiPSCs 
einen länglichen Zelltyp, welcher 
nicht mehr im Kolonieverband 
wuchs. Die PT-Zellen wiesen 
eine epitheliale Morphologie 
auf und formten an sehr Zell-
dichten Stellen Dom-artige 
Strukturen aus, was für eine 3D–
Organisation und Polarisierung 
der Zellen spricht. Nach der 
Langzeitkultivierung zeigten die 
LT-PT-Zellen weiterhin eine für sie 
typische epitheliale Morphologie, 
formierten sich jedoch nicht zu 
Dome. Maßstab =̂ 100μm; hiPSCs 
(human induced pluripotent stem 
cells);  IM-Zellen (intermediär-
mesodermale Zellen); LT-PT-Zellen 
(langzeit-kultivierte proximale 
Tubuluszellen); PT-Zellen 
(proximale Tubuluszellen)
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Zellen konnte durch eine Erhöhung der Aussaatrate von 1:3 bei der 
Passagierung der PT-Zellen weiterhin optimiert werden. So zeigten 
anschließend 75,6 % der LT-PT-Zellen eine Expression von AQP1 
bzw. 73,4 % von Na/K-ATPase Abb. 21D. Die hiPSCs exprimierten zu 
maximal 4,85 % IM- oder PT-spezifische Marker Abb. 21A.
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75,6 73,4
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Abb. 21: hiPSC-abgeleitete 
renale Zellen exprimieren 
Zelltyp-spezifische Marker. 
Die Effizienz der renalen 
Differenzierungen wurde mittels 
Durchlusszytometrie getestet. A) 
Es ergab sich für die hiPSCs eine 
sehr geringe Expressionen der 
IM-Marker LHX1 und PAX2 und 
der PT-Marker AQP1 und Na/K-
ATPase. B) Die differenzierten 
IM-Zellen waren zu 76,3 % 
positiv für LHX1 und zu 75,9 % 
positiv für PAX2. C) Die PT-Zellen 
exprimierten AQP1 zu 77,8 % und 
Na/K-ATPase zu 80,7 %. D) Auch 
die LT-PT-Zellen zeigten ein sehr 
hohes Expressionslevel von AQP1 
(75,6 %) und Na/K-ATPase (73,4 
%). AQP1 (Aquaporin 1); hiPSCs 
(human induced pluripotent stem 
cells);  IM-Zellen (intermediär-
mesodermale Zellen); LHX1 (LIM 
homeobox protein 1); LT-PT-Zellen 
(langzeit-kultivierte proximale 
Tubuluszellen); Na/K-ATPase 
(Sodium-potassium adenosine 
triphosphatase); PAX2 (Paired 
box 2); PT-Zellen (proximale 
Tubuluszellen) 
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4.2.4 Die Genexpressionsprofile der primordialen Urinzellen, der hiPSCs 
und der renal-differenzierten hiPSCs bilden Zelltyp-spezifische Cluster

Die Charakterisierung der renal-differenzierten hiPSCs mittels 
Durchflusszytometrie beschränkte sich nur auf eine geringe Anzahl 
von Zelltyp-spezifischen Markern. Für eine detailliertere Analyse 
wurden mittels RNA-Sequenzierung Transkriptomdaten von den 
beiden verwendeten hiPSC-Linien und den daraus abgeleiteten IM-
Zellen, PT- und LT-PT-Zellen, sowie der für die Reprogrammierung 
verwendeten primordialen Urinzellen erstellt. Von jedem Zelltyp 
wurde pro hiPSC-Linie zusätzlich ein technisches Duplikat 
angefertigt. Mittels der multivarianten Hauptkomponentenanalyse 
(eng. principal component analysis, PCA) wurden die Zellen anhand 
ihrer Genexpressionsmuster gruppiert und anschließend jene Cluster 
im bidimensionalem Raum miteinander verglichen. Wie anhand 
der grafischen Darstellung der PCA-Ergebnisse zu erkennen ist, 
unterschieden sich die Transkriptome der verschiedenen Zelltypen 
voneinander und bildeten jeweils separate Cluster Abb. 22. 

Abb. 22: hiPSCs, IM-, PT-, 
LT-PT-Zellen, sowie primäre 
Urinzellen bilden spezifische 
Cluster basierend auf ihren 
Genexpressionsmustern. Nach 
einer RNA-Sequenzierung wurden 
die jeweiligen Transkriptome der 
hiPSCs, der renal-differenzierten 
Zellen und der primordialen 
Urinzellen gegenübergestellt. Es 
ergaben sich somit basierend auf 
den jeweiligen Expressionsprofilen 
eindeutige Unterschiede zwischen 
den verschiedenen Zelltypen. Die 
biologischen und technischen 
Replikate wurden den gleichen 
Clustern zugewiesen. hiPSCs 
(human induced pluripotent stem 
cells); IM-Zellen (intermediär-
mesodermale Zellen); LT-PT-Zellen 
(langzeit-kultivierte proximale 
Tubuluszellen); PT- Zellen 
(proximale Tubuluszellen)
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Die Genexpressionsprofile der technischen sowie der biologischen 
Duplikate der verschiedenen Zelltypen überlappten weitestgehend. 
Am stärksten unterschieden sich die Transkriptomprofile der 
primordialen Urinzellen und der hiPSCs. Die Expressionsprofile 
der hiPSCs, IM-Zellen, sowie der PT- und LT-PT-Zellen lagen 
im PCA-Plot untereinander auf einer Linie, was die stufenweise 
Differenzierung der pluripotenten Zellen zu den ausgereifteren 
LT-PT-Zellen wiederspiegelt. Daran wird deutlich, dass es 
transkriptionelle Unterschiede zwischen den PT- und den LT-PT-
Zellen gab. Zusätzlich zeigt sich, dass die Transkriptionsprofile im 
Laufe der Differenzierung von den hiPSCs zu den LT-PT-Zellen 
sich den Transkriptionsprofilen der primordialen Urinzellen wieder 
annäherten.

4.2.5 Im Verlauf der sukzessiven Differenzierung der hiPSCs zu LT-PT-
Zellen werden Zelltyp-spezifische Marker hochreguliert und pluripotente 
Gene runterreguliert

Die Transkriptomdaten wurden zusätzlich verwendet, um 
die hiPSCs und die differenzierten Nierenzellen auf die 
Genexpressionsintensitäten weiterer Zelltyp-spezifischer Marker 
zu untersuchen Abb. 23. Verglichen wurden dabei die gemessenen  
Fragmente pro Kilobase Exonsequenz pro Million kartierter Reads 
(eng. fragments per kilobase million, FPKM). Die hiPSCs exprimierten 
die Pluripotenzgene SOX2, OCT4, NANOG, LIN28A, Alkaline 
phosphotase (ALPL) und Telomerase reverse transcriptase (TERT). 
Im Vergleich zu den Transkriptionsprofilen der IM-Zellen war eine 
deutliche Herunterregulierung der Pluripotenzgene, abgesehen 
von LIN28, zu verzeichnen. Dafür kam es zu einer spezifischen  
Hochregulation von renal-entwicklungsspezifischen Genen wie 
zum Beispiel von Spalt-like transcription factor 1 (SALL1), Paired 
box 8 (PAX8), GATA binding protein 3 (GATA3), T sowie von 
PAX2 und LHX1, deren Expression zuvor schon in Abschnitt 
4.2.3 durchflusszytometrisch nachgewiesen werden konnte. Nach 
der Differenzierung der IM-Zellen zu PT- sowie zu LT-PT-Zellen 
kam es zu einer kompletten Runterregulation der Pluripotenzgene 
und zu einer Expressionsreduktion renal-spezifischer Vorläufergene. 
Dafür kam es zu einer Hochregulation von epithelialen Markern wie 
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Catenin beta 1 (CTNNB1), Keratin 8 (KRT8), Keratin 18 (KRT18), 
Marker verschiedener Adhesionsmolekülen wie Cadherin 2 (CDH2) 
und Tight junction protein 1 (TJP1) und Marker für PT-spezifische 
Transportkanäle wie Solute carrier family 22 member 5 (SLC22A5), 
Solute carrier family 22 member 2 (SLC22A2) und Solute carrier family 
12 member 4 (SLC12A4). Einige PT-spezifische Marker wie der 
Wassertransportkanal AQP1 oder die Endopeptidase Neurolypsin, 
auch als Membrane metalloendopeptidase (MME) bezeichnet, zeigten 
im Vergleich zu den PT-Zellen eine erhöhte Expression in den 
LT-PT-Zellen.
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Abb. 23: hiPSCs und hiPSC-
abgeleitete Nierenzellen 
exprimieren jeweils Zelltyp-
spezifische Marker. Die 
Transkriptomdaten der hiPSCs 
und der renal-differenzierten 
hiPSCs wurden auf die spezifische 
Expression Zelltyp-relevanter 
Gene überprüft und miteinander 
verglichen. Technische Duplikate 
beider hiPSC-Linien und der 
differenzierten Nierenzellen 
wurden für diese Untersuchung 
eingeschlossen. Angegeben sind 
die erhaltenen durchschnittlichen 
FPKM-Werte von n=4 Zellproben 
pro Zelltyp. FPKM (Fragments  
per kilobase million); hiPSCs 
(human induced pluripotent stem 
cells); IM-Zellen (intermediär-
mesodermale Zellen); LT-PT-Zellen 
(langzeit-kultivierte proximale 
Tubuluszellen); PT-Zellen 
(proximale Tubuluszellen) 
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4.3 Charakterisierung des Immunphänotypes der 
hiPSCs, der differenzierten Nierenzellen und der 
primären Urinzellen
Im Folgenden wurden die hiPSCs sowie die renal-differenzierten 
IM-, PT- und LT-PT-Zellen immunphänotypisch charakterisiert, um 
eine potentielle Abstoßung der hiPSCs und der hiPSC-abgeleiteten 
Nierenzellen durch T- sowie NK-Zellen abschätzen zu können.  
Dabei wurden insbesondere die Expressionen der MHC-Klasse I- 
und Klasse II-Komplexe untersucht, da jene für die Erkennung durch 
T- und NK-Zellen entscheidend sind. Zusätzlich wurden die hiPSCs 
und die differenzierten Nierenzellen mittels der Transkriptomdaten 
auf die Expression T-Zell-kostimulatorischer Gene untersucht. 
Weiterhin wurden die Transkriptomdaten verwendet, um die 
hiPSCs und die renalen Derivate auf die Expression von NK-Zell-
aktivierenden sowie NK-Zell-inhibierenden Gene zu analysieren. 
Eine abnormale Expression bestimmter Gene kann nachweislich zu 
einer T-Zell-vermittelten Abstoßung der hiPSCs und der hiPSC-
Derivate führen. Diesbezüglich wurden zusätzlich auf Basis der 
Transkriptomdaten die hiPSCs und die differenzierten IM-, PT- und 
LT-PT-Zellen auf die Expression bekannter Antigene getestet.

4.3.1 Das Expressionsniveau von HLA-A/B/C und HLA-DR hängt vom 
Differenzierungsstadium der hiPSC-abgeleiteten Nierenzellen ab und 
erhöht sich nach Stimulation mit IFNγ 

Ein Teil der hiPSCs und der renal-abgeleiteten IM-, PT-, und LT-
PT-Zellen wurde nach Ende der jeweiligen Differenzierungen für 48 
Stunden mit IFNg kultiviert. Im Anschluss wurde die Expression von 
HLA-A/B/C und HLA-DR durchflusszytometrisch untersucht. Um 
die HLA-Expressionen auf den hiPSCs und den hiPSC-abgeleiteten 
Nierenzellen mit primären somatischen Zellen vergleichen 
zu können, wurden die zur Reprogrammierung verwendeten 
primären Urinzellen in die Untersuchung mit eingeschlossen. Bei 
IFNg handelt es sich um ein sehr potentes pro-inflammatorisches 
Zytokin, welches bei somatischen Zellen sowie auch bei 
pluripotenten Stammzellen zu einer Erhöhung der HLA-Expression  
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führt 148, 149. Auch die Expression von HLA-DR kann durch IFNg 
auf somatischen Zellen induziert werden 150. Durch die Behandlung 
mit IFNg sollte im Vergleich zu homöostatischen Bedingungen der 
Einfluss eines entzündlichen Milieus auf den Immunphänotyp der 
hiPSCs und der renal-differenzierten Zellen untersucht werden. 
Für die Analyse des basalen MHC-Expressionsniveaus unter 
homöostatischen Bedingungen wurden parallel jeweils Proben ohne 
IFNg-Stimulation angesetzt.

Wie in der Literatur schon beschrieben wurde, exprimierten die 
hiPSCs HLA-A/B/C unter homöostatischen Bedingungen auf 
sehr geringem Niveau 149. Die Untersuchungen der IM- und der 
PT-Zellen ergaben auch ein sehr geringes Expressionslevel für HLA-
A/B/C für IFNg-unstimulierte Zellen Abb. 24. Bei den LT-PT-Zellen 
war eine erhöhte HLA-A/B/C-Expression unter homöostatischen 
Bedingungen zu verzeichnen, welche jedoch immer noch geringer 
als bei den primären Urinzellen ausfiel. Die Urinzellen zeigten ein 
hohes Expressionsniveau an HLA-A/B/C. Die Stimulation mit 
IFNg führte bei allen Zelltypen zu einer Hochregulation der HLA-
A/B/C-Expression. HLA-DR wurde weder unter homöostatischen 
noch nach IFNg-Stimulation auf den hiPSCs, den IM- und den 
PT-Zellen detektiert. Die LT-PT-Zellen (bis zu 15 % der Zellen) 
und die primären Urinzellen (bis zu 40 % der Zellen) exprimierten 
HLA-DR jeweils nach IFNg-Stimulation.

HLA-A/B/C

hiPCSs IM-Zellen PT-Zellen LT-PT-Zellen Urinzellen

%
 M

ax
.

HLA-DR

%
 M

ax
.

Abb. 24: Der Immunphänotyp ist 
abhängig vom Differenzierungsstatus. 
Die hiPSCs und renal-differenzierten 
Zellen wurden auf die HLA-
A/B/C- und HLA-DR-Expression 
unter homöostatischen und pro-
inflammatorischen Bedingungen, 
mittels IFNγ-Stimulation, 
durchflusszytometrisch untersucht. 
hiPSCs, IM- und PT-Zellen 
exprimierten unter homöostatischen 
Bedingungen kaum HLA-A/B/C, 
jedoch nach IFNγ-Stimulation. LT-PT-
Zellen zeigten unter homöostatischen 
Bedingungen eine moderate 
Expression von HLA-A/B/C. IFNγ 
induzierte eine Expression von HLA-
DR auf den LT-PT-Zellen sowie auf 
den primären Urinzellen. Dargestellt 
ist jeweils exemplarisch die HLA-
A/B/C- und HLA-DR-Expression der 
hiPSCs und der hiPSC-abgeleiteten 
Nierenzellen der Linie BCRTi005-A 
sowie der primären Urinzellen 
des Spenders 2. hiPSCs (human 
induced pluripotent stem cells); 
IFNγ (Interferon gamma); (IM-Zellen 
(intermediär-mesodermale Zellen); 
LT-PT-Zellen (langzeit-kultivierte 
proximale Tubuluszellen); PT- Zellen 
(proximale Tubuluszellen)

Negativkontrolle

Unstimuliert

IFNγ-stimuliert
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4.3.2 Die Expression von MHC-Klassz I- und MHC-Klasse II-relevanten 
Genen erhöht sich im  Laufe der Differenzierung

Um eingehendere Einblicke über den immunologischen Phänotyp 
der hiPSCs sowie der renalen Derivate und der primären Urinzellen 
unter pro-inflammatorischen Bedingungen zu erlangen, wurden die 
jeweiligen Transkriptomdaten auf die Expression von MHC-Klasse I- 
und MHC-Klasse II-assoziierten Gene sowie auf die Expression von 
T-Zell-kostimulatorischen Gene untersucht. Für die Erstellung der 
Transkriptionsprofile wurden die hiPSCs und die renalen Derivate 
der Linie BCRTi005-A sowie die primären Urinzellen des Spenders 
2 jeweils für 48 Stunden mit IFNg stimuliert und anschließend die 
isolierte RNA sequenziert. Es wurden jeweils technische Triplikate 
angefertigt. Die FPKM-Werte der zu untersuchenden Gene wurden 
daraufhin zwischen den verschiedenen Zelltypen verglichen Abb. 25.

MHC-Klasse I-relevante Gene wie Beta2-Microglobulin (b2M), 
HLA-A/B/C, TAP binding protein (TAPBP), ATP binding cassette 
subfamily B member 1 und 2 (TAP1 und TAP2) und Endoplasmic 
reticulum aminopeptidase 1 und 2 (ERAP 1 und ERAP2) wurden 
am stärksten von den primären Urinzellen exprimiert. Während die 
hiPSCs sehr geringe Expressionslevel für MHC-Klasse I-relevante 
Gene zeigten, kam es im Laufe der Differenzierung zu einem 
sukzessiven Expressionsanstieg. 

Die primären Urinzellen zeigten auch die höchsten Expressionslevel 
für die MHC-Klassz II-assoziierten Gene HLA-DMA, HLA-DMB, 
CD74, Class II major histocompatibility complex transactivator 
(CIITA), Lysosomal thiol reductase (IFI30) und Cathepsin S (CTSS). 
Die MHC II-relevanten Gene CAP-Gly domain containing linker 
protein 1 (CLIP1), HLA-DRA, HLA-DB1, HLA-DPA1 und 
HLA-DPB1 wurden interessanterweise am stärksten von den LT-
PT-Zellen exprimiert. Die Expression dieser Gene in den primären 
Urinzellen war im Vergleich zu den LT-PT-Zellen leicht vermindert. 
Verglichen mit den anderen Zelltypen wiesen die PT-Zellen die 
höchste Expressionsrate für den Regulatory factor 1 (RFX1) auf. 
Die hiPSCs und IM-Zellen zeigten das höchste Expressionslevel für 
HLA-DQB1, HLA-DOA und HLA-DOB.
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Die für das Signal 2 zur T-Zell-Aktivierung und zur Stimulation des 
CD28-Rezeptors klassischen Gene CD80 und CD86 wurden von 
den hiPSCs, den renalen Derivaten und den primären Urinzellen 
mit einem FPKM-Wert von 0,004 - 0,081 sehr gering exprimiert. 
Die Expressionen der kostimulatorischen Gene TNF superfamily 
member 4 (TNFSF4), Intracellular adhesion molecule 1 (ICAM1), 
CD70 oder TNFSF9 konnten je nach Zelltyp detektiert werden. So 
wurde der Ligand TNFSF4 von den IM-, PT- und LT-Zellen sehr 
gering exprimiert und zeigte die niedrigste Expression bei primären 
Urinzellen. Die Expression des Rezeptors ICAM1 konnte auf den 
hiPSCs und den renalen Derivaten mit moderatem und auf den 
primären Urinzellen mit hohem Expressionslevel nachgewiesen 
werden. CD70 sowie TNFSF9 zeigten ein sehr geringes 
Expressionsniveau in hiPSCs sowie den renalen Derivaten und eine 
Hochregulation in primären Urinzellen. Die Expressionsprofile 
der hiPSCs, der hiPSC-abgeleiteten IM-, PT- und LT-PT-Zellen 
sowie der primären Urinzellen wurden auf weitere  T-Zell-
kostimulatorische- sowie MHC-Klasse I und MHC-Klasse II-
relevante Gene untersucht Abb. 25.
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5.591 2.663 0.782 10.382 23.271
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15.859 65.832 60.617 135.527 222.482

140.025 508.255 478.239 589.253 857.135

1014.915 2798.123 4193.027 5679.72 8844.167

480.552 321.66 594.371 644.646 1134.84

214.413 170.786 282.055 460.977 949.534

284.215 1345.257 1212.137 1624.38 3614.883

388.442 878.136 700.898 844.32 1740.7

5.032 14.682 23.683 26.651 103.058
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Abb. 25: Expressionsprofile 
von T-Zell-kostimulatorischen 
sowie MHC-Klasse I- und MHC-
Klasse II-assoziierten Gene. 
Mittels der Transkriptomdaten 
wurden die Immunphänotypen 
von  IFNγ-stimulierten hiPSCs, 
den renalen Derivate (IM-, 
PT- und LT-PT-Zellen) und den 
primären Urinzellen untersucht 
und miteinander verglichen. 
Dargestellt sind die 
durchschnittlichen FPKM-Werte 
von n=3 pro Zelltyp der Linie 
BCRTi005-A sowie der primären 
Urinzellen des Spenders 2. FPKM 
(Fragments per kilobase million); 
hiPSCs (human induced pluripotent 
stem cells); IFNγ (Interferon 
gamma); IM-Zellen (intermediär-
mesodermale Zellen); LT-PT-Zellen 
(langzeit-kultivierte proximale 
Tubuluszellen); PT-Zellen 
(proximale Tubuluszellen)
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4.3.3 hiPSCs und hiPSC-abgeleitete IM-, PT- und LT-PT-Zellen exprimieren 
NK-Zell-aktivierende sowie NK-Zell-inhibierende Gene

Die NK-Zell-Aktivität wird durch multiple Signale, welche durch 
inhibitorische sowie durch stimulatorische Rezeptoren übermittelt 
werden, reguliert. Die inhibitorischen Rezeptoren erkennen vor 
allem eigene MHC-Klasse I-Moleküle, wodurch die Aktivierung der 
NK-Zellen unterbunden wird. Die Missing-self-Hypothese besagt, 
dass NK-Zellen aberrante Zellen durch das Fehlen von eigenen 
MHC-Klasse I-Molekülen erkennen und eliminieren.

Die hiPSCs, IM-, PT- und LT-PZ-Zellen wurden auf die Expression 
von NK-Zell-stimulatorischen und NK-Zell-inhibitorischen 
Gene überprüft werden. Dafür wurden wie schon im vorherigen 
Abschnitt die jeweiligen Transkriptionsprofile untersucht und 
die betreffenden Gen-Expressionslevel FPKM mit den primären 
Urinzellen  verglichen Abb. 26. 

Die stimulatorischen Rezeptoren Lysine methyltransferase 2E 
(KMT2E), MHC class I polypeptide-related sequence A (MICA) sowie 
Polivirus receptor precursor (PVR) werden von den hiPSCs, den 
renal-differenzierten IM-, PT-, LT-PT-Zellen und den Urinzellen 
exprimiert. Aber auch die Expression einer Vielzahl NK-Zell-
inhibitorischer Liganden wie Gene C-type lectin domain family 2 
member D (CLEC2D), Proliferating cell nuclear antigen (PCNA), 
CD200 oder HLA-E konnte in den hiPSCs, hiPCS-abgeleiteten 
IM-, PT-, LT-PT-Zellen sowie auch in den Urinzellen nachgewiesen 
werden. Die hiPSCs, IM-, PT-, LZ-PT-Zellen und primären 
Urinzellen wurden auf die Expression weiterer inhibitorischer sowie 
aktivierender NK-Zell-Gene untersucht Abb. 26.
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Abb. 26: Expressionsprofile von 
NK-Zell-inhibitorischen sowie 
–aktivierenden Gene. Dargestellt 
sind die durchschnittlichen 
FPKM-Werte für die Expressionen 
von NK-Zell-inhibierenden 
und –aktivierenden Markern in 
IFNγ-stimulierten hiPSCs, IM-, 
PT-, LT-PT-Zellen und primären 
Urinzellen bei n=3 Proben pro 
Zelltyp der Linie BCRTi005-A. 
FPKM (Fragments  per kilobase 
million); hiPSCs (human induced 
pluripotent stem cells); IFNγ 
(Interferon gamma); IM-Zellen 
(intermediär-mesodermale Zellen); 
LT-PT-Zellen (langzeit-kultivierte 
proximale Tubuluszellen); NK-
Zellen (natürliche Killerzellen); PT-
Zellen (proximale Tubuluszellen)
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4.3.4 hiPSCs und renale Derivate exprimieren abhängig vom 
Differenzierungsstadium immunogene Gene

Bisher sind einige Gene bekannt, deren Expression zu einer Abstoßung 
von hiPSCs und deren abgeleiteten Derivaten führen kann. Es 
wurden zum Beispiel OCT4-spezifische Gedächtnis-T-Zellen in 
ca. 80 % aller getesteten gesunden Probanden nachgewiesen 127. 
Somit könnte eine anhaltende OCT4-Expression in differenzierten 
hiPSCs zu einer T-Zell-vermittelten Abstoßungsreaktion führen. 
Des Weiteren wurden auch ZG16, HORMAD1, GATA3 und 
CD24 als potentielle Antigene beschrieben 118, 119, 151. Mittels 
der Transkriptomdaten wurde die Expression der verschiedenen 
potenziell involvierten Antigene in den IFNg-stimulierten hiPSCs 
und den hiPSC-abgeleiteten IM-, PT- und LT-PT-Zellen untersucht 
und miteinander sowie mit primären Urinzellen verglichen Abb. 27. 

Die ermittelten FPKM-Werte verdeutlichten, dass der 
Pluripotenzmarker OCT4 besonders stark in hiPSCs exprimiert 
war und im Zuge der Differenzierung runterreguliert wurde. 
Das Glykoprotein CD24 wurde mit einem FPKM-Durchschnitt 
von 740,95 am stärksten von den hiPSCs exprimiert. Die 
Expressionsstärke von CD24 verringerte sich mit dem Grad 
der Differenzierung und war in den LT-PT-Zellen kaum noch 
detektierbar. Interessanterweise zeigten die primären Urinzellen 
mit einem durchschnittlichen FPKM von 554,65 eine sehr hohe 
Expression von CD24. Der Transkriptionsfaktor GATA3 wird 
u.a. selektiv während der Embryogenese der Niere exprimiert z.B. 
im intermediären Mesoderm 152. Dadurch erklärt sich das erhöhte 
Expressionslevel von GATA3 in den IM-Zellen. Die Expressionsstärke 
nahm im Laufe der Differenzierung wieder ab. In den hiPSCs und 
in den Urinzellen wurde GATA3 nur sehr gering exprimiert. ZG16-
Expression wurde weder in hiPSCs noch in IM-Zellen detektiert. 
Die PT-Zellen und die LT-PT-Zellen exprimierten ZG16 mit einem 
FPKM-Wert von 0,006 bzw. 0,01 nur sehr schwach. Die primären 
Urinzellen zeigten keine ZG16-Expression, exprimierten aber im 
Vergleich zu den hiPSCs und den renalen Derivaten als einziger 
Zelltyp das Gen HORMAD1. Das Expressionslevel war mit einem 
FPKM-Wert von 0,03 jedoch sehr gering.
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4.4 Immunigenität von hiPSC-abgeleiteten Nierenzellen
Vorangegangene Studien konnten unerwarteter Weise belegen, dass 
autologe iPSCs und iPSC-Derivate nach Transplantation über eine 
NK- und T-Zell vermittelte Immunantwort abgestoßen werden 
können 118, 120. Um die Immunogenität von autologen hiPSCs und  
hiPSC-abgeleiteten IM-, PT- und LT-PT-Zellen untersuchen zu 
können, wurden diese jeweils in vitro mit PBMCs des jeweiligen 
hiPSC-Spenders in sogenannten Kokulturen kultiviert. Als 
Immunigenitätsindikatoren dienten die Proliferation der CD4+- 
und CD8+ T-Zellen sowie der CD56+ NK-Zellen. Darüber hinaus 
wurden als weiterer Read-Out die Überstände der Kokulturen auf 
das Vorhandensein von pro-inflammatorischen Zytokine untersucht. 
Auch im allogenen Set-up, in welchem die PBMCs von gesunden 
unabhängigen Spendern stammten, wurde die Immunigenität der 
hiPSCs sowie der hiPSC-abgeleiteten renalen Derivate mittels 
Proliferations- und Zytokin-Messung untersucht. Zusätzlich 
wurde eine Proof-of-Concept-Studie durchgeführt, mittels der die 
potentielle Immunigenität der allogenen hiPSCs und der allogenen 
hiPSC-abgeleiteten Nierenzellen für Patienten mit diabetischer 
Nephropathie abgeschätzt werden sollte. Als Read-Out diente für 
diese Versuche ebenfalls die Proliferation der NK-Zellen sowie der 
CD4+- und CD8+ T-Zellen nach Kokultur mit allogenen hiPSCs 
bzw. den allogenen hiPSC-abgeleiteten Nierenzellen.
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Abb. 27: Abhängig vom 
Differenzierungsgrad exprimieren 
hiPSCs und renale Derivate 
verschiedene immunogene 
Moleküle. Mittels der RNA-
Sequenzierungsdaten wurden 
die IFNγ-stimulierten hiPSCs, 
die hiPSC-abgeleiteten IM-, 
PT-, LT-PT-Zellen und primären 
Urinzellen der Linie BCRTi005-A 
auf die Expression bekannter 
Antigene untersucht. (n=3 pro 
Zelltyp) FPKM (Fragments per 
kilobase million); hiPSCs (induced 
pluripotent stem cells); IFNγ 
(Interferon gamma); IM-Zellen 
(intermediär-mesodermale Zellen); 
LT-PT-Zellen (langzeit-kultivierte 
proximale Tubuluszellen); PT-
Zellen (proximale Tubuluszellen)
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Abb. 28: Schema zur Durchführung 
der Kokultur von potentiell 
immunogenen Testzellen mit 
PBMCs. hiPSCs, IM-, PT-, LT-PT-
Zellen bzw. primäre Urinzellen 
wurden jeweils ausgesät und für 
zwei Tage mit IFNγ stimuliert. 
Bevor die Fluoreszenz-markierten 
PBMCs zugegeben wurden, 
wurden die Testzellen zunächst mit 
30 Gy bestrahlt um eine Expansion 
jener zu unterbinden. Nach 7 
Tagen Kokultur wurden die PBMCs 
geerntet und die Proliferation 
der CD56+, CD4+ und CD8+ 
Zellen durchflusszytometrisch 
untersucht. Gy (Gray); hiPSCs 
(human induced pluripotent 
stem cells); IFNγ (Interferon 
gamma); IM-Zellen (intermediär-
mesodermale Zellen); LT-PT-Zellen 
(langzeit-kultivierte proximale 
Tubuluszellen); PT-Zellen 
(proximale Tubuluszellen); PBMCs 
(peripheral blood mononuclear cells)

4.4.1 hiPSC-abgeleitete renale Zellen induzieren keine Proliferation von 
T-Zellen, wirken jedoch immunogen auf NK-Zellen

Für die Untersuchungen der Immunigenität wurden die hiPSCs und 
die hiPSC-abgeleiteten Nierenzellen vor Beginn der Kokultur zunächst 
mit IFNg stimuliert. Wie im vorherigen Abschnitt 4.3 gezeigt werden 
konnte, erhöhte sich dadurch die Expression der HLA-Moleküle 
und daran gekoppelt auch die Präsentation möglicher immunogener 
Produkte des zellulären Metabolismus auf der Zelloberfläche. Bei 
einer Immunreaktion kommt es zu einer Proliferation von Antigen-
spezifischen T-Zellen und Antigen-unspezifischen NK-Zellen. Für 
die Ermittlung der Lymphozyten-Proliferation wurden die PBMCs 
vor dem Beginn der Kokultur mit CellTrace Violet (CTV) behandelt. 
CTV diffundiert in die Zellen, wo es von intrazellulären Esterasen 
gespalten wird. Das abgespaltene Fluorochrom bindet anschließend 
kovalent an Amine im Intrazellularraum. Aufgrund der äquivalenten 
Verteilung des Farbstoffes während der Mitose können die Anzahl 
der Tochter-Zellen sowie die Anzahl der Tochter-Generationen 
mittels Durchflusszytometrie detektiert werden. Der experimentelle 
Ablauf der Kokulturen zur Ermittlung der Lymphozyten-
Proliferation ist nachfolgend detailliert dargestellt Abb. 28.

48 Stunden
IFNγ-Stimulation 

7 Tage
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differenzierte Nierenzellen /

primäre Urinzellen
Fluoreszenz-markierte

PBMCs

30 Gy

Zellernte
Durchflusszytometrische

Analyse der
T- und NK-Zell-Proliferation
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Als interne Kontrollen wurden jeweils die zur Reprogrammierung 
verwendeten primären Urinzellen verwendet. Diese Kontrollzellen 
besaßen somit die gleichen HLA-Merkmale wie die hiPSCs sowie 
auch die renal-differenzierten Zellen. Damit waren die primären 
Urinzellen im allogenen System ein Maß für die zu erwartende 
allogen-spezifische Immunantwort basierend auf der HLA-
Diskrepanz zwischen den Spender-PBMCs und den hiPSC bzw. 
den differenzierten Nierenzellen. Im autologen Set-up dienten die 
primären Urinzellen als Negativkontrolle, da keine Immunantwort 
gegen die isogenen Zellen erwartet wurde. Nach 7-tägiger 
Kokultivierung wurden die Proliferationsraten der NK-Zellen sowie 
der CD4+ und CD8+ T-Zellen durchflusszytometrisch untersucht. 
Die Gatingstrategie ist  nachfolgend dargestellt Abb. 29. 

Abb. 29: Gatingstrategie zur Detektion der CD56+-/ CD4+-/ CD8+ -Zell-Proliferation. Für die Proliferationsanalyse wurden 
zunächst mittels des Vorwärts- und des Seitwärtsstreulicht (FSC-A und SSC-A) die Lymphozyten ausgewählt und somit 
zusätzlich Zelltrümmer ausgeschlossen. Anschließend wurden die Dubletten ausgeschlossen und daraufhin mittels eines 
Vitalmarkers tote Zellen aus der Analyse exkludiert. Durch die Lymphozytenmarker CD56 und CD3 wurde zwischen NK-
Zellen und T-Zellen diskriminiert. Die CD3+ T-Zellen wurden nochmals zwischen CD4+ und CD8+ T-Zellen unterschieden. 
Im Anschluss wurde der Anteil an proliferierten CD56+ / CD4+ / CD8+ Lymphozyten durch die Auftragung der spezifischen 
Subpopulationen gegen CTV bestimmt. CTV (CellTrace Violet); FCS-A (forward scatter area); FSC-H (forward scatter height); 
SSC-A (side scatter area) 
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Im autologen System induzierten hiPSCs und hiPSC-abgeleitete 
renale Zellen nach 7 Tagen Kokultivierung keine CD4+ und keine 
CD8+ T-Zell-Proliferation Abb. 30A & B. Jedoch war eine Proliferation 
der CD56+ Zellen in Kokultur jeweils mit hiPSCs, IM-, PT- und 
LT-PT-Zellen sowie mit autologen Urinzellen zu verzeichnen. Die 
höchste Proliferationsrate, und damit die höchste Immunogenität, 
zeigten die IM- und die PT-Zellen mit durchschnittlich über  
30 % an proliferierten CD56+ Zellen Abb. 30B.  Die primären autologen 
Urinzellen lösten zusätzlich eine signifikante Proliferation von ca.  
8 % der CD4+ T-Zellen aus.

Abb. 30: Autologe hiPSCs und hiPSC-abgeleitete renale Zellen lösen eine Proliferation von CD56+ NK-Zellen aus. In A) sind 
exemplarisch jeweils die Proliferationsergebnisse der CD4+, CD8+ und CD56+ nach 7 Tagen Kokultur jeweils von hiPSCs, 
hiPSC-abgeleiteten renalen Zellen inklusive Negativkontrollen mit autologen PBMCs dargestellt. Für das Beispiel wurde die 
Linie BCRTi005-A sowie die Urinzellen und PBMCs des Spenders 2 verwendet. In B) ist die statistische Auswertung und 
Darstellung von n=7-19 Experimenten gezeigt. Zusammenfassend wurde ersichtlich, dass die autologen hiPSCs und die 
renal-differenzierten Zellen keine CD4+- sowie keine CD8+ T-Zell-Proliferation induzierten (n=12-19). Im Vergleich dazu 
wirkten die hiPSCs und die renalen Derivate jedoch immunogen auf CD56+ NK-Zellen (n=7-11). Besonders die IM- und die 
PT-Zellen lösten eine signifikante Erhöhung der NK-Zell-Proliferation aus. Die autologen primären Urinzellen induzierten 
eine signifikante Proliferation von CD56+ sowie von CD4+ T-Zellen. CTV (CellTrace Violet); hiPSCs (human induced pluripotent 
stem cells); IM-Zellen (intermediär-mesodermale Zellen); LT-PT-Zellen (langzeit-kultivierte proximale Tubuluszellen); NK-
Zellen (natürliche Killerzellen); PT-Zellen (proximale Tubuluszellen)  
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Im allogenen Sytsem lösten die primären Urinzellen eine Proliferation 
von ca. 10 % der CD4+ T-Zellen sowie 20 % der CD8+ T-Zellen aus. 
Im Vergleich dazu induzierten die HLA-identischen hiPSCs sowie 
die hiPSC-abgeleitete IM-, PT- und LT-PT-Zellen keine signifikante 
Proliferation von allogenen CD4+ sowie CD8+ T-Zellen Abb. 31 A & B. 
Die allogenen hiPSCs und die renalen Derivate induzierten, wie 
auch schon im autologen System, eine Proliferation von NK-Zellen. 
Die höchste NK-Zell-Proliferation mit ca. 20 % lösten die primären 
allogenen Urinzellen aus.
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Abb. 31: Allogene hiPSCs und renale Derivate induzieren keine allogen-spezifische T-Zell-Proliferation, wirken jedoch 
immunogen auf NK-Zellen. A) Exemplarisch sind die Ergebnisse der Lymphozyten-Proliferation eines gesunden Spenders 
gegen die allogenen hiPSCs, die renalen Derivate sowie gegen die primären Urinzellen der Linie BCRTi004-A bzw. des 
Spenders 1 dargestellt. Die basale Lymphozyten-Proliferation ist in der unstimulierten Kontrolle abgebildet. B) Bei der 
Betrachtung mehrerer Spender ergab sich, dass primären allogene Urinzellen eine signifikante CD4+ sowie eine signifikante 
CD8+ T-Zell-Proliferation auslösten. Die allogenen hiPSCs und die renal differenzierten Zellen, welche HLA-identisch zu 
den primären Urinzellen sind, induzierten keine T-Zell-Proliferation (n=16-31). Eine allogene NK-Zell-Proliferation wurde 
jeweils durch hiPSCs, die renalen Derivate sowie am stärksten durch die Urinzellen ausgelöst (n=8-16). CTV (CellTrace Violet); 
hiPSCs (human induced pluripotent stem cells); IM-Zellen (intermediär-mesodermale Zellen); LT-PT-Zellen (langzeit-kultivierte 
proximale Tubuluszellen); NK-Zellen (natürliche Killerzellen); PT-Zellen (proximale Tubuluszellen) 
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4.4.2 Die IFNγ-Stimulation von primären Urinzellen erhöht die 
Proliferation von allogen-spezifischen CD4+- und CD8+ T-Zellen

Im Folgenden sollte der Einfluss der IFNg-Stimulation auf die 
Immunigenität der Testzellen untersucht werden. Dafür wurde 
wie schon zuvor beschrieben die allogene Proliferation von CD4+, 
CD8+ und CD56+ Lymphozyten in Anwesenheit von hiPSCs, den 
renal-differenzierten IM-, PT- und LT-PT-Zellen sowie den primären 
Urinzellen untersucht Abb. 28 & 29. Dabei wurden diese Stimulatorzellen 
vor der Kokultivierung entweder mit IFNg stimuliert oder blieben 
unstimuliert. Nach der einwöchigen Kokultur mit Fluoreszenz-
markierten PBMCs wurde die Proliferation der CD56+ NK-Zellen 
und CD4+- sowie CD8+ T-Zellen gemessen und jeweils die 
Proliferationsintensitäten von IFNg-stimulierten und IFNg-
unstimulierten Stimulatorzellen verglichen. 

Bezüglich der T-Zell-Proliferationen sah man einen deutlichen 
Effekt der IFNg-Stimulation auf die Immunigenität der primären 
Urinzellen. Im Vergleich zu den unstimulierten Urinzellen riefen die 
IFNg-stimulierten Urinzellen eine mehr als doppelt so starke CD4+ 
sowie CD8+ T-Zell-Proliferation hervor und erhöhte sich somit 
durchschnittlich von 4,5 % auf 12,4 % proliferierter CD4+ T-Zellen 
bzw. von 9,8 % auf 20 % proliferierter CD8+ T-Zellen Abb. 32 A & B. Auf 
die Immunogenität der hiPSCs sowie der renalen Derivate hatte die 
IFNg-Stimulation keinen erkennbaren Einfluss: weder unstimuliert 
noch IFNg-stimuliert wurde eine allogene CD4+ oder CD8+ 
T-Zell-Proliferation ausgelöst. Auf die allogene NK-Zell-Antwort 
hatte die IFNg-Stimulation der Stimulatorzellen einen geringen  
Effekt Abb. 32 C. Die Proliferation der NK-Zellen erhöhte sich 
durchschnittlich leicht im Vergleich zu den IFNy-unstimulierten 
IM-Zellen (von 10 % auf 18,3 %), PT-Zellen (von 15,3 % auf 
18,4 %) und primären Urinzellen (18,1 % auf 25,9 %).
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Abb. 32: IFNγ-Vorstimulation 
erhöht die Immunogenität 
primärer Urinzellen. Unstimulierte 
und IFNγ-stimulierte hiPSCs, 
renal-differenzierte hiPSCs 
und primäre Urinzellen wurden 
jeweils für eine Woche mit 
Fluoreszenz-markierten allogenen 
PBMCs kultiviert. Im Anschluss 
wurden die Proliferationen 
der A) CD4+, B) CD8+ und C) 
CD56+ Lymphozyten mittels 
Durchflusszytometrie untersucht 
und der Einfluss der IFNγ-
Stimulation auf die Immunogenität 
der Stimulatorzellen analysiert. 
Auf die hiPSCs und die renalen 
Derivate zeigte die IFNγ-
Stimulation keinen immunogenen 
Effekt. IFNγ-stimulierte Urinzellen 
lösten eine doppelt so hohe T-Zell-
Proliferation aus verglichen mit 
IFNγ-unstimulierten Urinzellen. 
hiPSCs (human induced pluripotent 
stem cells); IFNγ (Interferon 
gamma); IM-Zellen (intermediär-
mesodermale Zellen); LT-PT-Zellen 
(langzeit-kultivierte proximale 
Tubuluszellen); NK-Zellen 
(natürliche Killerzellen); PT-Zellen 
(proximale Tubuluszellen)
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4.4.3 Allogene primäre Urinzellen aktivieren naive- sowie Gedächtnis-T- 
Zellen

Um Erkenntnisse über die involvierten T-Zell-Subpopulationen und 
ihrer Dynamik während der allogen-spezifischen Immunreaktion 
zu bekommen, wurden zunächst vor Beginn der Kokultur jeweils 
die naiven T-Zellen von zwei gesunden jungen Erwachsenen 
mittels fluorescence-activated cell sorting (FACS) von den restlichen 
PBMCs getrennt. TSCMs exprimieren wie auch naive T-Zellen 
CCR7 und CD54RA, unterscheiden sich aber von naiven T-Zellen 
durch die Expression des FAS-Rezeptors CD95, wodurch die 
TSCMs über diesen Marker ausgeschlossen werden können. Die 
naiven T-Zellen wurden somit durch die simultane Expression 
von CD3+, CCR7+, CD45RA+ sowie durch die Abwesenheit 
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Abb. 33: Separation naiver T-Zellen von PBMCs. A) Naive T-Zellen zweier gesunder Spender wurden jeweils mittels 
FACS-Technologie von den restlichen PBMCs isoliert. Die naiven T-Zellen wurden durch die Markerkombination 
CD3+CCR7+CD45RA+CD95– identifiziert. Die aussortierten PBCMs außerhalb der Gates P4, P5 und P6 wurden in ein 
separates Tube aufgenommen. Dargestellt ist exemplarisch die Sortierungsstrategie des allogenen Spenders 1. B) Die Reinheit 
der sortierten naiven T-Zellen betrug 99,9 % bzw. 98,4 %. FACS (fluorescence-activated cell sorting); FCS-A (forward scatter 
area); FSC-H (forward scatter height); PBMCs (peripheral blood mononuclear cells); SSC-A (side scatter area)
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von CD95– identifiziert Abb. 33A. Die aussortierten PBMCs, welche 
unter anderem Gedächtnis-T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen 
enthielten, wurden in einem separatem Röhrchen gesammelt.  
Die Reinheit der sortierten naiven T-Zellen betraf 99,9 % bzw.  
98,4 % Abb. 33 B. Die naiven T-Zellen und die restlichen PBMCs wurden 
anschließend jeweils mit den Fluoreszenzfarbstoffen CTV oder 
Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) markiert und 
daraufhin im ursprünglichen Verhältnis wieder zusammengeführt. 
Auf diese Weise konnte das Verhalten der naiven- und Gedächtnis-
T-Zellen in vitro parallel verfolgt werden. Der Versuchsaufbau zur 
allogenen Kokultur der PBMCs mit IFNg-stimulierten primären 
Urinzellen erfolgte wie schon zuvor beschrieben Abb. 28 & 29. Es 
ergab sich bei der Untersuchung von zwei gesunden allogenen 
Spendern unterschiedlich stark ausgeprägte CD4+ und CD8+ 
T-Zell-Antworten Abb. 34. Die Immunreaktion ging dabei von naiven 
T-Zellen sowie auch von Gedächtnis-T-Zellen aus.

Abb. 34: Allogene Urinzellen lösen eine Antigen-spezifische Immunreaktion von naiven- sowie Gedächtnis-T-Zellen aus. 
Naive T-Zellen wurden mittels FACS-Technologie von den restlichen PBMCs gesunder Spender isoliert. Anschließend 
wurden beide Populationen mit unterschiedlichen fluoreszenten Farbstoffen markiert. Nach Zusammenführung der beiden 
Populationen wurde eine einwöchige Kokultur mit allogenen primären Urinzellen angesetzt. Anschließend wurden die 
allogenen Proliferationen der CD4+ sowie CD8+ der naiven- sowie Gedächtnis-T-zellen durchflusszytometrisch untersucht. 
Die ermittelten allogen-spezifischen Reaktionen beider untersuchter PBMC-Spender gingen jeweils von naiven- sowie 
von Gedächtnis-T-Zellen aus. Die Proliferationsraten der einzelnen Subpopulationen zeigten daber Spender-abhängige 
Unterschiede. CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl ester), CTV (CellTrace Violet), FACS (fluorescence-activated cell sorting)

CFSE – Naive Zellen CFSE – Naive Zellen CFSE – Naive Zellen CFSE – Naive Zellen

CD4+ T-Zellen
Allogener Spender 1 Allogener Spender 2

CD8+ T-Zellen

Unstimuliert

Primäre
Urinzellen

CD4+ T-Zellen CD8+ T-Zellen

CT
V

 –
 G

ed
äc

ht
ni

s 
T-

Ze
lle

n
CT

V
 –

 G
ed

äc
ht

ni
s 

T-
Ze

lle
n

0.71

0.25

1.02

0.21

3.56

1.24

3.02

0.13

28.8

6.34

35.1

8.01

49

15.2

37.9

12.4



88

Ergebnisse

4.4.4 hiPSCs und renale Derivate induzieren die Freisetzung pro-
inflammatorischer Zytokine

Neben der Lymphozyten-Proliferation wurden mittels Multiplex-
Analyse die Überstände der autologen und allogenen Kokulturen 
auf den Gehalt der pro-inflammatorischen Zytokine IFNg, TNFa, 
IL-1b, IL-2 und IL-12p70 untersucht Tab. 16 & 17. Die Zytokin-
Sekretion kann unabhängig von der Lymphozyten-Proliferation 
erfolgen, wodurch die Lymphozyten-Proliferation als alleiniger 
Immunigenitätsindikator nicht ausreicht 153, 154. Gedächtnis-T-Zellen 
erreichen die Höchstwerte an sekretierten Zytokinen innerhalb 
der ersten 24 Stunden nach Stimulation, während naive T-Zellen 
den Peak an Zytokine-Sekretion erst 2-3 Tage nach Stimulation 
erreichen 155. Daher wurden unter Berücksichtigung der zuvor 
ermittelten Daten über die Dynamik der allogenen Immunreaktion 
die Zytokin-Messungen jeweils an Tag 1 und Tag 3 nach Beginn der 
Kokultivierungen durchgeführt (Versuchsdurchführung Abb. 28 und 29). 

Autologe sowie allogene hiPSCs induzierten jeweils nach einem Tag 
in Kokultur eine signifikant erhöhte Freisetzung von IFNg gegenüber 
den unstimulierten PBMC-Kontrollkulturen Abb. 35A. Die ermittelten 
IFNg-Konzentrationen im autologen sowie im allogenen Set-up 
waren vergleichbar und zeigten ein konstantes Konzentrationsplateau 
in den jeweiligen Kokulturen an Tag 3. Auch die autologen und 
allogenen IM-Zellen induzierten erhöhte IFNg-Level an Tag 1 und 
an Tag 3 gegenüber den unstimulierten PBMC-Kontrollen, wobei 
die Konzentrationen geringer waren im Vergleich zu den hiPSC-
Kokulturen. Kokulturen mit autologen PT-Zellen wiesen nur an  
Tag 1 leicht erhöhte IFNg-Level auf, an Tag 3 war keine Erhöhung 
mehr im Vergleich zu den unstimulierten PBMC-Kontroll-Kulturen 
zu verzeichnen. Die autologen LT-PT-Zellen und primäre Urinzellen 
induzierten keine Erhöhung des IFNg-Levels in den Kokulturen. 
Die Kulturen mit den allogenen PT-Zellen sowie mit den allogenen 
primären Urinzellen zeigten eine erhöhte Freisetzung von IFNg 
an Tag 1. Die Konzentrationen von IFNg stiegen an Tag 3 in den 
Kokulturen noch weiter an. In den Kokulturen mit allogenen LT-
PT-Zellen war erst an Tag 3 ein Anstieg der IFNg-Konzentration im 
Vergleich zur unstimulierten PBMC-Kontrolle zu verzeichnen. Die 
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allogenen PT- sowie LT-PT-Zellen induzierten in Kokultur an Tag 
3 ein höheres IFNg-Level verglichen mit dem Niveau der allogenen 
Urinzell-Kokultur. 

Die Freisetzung von TNFa wurde jeweils durch autologe und allogene 
Urinzellen induziert Abb. 35B. Während die TNFa-Konzentration in 
der autologen Urinzell-Kokultur zwischen Tag 1 und Tag 3 relativ 
konstant blieb, zeigte die Kokultur mit allogenen Urinzellen eine 
starke Erhöhung des TNFa-Levels an Tag 3. 

Die IL-2-Konzentration war an Tag 1 in den Überständen der 
Ansätze mit autologen bzw. allogenen Urinzellen im Vergleich zu 
den unstimulierten PBMC-Kontrollen leicht erhöht Abb. 35C. Das 
IL-2-Level nahm an Tag 3 weiter zu. Zusätzlich induzierten die 
autologen IM-, PT-, LT-PT-Zellen sowie die allogenen hiPSCs und 
IM-Zellen einen geringen Anstieg der IL-2-Konzentration in den 
jeweiligen Kokulturen.  

Die Zytokine IL-1b sowie IL-12p70 waren an Tag 1 in den autologen 
sowie allogenen Ansätzen kaum detektierbar Abb.35D & E. An Tag 3 nach 
Beginn der Kokulturen wurden die höchsten IL-1b- und IL-12p70-
Konzentrationen in den Ansätzen mit autologen bzw. allogenen 
Urinzellen gemessen. Zusätzlich erhöhten autologe hiPSCs, IM-, 
PT-, und LT-PT-Zellen das IL-1b-Level sowie autologe PT- und LT-
PT-Zellen das IL-12p70-Level in den entsprechenden Überständen.
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Abb. 35: Multiplexanalyse pro-
inflammatorischer Zytokine in 
den Überständen von Kokulturen 
mit PBMCs und autologen sowie 
allogenen hiPSCs und renaler 
Derivate. IFNγ-stimulierte 
hiPSCs sowie renal-differenzierte 
hiPSCs wurden nach Bestrahlung 
jeweils mit autologen oder 
allogenen PBMCs kokultiviert. 
Die Kokulturen mit den primären 
Urinzellen dienten als Kontrolle. 
An Tag 1 und Tag 3 nach Beginn 
der Kokultivierungen wurden die 
Medium-Überstände auf die pro-
inflammatorischen Zytokine A) 
IFNγ, B) TNFα, C) IL-2, D) IL-1β  und 
E) IL-12p70 untersucht (n=2-6). 
hiPSCs (human induced pluripotent 
stem cells); IFNγ (Interferon 
gamma); IL (Interleukin); IM-Zellen 
(intermediär-mesodermale Zellen); 
LT-PT-Zellen (langzeit-kultivierte 
proximale Tubuluszellen); PT-
Zellen (proximale Tubuluszellen); 
TNFα (Tumor necrosis factor alpha)

Unstimuliert
hiPSCs
IM-Zellen
PT-Zellen
LT-PT-Zellen
Urinzellen
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Tab. 16: Zusammenfassung der pro-inflammatorischen Zytokin-Profile der Kokulturen an Tag 1 und Tag 3 mit PBMCs und 
autologen hiPSCs sowie renalen Derivaten. Angegeben sind die Mittelwerte der Zytokin-Konzentrationen ± SEM (n=2-6). 
IFNγ (Interferon gamma); IL (Interleukin); IM-Zellen (intermediär-mesodermale Zellen); LT-PT-Zellen (langzeit-kultivierte 
proximale Tubuluszellen); n.d. (nicht detektierbar); PT-Zellen (proximale Tubuluszellen); SEM (standard error of the mean); 
TNFα (Tumor necrosis factor alpha)

Tab. 17: Zytokin-Profile der Kokulturen an Tag 1 und Tag 3 mit PBMCs und allogenen hiPSCs sowie renaler Derivate. Die 
Zytokin-Konzentrationen sind als Mittelwerte ± SEM angegeben (n=4-6). IFNγ (Interferon gamma); IL (Interleukin); IM-Zellen 
(intermediär-mesodermale Zellen); LT-PT-Zellen (langzeit-kultivierte proximale Tubuluszellen); n.d. (nicht detektierbar); PT-
Zellen (proximale Tubuluszellen); SEM (standard error of the mean); TNFα (Tumor necrosis factor alpha)

IFNγ
Tag 1 

Tag 3 

TNFα
Tag 1 

Tag 3 

IL-1β
Tag 1 

Tag 3 

IL-2
Tag 1 

Tag 3 

IL-12
Tag 1 

Tag 3 

Unstimuliert 

86,7 ± 2,9 

122,6 ± 1,3 

5,1 ± 0,9 

10,7 ± 4,9 

6,9 ± 1,9 

16,9 ± 8,1 

2,4 ± 0,8 

5,9 ± 3,2 

n.d. 

16,1 ± 10,2 

hiPSCs 

234,3 ± 13,5 

240,6 ± 5,2 

5,5 ± 0,9 

11,1 ± 4,7 

6,4 ± 1,6 

25,9 ± 7,5 

4,4 ± 0,4 

7,6 ± 2,3 

n.d. 

14,4 ± 9,1 

IM-Zellen 

184,2 ± 16,7 

174,4 ± 3,6 

6,3 ± 0,6 

55,3 ± 28,9 

6,4 ± 1,7 

42,8 ± 15,9 

2,9 ± 0,47 

19,1 ± 4,3 

n.d. 

21,5 ± 8,1 

PT-Zellen 

122,4 ± 6,9 

117,4 ± 2,48 

10,9 ± 1,9 

7,7 ± 0,6 

6,6 ± 1,6 

34,2 ± 18,7 

3,5 ± 0,6 

15,5 ± 2,4 

n.d. 

121,2 ± 54,7 

LT-PT-Zellen 

100,3 ± 6,4 

135,9 ± 1,7 

5,6 ± 0,9 

48,9 ± 26,1 

6,9 ± 1,8 

24,5 ± 9,2 

3,4 ± 0,9 

24,6 ± 8,5 

n.d. 

71,4 ± 24,2 

Urinzellen 

106,1 ± 13,7 

106,2 ± 4,1 

245,7 ± 114,4 

330,2 ± 155,9 

7,8 ± 1,2 

42,8 ± 15 

10,6 ± 1,1 

34,6 ± 8 

11,3 ± 1,4 

299 ± 91,7 

IFNγ
Tag 1 

Tag 3 

TNFα
Tag 1 

Tag 3 

IL-1β
Tag 1 

Tag 3 

IL-2
Tag 1 

Tag 3 

IL-12
Tag 1 

Tag 3 

Unstimuliert hiPSCs IM-Zellen PT-Zellen LT-PT-Zellen Urinzellen 

65,9 ± 0,9 

98,23 ± 0,9 

3,8 ± 0,6 

10,4 ± 4,6 

2,5 ± 0,2 

5,1 ± 1,5 

1,7 ± 0,2 

8,2 ± 3,6 

n.d. 

31,5 ± 15,7 

220,4 ± 2,1 

186,6 ± 8,1 

4,8 ± 0,9 

17,9 ± 8,4 

2,6 ± 0,2 

5,1 ± 1,6 

2 ± 0,3 

11,5 ± 3,7 

n.d. 

29,9 ± 11,7 

187 ± 13,2 

193,6 ± 26,2 

3,8 ± 0,5 

24,6 ± 12,1 

2,3 ± 0,2 

3,9 ± 1,1 

1,7 ± 0,4 

16,3 ± 5,4 

n.d. 

34 ± 14,1 

130,9 ± 4,7 

229 ± 62,4 

6,5 ± 0,5 

19,3 ± 7,8 

2,5 ± 0,2 

4,6 ± 1,4 

2,8 ± 1,1 

10,2 ± 4,1 

n.d. 

43,4 ± 20,6 

66,4 ± 13,6 

220,6 ± 51,1 

4,6 ± 0,8 

13 ± 4,7 

2,7 ± 0,3 

4,5 ± 1,1 

3,4 ± 0,23 

12,8 ± 4,4 

n.d. 

62,1 ± 25,1 

121,1 ± 2,9 

174 ± 36,3 

282 ± 10,9 

953,2  ± 372,9 

4,8 ± 0,1 

18,3 ± 6,5 

8,5 ± 0,2 

35,5 ± 7,7 

11,5 ± 0,8 

204,2 ± 71,9 
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4.4.5 Allogene hiPSCs und hiPSC-abgeleitete Nierenzellen induzieren 
keine signifikante Proliferation von T- und NK-Zellen bei Patienten mit 
diabetischer Nephropathie

Um eine potentielle klinische Anwendung der allogenen hiPSC-
abgeleiteten renalen Zellen zu testen, wurden die PBMCs von 6 
unabhängigen Patienten mit diabetischer Nephropathie auf ihre 
immunogene Reaktion gegenüber differenzierter Nierenzellen 
getestet.

Bei den für die Studie eingeschlossen Probanden handelte es sich um 
Diabetes mellitus Typ I-Patienten. Zum Zeitpunkt der Blutabnahme 
war bei den Patienten eine chronische Niereninsuffizienz 
diagnostiziert worden. Ein Patient war bereits dialysepflichtig Tab. S1. 
Die experimentelle Durchführung der Kokulturen von PBMCs mit 
jeweils hiPSCs, hiPSC-abgeleiteten IM-, PT- sowie LT-PT-Zellen 
erfolgte wie schon zuvor bei der Testung von autologen PBMCs 
bzw. allogenen PBMCs gesunder Spender Abb. 28. Als Positivkontrolle 
dienten auch hier die für die Reprogrammierung verwendeten 
primären Urinzellen. Dies ermöglichte die Analyse der allogenen 
HLA-spezifischen Reaktion der Patienten-PBMCs. Als Read-Out 
wurde wie schon zuvor bei gesunden Spendern die CD4+- und 
CD8+ T-Zell-Proliferation sowie die CD56+ NK-Zell-Proliferation 
untersucht Abb. 29.

Es konnte eine signifikante Induktion der Proliferation der Patienten 
CD4+ und CD8+ T-Zellen durch die primären Urinzellen festgestellt 
werden Abb. 36A.  Zudem lösten die allogenen PT-Zellen im Vergleich 
zu den primären Urinzellen eine signifikant geringere Proliferation 
der T-Zellen aus. Für hiPSCs, IM-Zellen und LT-PT-Zellen 
wurden bezüglich der T-Zell-Proliferationen keine signifikanten 
Unterschiede im Vergleich zur unstimulierten Negativkontrolle 
oder der Positivkontrolle verzeichnet. Die NK-Zellen proliferierten 
im Durchschnitt am stärksten in Anwesenheit der hiPSCs oder der 
primären Urinzellen (im Schnitt 9,3 % bzw. 6,4 %). Eine statistische 
Analyse ergab jedoch keine signifikanten Unterschiede im Vergleich 
zu unstimulierten Kontrolle. Die Proliferation der NK-Zellen gegen 
die einzelnen Zelltypen ergab Patienten-spezifische Unterschiede. 
Einige Patienten reagierten am stärksten gegen hiPSCs, während 
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andere Patienten gegenüber primäre Urinzellen oder LT-PT-Zellen 
die höchste CD56+ Proliferationsrate zeigten.

Die HLA-Merkmale der beiden verwendeten hiPSC-Linien sowie 
von drei Patienten wurden auf Übereinstimmungen untersucht. 
Übereinstimmende HLA-Merkmale der Patienten-PBMCs mit der 
BCRTi004-A-Linie und der BCRTi005-A sind in der Tabelle grün 
bzw. rot hervorgehoben Tab. 18. Die jeweiligen Spender / Zell-Linien-
Kombinationen sind über eine Farbkodierung angegeben und 
können in der Patienten-spezifischen Analyse gesondert betrachtet 
werden. Die HLA-Typisierungen der anderen drei Patienten lagen 
nicht vor.

Abb. 36: hiPSC-abgeleitete renale Zellen sind im Vergleich zu primären Zellen weniger immunogen bei Patienten mit 
diabetischer Nephropathie. A) Die Kokultivierung der Testzellen mit PBMCs von Patienten mit diabetischer Nephropathie 
(n=10) ergab eine starke Induktion der CD4+ und CD8+ T-Zell-Proliferation gegen über den allogenen primären Urinzellen. 
Die hiPSCs und die renal differenzierten hiPSCs lösten im Vergleich keine signifikante CD4+ und CD8+ T-Zell-Proliferation aus. 
B) Die Immunantwort der CD56+ Zellen war sehr heterogen und es wurden Patienten-spezifische Unterschiede festgestellt. 
Eine signifikante Induktion der CD56+ Zell-Proliferation war jedoch nicht festzustellen. Die farbliche Kodierung dient der 
Zuweisung der Patienten / Zell-Linien-Kokulturen mit bekannten HLA-Typen. hiPSCs (human induced pluripotent stem 
cells); IM-Zellen (intermediär-mesodermale Zellen); LT-PT-Zellen (langzeit-kultivierte proximale Tubuluszellen); NK-Zellen 
(natürliche Killerzellen); PT-Zellen (proximale Tubuluszellen)  
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Tab. 18: HLA-Merkmale der beiden hiPSC-Linien BCRTi004-A und BCRTi005-A sowie drei der verwendeten Patienten-
PBMCs. Übereinstimmende HLA-Merkmale der Patienten-PBMCs mit der hiPSC-Linie BCRTi004-A sind in grün, mit der 
hiPSC-Linie BCRTi005-A in rot hervorgehoben. hiPSCs (human induced pluripotent stem cells); PBMCs (Peripheral blood 
mononuclear cells)

hiPSC-Linien HLA-A HLA-B HLA-C HLA-DR HLA-DQ 

BCRTi004-A 
A*03:25 B*07:02 C*07:02 DRB1*150101 

A*31:01 B*27:05 C*02:02 DRB1*160101 

BCRTi005-A 
A*24:02 B*35:02 C*03:04 DRB1*04 DQB1*03  

A*31:01 B*40:01 C*04:01 DRB1*11  DQB1*03  

PBMCs Patienten HLA-A HLA-B HLA-C HLA-DR HLA-DQ 

Patient 1 
A1 B17 CW3 DR3 DQ2 

A3 B22 CW7 DR3 DQ3 

Patient 2 
A1 B8 CW3 DR3 DQ2 

A2 B15 CW7 DR4 DQ3 

Patient 3 
A1 B8 CW4 DR3 DQ1 

A3 B35 CW7 DR10 DQ3 
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4.5 Immunsupprimierende Eigenschaften von hiPSCs 
und der renalen Derivate
Im vorherigen Kapitel konnte gezeigt werden, dass die hiPSCs 
sowie die differenzierten renalen Derivate keine signifikante T-Zell-
Proliferation unter allogenen Bedingungen auslösten. Im Vergleich 
dazu induzierten die zu den hiPSCs bzw. den renal-differenzierten 
hiPSCs HLA-identischen primären Urinzellen eine sehr starke 
T-Zell-Proliferation. Um die zu Grunde liegenden Mechanismen 
zu untersuchen, wurden die hiPSCs und die differenzierten renalen 
Zellen auf potentielle immunsupprimierende Eigenschaften 
getestet. Dafür wurde zunächst der Einfluss der hiPSCs und 
der renal-differenzierten Zellen auf die Proliferation von 
allogen-stimulierten CD4+ und CD8+ T-Zellen untersucht. 
Des Weiteren wurden die hiPSCs und die renal-differenzierten 
Zellen mittels Transkriptomanalyse auf die Expression von 
immunsupprimierenden Molekülen analysiert. Im Anschluss 
wurde durch Blockierungsversuche der Einfluss einzelner 
immunmodulatorischer Kandidaten-Moleküle in vitro überprüft. 
Zusätzlich wurden die hiPSCs und die renalen Derivate auf ihren 
jeweiligen Einfluss auf die Polarisierung von konventionellen CD4+ 
T-Zellen in einen regulatorischen Phänotyp untersucht.

4.5.1 hiPSCs sowie renal-differenzierte IM-Zellen und PT-Zellen 
supprimieren die Proliferation von allogen stimulierten T-Zellen

Die potentiellen immunsupprimmierenden Eigenschaften der 
hiPSCs und der renal-abgeleiteten hiPSCs wurden in einem 
allogenen Kontext untersucht. Dafür wurden die PBMCs von 
gesunden Spendern entweder mit allogenen primären Urinzellen Abb. 

37A oder mit allogenen B-Zellen Abb. 38A stimuliert. Als Read-Out der 
Immunreaktion diente die Proliferation der allogen-spezifischen 
T-Zellen. Dafür wurden die PBMCs vor Beginn der Kokultur mit 
CTV markiert. Um potentielle immunsuppressive Eigenschaften der 
hiPSCs und der renal-differenzierte hiPSCs zu untersuchen, wurden 
jene Zellen zusätzlich jeweils zu den stimulierten PBMCs von 
Beginn der Kokultivierung an dazugegeben. Nach 7 Tagen Kokultur 
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wurden die PBMCs geerntet und die T-Zell-Proliferation mittels 
Durchflusszytometrie analysiert Abb. 29. Im Anschluss wurde der Grad 
der allogen-induzierten T-Zell-Proliferation der unterschiedlichen 
Kokulturen miteinander verglichen. Der Grad der Suppression, die 
Suppressionskapazität, errechnet sich aus den jeweils gemessenen 
CD4+ und CD8+ T-Zell-Proliferationen wie folgt:

Abb. 37: hiPSCs und renal differenzierte hiPSCs supprimieren die Proliferation von allogen-stimulierten T-Zellen. A) 
Versuchsaufbau zur Stimulation von PBMCs mit allogenen primären Urinzellen. Die hiPSCs und die renalen Derivate wurden 
jeweils zu Beginn der Kokultur zugefügt. Die Ansätze ohne zusätzlichen Zelltyp dienten als Positivkontrolle. B) Die hiPSCs 
und die renal-differenzierten Zellen supprimierten die allogene CD4+ und CD8+ T-Zell-Proliferation. Der Einfluss der hiPSCs 
und der renal-differenzierten Zellen auf die Proliferation der allogenen CD8+ T-Zellen war im Durchschnitt geringer als auf 
die CD4+ T-Zell-Proliferation. Die LT-PT-Zellen zeigten keine supprimierende Wirkung auf die allogene Proliferation der 
CD8+ T-Zellen. C) Die Suppressionskapazität schien generell abhängig vom Differenzierungsstadium der hiPSCs zu sein. Der 
suppressive Einfluss nahm mit dem Grad der Differenzierung ab. IFNγ (Interferon gamma); hiPSCs (human induced pluripotent 
stem cells); IM-Zellen (intermediär-mesodermale Zellen); LT-PT-Zellen (langzeit-kultivierte proximale Tubuluszellen); PT-Zellen 
(proximale Tubuluszellen) 
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Die hiPSCs sowie die renal-differenzierten Zellen zeigten 
ausgeprägte immunsupprimierende Eigenschaften, insbesondere 
auf die allogen-spezifische CD4+ T-Zell-Proliferation. Die mit 
Urinzellen induzierte allogen-spezifische CD4+ T-Zell-Proliferation 
konnte durch die Zugabe der hiPSCs um mehr als 75 % und durch 
die IM-Zellen um ca. 67 % unterdrückt werden Abb. 37B  &  C,  Tab.  19. 
Auch die PT-Zellen sowie die LT-PT-Zellen verringerten die CD4+ 
T-Zell-Proliferation um jeweils ca. 50 % bzw. ungefähr 30 %. 
Die Proliferation allogener CD8+ T-Zellen wurde ebenfalls von 
den hiPSCs und den hiPSC-abgeleiteten Nierenzellen gesenkt, 
jedoch mit einem geringeren Effekt. Die hiPSCs wiesen eine 
Suppressionskapazität von durchschnittlich ca. 58 %, IM-Zellen 
von 25 % und PT-Zellen von lediglich durchschnittlich 2 % auf. 
Die Zugabe der LT-PT-Zellen zeigte keinen supprimierenden Effekt 
auf die allogene CD8+ T-Zell-Proliferation.

In einem alternativen allo-reaktiven Ansatz wurden PBCMs mittels 
allogener B-Zellen stimuliert und die allogene T-Zell-Proliferation 
anschließend durchflusszytometrisch erfasst Abb. 38A. Die Proliferation 
der mit allogenen B-Zellen-stimulierten CD4+ T-Zellen wurde 
durch die hiPSCs durchschnittlich um 72 % supprimiert, und durch 
die Zugabe von IM-Zellen im Schnitt um 56 % Abb. 38B & C, Tab. 19. Die 
PT-Zellen unterdrückten die allogene CD4+ T-Zell-Proliferation 
um etwa 43 %. Die Suppressionskapazitäten der LT-PT-Zellen 
betraf jeweils 11 %. Die hiPSCs, IM-Zellen sowie die PT-Zellen 
zeigten auch auf die CD8+ T-Zellen eine supprimierende Wirkung 
von jeweils 88%, 45% und 22 %. Die Proliferation der B-Zell-
stimulierten CD8+ T-Zellen erhöhte sich jedoch durch die Zugabe 
der LT-PT-Zellen bzw. durch primäre Urinzellen in der Kokultur.
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4.5.2 hiPSCs und hiPSC-abgeleitete Nierenzellen exprimieren 
verschiedene immunsupprimierende Moleküle

Um die zu Grunde liegenden Mechanismen der 
immunmodulatorischen Eigenschaften der hiPSCs und der 
differenzierten Nierenzellen zu untersuchen, wurden die jeweiligen 
Transkriptomdaten auf die Expression immunsuppressiver 
Gene untersucht Abb. 39. Hierbei fielen insbesondere die erhöhten 

Abb. 38: Die durch allogene B-Zellen induzierte T-Zell-Proliferation kann durch die Zugabe von hiPSCs sowie IM- und PT-
Zellen supprimiert werden.  A) Durchführungsschema der Stimulation von PBMCs mit allogenen B-Zellen mit und ohne 
hiPSCs bzw. renaler Derivate. Als Positivkontrolle diente der Ansatz von PBMCs nur mit allogenen B-Zellen. Nach 7 Tagen 
wurde die T-Zell-Proliferation durchflusszytometrisch erfasst B) Die Zugabe von hiPSCs, IM-Zellen bzw. von PT-Zellen 
führte jeweils zu einer verringerten allogenen Proliferation der CD4+- sowie der CD8+ T-Zell- Proliferation. Die LT-PT-Zellen 
supprimierten nur sehr gering die allogene CD4+ T-Zell-Proliferation. Die Proliferation der allogenen CD8+ T-Zellen erhöhte 
sich leicht durch die Zugabe der LT- PT-Zellen. C) Die Suppressionskapazität der hiPSCs und der renalen Derivate nahm im 
Laufe der Differenzierung ab. hiPSCs (human induced pluripotent stem cells); IFNγ (Interferon gamma); IM-Zellen (intermediär- 
mesodermale Zellen); LT-PT-Zellen (langzeit-kultivierte proximale Tubuluszellen); PT-Zellen (proximale Tubuluszellen)
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Expressionen von Indolamin-2,3-dioxygenase 1 (IDO1), Transforming 
growth factor beta 1 (TGFb1), Arginase 1 (ARG1) und HLA-F auf. 
Die Expressionen der Gene IDO1 und HLA-F nahmen im Laufe 
der renalen Differenzierung zu und zeigten ihren Expressionspeak in 
den LT-PT-Zellen. Bis auf die IM-Zellen exprimierten die hiPSCs 
und PT- sowie LT-PT-Zellen ein moderat bis hohes Level an TGFb1. 
Die Expressionen der weit verbreiteten immunsuppressiven Gene  
Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4) und Fas ligand 
(FASL) konnte nicht festgestellt werden. IL-10 wurde nur sehr 
schwach mit einem FPKM von 0,007 von den PT-Zellen exprimiert. 
Die Expressionen weiterer bekannter immunsupprimierender Gene 
in den hiPSCs und renal-differenzierten hiPSCs wurden zusätzlich 
untersucht Abb. 39.

Tab. 19: Zusammenfassung des immunsuppressiven Einflusses der hiPSCs und renal-differenzierten hiPSCs auf die 
allogene CD4+ und CD8+ T-Zell-Proliferation. Angegeben sind die Mittelwerte der allogen-induzierten CD4+ und CD8+T-
Zell-Proliferation in Kokulturen jeweils mit und ohne hiPSCs bzw. differenzierten Nierenzellen sowie die errechneten 
Suppressionskapazitäten der jeweiligen Zelltypen ± SEM. Als allogener Stimulus wurden entweder primäre Urinzellen (n=10-
12) oder B-Zellen (n=5-6) verwendet. hiPSCs (human induced pluripotent stem cells); IM-Zellen (intermediär-mesodermale 
Zellen); LT-PT-Zellen (langzeit-kultivierte proximale Tubuluszellen); PT-Zellen (proximale Tubuluszellen); SEM (Standard error 
of the mean)

Allogene Urinzellen

Allogene Urinzellen
+ hiPSCs

Allogene Urinzellen
+ IM-Zellen

Allogene Urinzellen
+ PT-Zellen

Allogene Urinzellen
+ LT-PT-Zellen

Allogene B-Zellen

Allogene B-Zellen
+ hiPSCs

Allogene B-Zellen
+ IM-Zellen

Allogene B-Zellen
+ PT-Zellen

Allogene B-Zellen
+ LT-PT-Zellen

Durchschnittliche
CD4+ T-Zell-Proliferation

10,17 ± 1,48

1,71 ± 0,43

2,96 ± 0,54

3,61 ± 0,77

5,59 ± 0,99

40,44 ± 1,53

10,46 ± 3,43

16,55 ± 4,51

21,78 ± 5,19

34,42 ± 2,38

Suppressionskapazität in %
CD4+ T-Zell-Proliferation

76,5 ± 8,55

66,80 ± 7,13

53,73 ± 10,12

30,91 ± 16,14

72,43 ± 10,52

56,37 ± 13,47

43,19 ± 16,45

11,83 ± 6,34

18,86 ± 3,40

5,02 ± 0,87

11,78 ± 2,17

14,74 ± 1,85

20,01 ± 4,53

38,44 ± 3,08

4,07 ± 0,61

20,23 ± 2,82

29,13 ± 3,01

Durchschnittliche
CD8+ T-Zell-Proliferation

40,53 ± 2,46

Suppressionskapazität in %
CD8+ T-Zell-Proliferation

58,45 ± 12,43

25,60 ± 17,40

2,745 ± 14,41

-8,58 ± 13,86

88,43 ± 2,44

45,76 ± 6,33

22,10 ± 11,28

-6,75 ± 5,55
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4.5.3 hiPSCs und renal-differenzierte hiPSCs supprimieren die allogene 
T-Zell-Proliferation durch verschiedene Mechanismen

Nach der Identifikation der durch hiPSCs und hiPSC-
abgeleiteten renalen Zellen exprimierten immunsuppressiven 
Moleküle wurden der Einfluss und die Wirkungsstärke der drei 
potentiellen Inhibitoren TGFb1, IDO1 und  Prostaglandin E2 
(PGE2) auf die allogen-spezifische T-Zell-Proliferation in vitro 
getestet. Die potentielle immunsuppressive Wirkung der drei 
genannten Kandidaten wurde durch die Zugabe spezifischer 
Inhibitoren in einer Kokultur von PBMCs und allogenen primären 
Urinzellen mit und ohne hiPSCs bzw. renal-differenzierte hiPSCs  
geblockt Abb. 40A. Zur Inhibierung von TGFb1 wurde ein 
neutralisierender Antikörper (aTGFb1) verwendet. Die 
Blockierung von IDO1 erfolgte mittels des kompetitiven 
Inhibitors 1-Methyltryptophan (1-MT). Mit der Zugabe von 
Indometacin (INDO) wurde die Cyclooxygenase inhibiert, was 
eine Blockierung der Synthese von PGE2 zur Folge hatte. Nach 
einer 7-tägigen Kokultur wurde der Einfluss der Blockierungen der 

Abb. 39: Immunsupprimierende 
Gene exprimiert durch hiPSCs und 
renale Derivate. IFNγ-stimulierte 
hiPSCs und renal-differenzierte 
hiPSCs wurden auf die Expression 
immunmodulatorischer Gene 
untersucht. Angegeben sind die 
durchschnittlichen FPKM-Werte 
von n=3 Zellproben generiert 
von der Zell-Linie BCRTi005-A. 
hiPSCs (human induced pluripotent 
stem cells); FPKM (Fragments  per 
kilobase million); IFNγ (Interferon 
gamma); (IM-Zellen (intermediär-
mesodermale Zellen); LT-PT-Zellen 
(langzeit-kultivierte proximale 
Tubuluszellen); NK (natürliche 
Killerzellen); PT-Zellen (proximale 
Tubuluszellen)
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immunsuppressiven Kandidaten auf die allogen-spezifische CD4+ 
und CD8+ T-Zell-Proliferation durchflusszytometrisch überprüft. 
Die Ansätze mit 1-MT sowie INDO eine generell verringerte 
allogene T-Zell-Proliferation auf. Die allo-reaktiven CD4+- sowie 
CD8+ T-Zellen proliferierten nach der Zugabe dieser Reagenzien 
jeweils um mindestens 50 % weniger als in den Kontrollansätzen 
ohne Inhibitoren Abb. 40B. Um den Einfluss der verschiedenen 
Inhibitoren auf die CD4+- sowie CD8+ T-Zell-Proliferation jeweils 
vergleichen zu können, wurden wie schon im Abschnitt 4.5.1 
beschrieben die jeweiligen Suppressionsaktivitäten der hiPSCs bzw. 
hiPSC-abgeleiteten IM-, PT- und LT-PT-Zellen mit und ohne 
jeweiligen Inhibitor berechnet. 

Es ergab sich eine Verminderung der suppressiven Eigenschaften der 
hiPSCs auf die allogen-spezifische CD4+ T-Zell-Proliferation durch 
die jeweilige Zugabe von 1-MT und INDO Abb. 40C. Die allogene 
CD8+ T-Zell-Proliferation wurde durch die jeweilige Zugabe der 
beiden Reagenzien in den Kokulturen mit hiPSCs jedoch nicht 
beeinflusst. Die Blockierung von TGFb1 zeigte ebenfalls keinen 
Effekt auf die immunsupprimierende Wirkung der hiPSCs. Bei den 
IM-Zellen war ein ähnliches Bild wie bei den hiPSCs zu verzeichnen: 
die Suppressionskapazität auf die allogen-spezifischen CD4+ 
T-Zellen konnte jeweils durch 1-MT und INDO stark reduziert 
werden. Die Neutralisierung von TGFb1 zeigte hingegen keine 
Wirkung auf die allogene CD4+ sowie CD8+ T-Zell-Proliferation. 
Im Gegensatz zu den hiPSCs konnte der immunsuppressive Einfluss 
der IM-Zellen auf die allogen-spezifische CD8+ T-Zell-Proliferation 
durch die Zugabe von INDO vollständig nivelliert werden Abb. 40D. 
1-MT und INDO zeigten auch einen geringen Effekt auf die 
Neutralisierung der durch PT-Zellen vermittelten Suppression auf 
die allogene CD4+ T-Zell-Proliferation Abb. 40 E. Bei den allogenen 
CD8+ T-Zellen führte die Zugabe von INDO zu einer im Vergleich 
zur Kontrolle um ca. 40 % erhöhten Proliferation. Die Blockierung 
der immunsuppressiven Kandidaten bei den LT-PT-Zellen führte zu 
Erhöhungen der Suppressionskapazitäten. Insbesondere die jeweilige 
Zugabe von INDO und aTGFb1 steigerte die Suppressionsaktivität 
der LT-PT-Zellen auf allogene CD4+ T-Zellen Abb. 40F.
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Abb. 40: hiPSCs und renale Derivate supprimieren allogene T-Zell-Proliferationen durch verschiedene Mechanismen. A) 
Durchführungsschema zur Testung von verschiedenen mechanistischen Signalwegen der Immunsuppression durch hiPSCs 
und hiPSC-abgeleiteten renalen Zellen. B) Einfluss der Neutralisierung der jeweiligen immunsuppressiven Moleküle IDO, 
PGE2 und TGFβ auf die allogen-spezifische T-Zell-Proliferation mit und ohne hiPSCs bzw. renal-differenzierten hiPSCs. 
Die Zugabe von 1-MT sowie INDO führt generell zu einer verminderten allogenen CD4+ und CD8+ T-Zell-Proliferation. 
Angegeben sind die Suppressionsaktivitäten von hiPSCs (C), IM-Zellen (D), PT-Zellen (E) und LT-PT-Zellen mit und ohne 
jeweilige Inhibierung durch 1-MT, INDO und TGFβ1. 1-MT (1-Methyltryptophan); hiPSC (human induced pluripotent stem 
cell); IDO1 (Indolamin-2,3-dioxygenase 1); IFNγ (Interferon gamma); IM-Zellen (intermediär-mesodermale Zellen); INDO 
(Indometacin); LT-PT-Zellen (langzeit-kultivierte proximale Tubuluszellen); PGE2 (Prostaglandin E2); PT-Zellen (proximale 
Tubuluszellen); TGFβ1 (Transforming growth factor beta 1)
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4.5.4 hiPSCs und hiPSCs-abgeleitete Nierenzellen induzieren 
CD25++FOXP3+CTLA4+ Zellen

Neben der Sekretion von immunmodulatorischen Molekülen, 
sollte die Möglichkeit der Polarisierung von konventionellen CD4+ 
T-Zellen in regulatorische T-Zellen (eng. regulatory T cells, Tregs) 
durch die hiPSCs und der renalen Derivate untersucht werden. Um 
diesen Effekt zu untersuchen, wurden jeweils Kokulturen von PBMCs 
mit unbestrahlten hiPSCs bzw. mit renal-differenzierten hiPSCs 
angesetzt Abb. 28. Zusätzlich wurde der Einfluss von verschiedenen 
T-Zell-Stimulanzien auf den CD4+-Polarisierungseffekt durch 
die hiPSCs und die renal-differenzierten IM-, PT- und LT-PT-
Zellen untersucht. Für die Stimulierung dienten hierbei jeweils 
allogene primäre Urinzellen Abb. 37A, allogene B-Zellen Abb. 38 A und 
das polyklonale Superantigen SEB (Staphylococcal enterotoxin b). 
Nach einwöchiger Kokultur wurden die CD4+ T-Zellen mittels 
Durchflusszytometrie auf die Expression Treg-spezifischer Marker 
untersucht. Dabei wurden die Tregs mittels folgender Marker 
identifiziert: hohes Expressionsniveau von CD25, FOXP3 (Forkhead 
box P3) und CTLA4. Um die Anzahl der Tregs bestimmen zu 
können, wurde der prozentuale Anteil bzw. die Anzahl an 
FOXP3+CTLA4+ innerhalb der CD4+CD25++ Population 
ermittelt Abb. 41 A & B. 

Die Ansätze jeweils mit hiPSCs und den renal-differenzierten Zellen 
wiesen eine erhöhte Anzahl von Doppelpositiven FOXP3+CTLA4+ 
Zellen innerhalb der CD25++ Population nach allogener B-Zell-
und SEB-Stimulation auf Abb. 41 A & B. Besonders ausgeprägt war der 
Einfluss der hiPSCs auf den CD4+-Polarisierungseffekt. Um die 
verschiedenen Proben miteinander vergleichen zu können, wurde 
die Anzahl der ermittelten CD25++FOXP3+CTLA4+ Tregs auf 
jeweils 106 CD4+ T-Zellen genormt.
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Nach SEB-Stimulation zeigten im Durchschnitt 1,59 × 104 von 106 
CD4+ T-Zellen den Treg-spezifischen Phänotyp Abb. 42A, Tab. 20. Durch 
die jeweilige Zugabe von hiPSCs und IM-Zellen zu den SEB-
stimulierten PBMCs erhöhte sich die durchschnittliche Treg-Anzahl 
auf 4,04 × 104 bzw. auf 3,92 × 104 pro 106 CD4+ T-Zellen. Die 
PT- und LT-PT-Zellen zeigten hierbei einen wesentlich geringeren 
Einfluss mit 2,2 × 104 bzw. 2.09 × 104 Tregs innerhalb 106 CD4+ 
T-Zellen. 

Nach allogener B-Zell-Stimulation wurden nach einwöchiger 
Kokultur allein mit PBMCs durchschnittlich 1,77 × 104 Tregs pro 106 
CD4+ T-Zellen ermittelt Abb. 42B, Tab. 20. Die Zugabe von hiPSCs 
bzw. ihrer renalen Derivate erhöhte die Anzahl der Tregs in der 
Kokultur. Durch die Zugabe von hiPSCs erhöhte sich die Anzahl 
durchschnittlich auf 4,34 × 104, durch IM-Zellen auf 3,07 × 104, 
durch PT-Zellen auf 3,73 × 104 und durch LT-PT-Zellen auf 
durchschnittlich 3,41 × 104 Tregs pro 106 CD4+ T-Zellen.

Nach der allogenen Stimulation von PBMCs mit primären 
Urinzellen waren durchschnittlich 0,9 × 104 positiv für 
CD25++FOXP3+CTLA4+ Zellen innerhalb von 106 CD4+ 
T-Zellen. Durch die Zugabe von PT-Zellen (1,27 × 104) und LT-PT-
Zellen (1,47 × 104) erhöhte sich die Treg-Anzahl geringfügig Abb. 42C, 
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Abb. 41: hiPSCs und renale 
hiPSC Derivate beeinflussen 
die Entstehung von CD4+ 
CD25++FOXP3+CTLA4+ Zellen 
in Kokulturen. Allogene PBMCs 
wurden mit hiPSCs bzw. mit 
differenzierten renalen Zellen 
kokultiviert. Nach einer Woche 
wurden die PBMCs geerntet 
und auf Treg spezifische 
Marker durchflusszytometrisch 
untersucht. Parallel wurden als 
zusätzliche Stimulatoren entweder 
SEB, allogene B-Zellen oder 
primäre Urinzellen den Kokulturen 
zugegeben. A) Gatingstrategie 
für die Ermittlung von Tregs in 
PBMCs. Zunächst wurde auf die 
Lymphozyten gegatet und daraufhin 
die Dubletten ausgegrenzt. 
Anschließend wurde auf lebende 
CD3 fokusiert und diese wieder 
in CD4+ und CD8+ unterteilt. Die 
CD4+ T-Zellen wurden auf ihre 
CD25-Expression untersucht und 
die CD25++ Zellen wiederum wie 
in B) für B-Zell-stimulierte PBMCs 
exemplarisch dargestellt, auf die 
Doppelexpression von FOXP3+ 
und CTLA4+ analysiert. CTLA4 
(cytotoxic T-lymphocyte-associated 
protein 4); FOXP3 (Forkhead box P3)
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Tab. 20. Die jeweilige Zugabe von hiPSCs und IM-Zellen verminderte 
die Zahl der CD25++FOXP3+CTLA4+ Zellen jedoch in den 
PBMC-Urinzell-Kokulturen.

Bei unstimulierten PBMCs zeigten durchschnittlich 1.216 
Zellen innerhalb von 106  CD4+ T-Zellen den Treg-spezifischen 
Phänotyp Abb. 42D, Tab. 20. Durch die jeweilige Zugabe der 
hiPSCs und der renalen Derivate erhöhte sich die Anzahl der 
CD25++FOXP3+CTLA4+ Tregs kaum.

Abb. 42: SEB- und B-Zell-
stimulierte PBMCs in Kokultur mit 
hiPSCs oder renalen Derivaten 
weisen jeweils eine erhöhte 
Anzahl an CD25++FOXP3+CTLA4+ 
Zellen innerhalb der CD4+ T-Zell-
Population auf. Die Anzahl der 
Tregs nach einwöchiger Kokultur 
mit und ohne hiPSCs bzw. 
IM-, PT- und LT-PT-Zellen und 
zusätzlicher A) SEB-Stimulation, 
zusätzlichen B) allogenen B-Zellen 
und C) allogenen Urinzellen 
wurde ermittelt. Die Anzahl 
der  CD25++FOXP3+CTLA4+ 
Zellen  wurde dabei auf 106 
CD4+ T-Zellen genormt. D) 
Ergebnisse der ermittelten 
Absolutzahlen der Tregs in 106 
CD4+ der jeweiligen Kokulturen 
von PBMCs mit hiPSCs bzw. den 
renalen Derivaten IM-, PT- und 
LT-PT- Zellen ohne zusätzlichen 
T-Zell-Stimulus. CTLA4 (cytotoxic 
T-lymphocyte-associated protein 
4); FOXP3 (Forkhead box P3); 
hiPSC (human induced pluripotent 
stem cell); IM-Zellen (intermediär-
mesodermale Zellen); LT-PT-Zellen 
(langzeit-kultivierte proximale 
Tubuluszellen); PT-Zellen 
(proximale Tubuluszellen), SEB 
(Staphylococcal enterotoxin b); 
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Allogene Stimulation
mit primären Urinzellen

SEB B-Zellen

Urinzellen Unstimuliert

C D

+ hiPSCs
+ IM-Zellen
+ PT-Zellen
+ LT-PT-Zellen

Tab. 20: Anzahl der ermittelten CD25++FOXP3+CTLA4+ Tregs pro 106 CD4+ T-Zellen nach einwöchiger Kokultur von 
PBMCs mit hiPSCs bzw. hiPSC-abgeleiteten Nierenzellen mit und ohne zusätzliche T-Zell-Stimulierung.  Angegeben sind die 
Mittelwerte ± SEM für n=3-9. hiPSCs (human induced pluripotent stem cells); IM-Zellen (intermediär-mesodermale Zellen); LT-
PT-Zellen (langzeit-kultivierte proximale Tubuluszellen); PT-Zellen (proximale Tubuluszellen); SEB (Staphylococcal enterotoxin 
b); SEM (standard error of the mean)

SEB
Allogene B-Zellen
Allogene Urinzellen
Ohne zusätzlichen Stimulus

Nur T-Zell-Stimulus 

15.931 ± 3.026 
17.682 ± 4.510 
9.014 ± 2.313 
1.216 ± 472 

+ hiPSCs 

40.368 ± 6265 
43.641 ± 13.781 

1.755 ± 1.105 
4.471 ± 2.506 

+ IM-Zellen

39.161 ± 10.562 
30.747 ± 8.710 
5.457 ± 1.455 
4.635 ± 2.430 

+ PT-Zellen

21.994 ± 8.735 
37.253 ± 10.188 
12.714 ± 2.736 
5.726 ± 2.276 

+ LT-PT-Zellen

20.875 ± 1.381 
34.157 ± 1.182 
14.171 ± 44.39 
7.486 ± 3.363 
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4.5.5 Durch hiPSCs und hiPSC-abgeleitete Nierenzellen sezerniertes 
TGFβ1 liegt in den jeweiligen Kokulturen in inaktiver Form vor

Das Vorhandensein von TGFβ1 wurde in den Überständen von 
autologen und allogenen Kokulturen mit PBMCs und hiPSC bzw. 
IM-, PT- und LT-PT-Zellen untersucht. Dafür wurden jeweils an 
Tag 1 und Tag 3 nach Beginn der Kokultivierungen die jeweiligen 
Überstände mittels Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) auf 
aktives sowie totales (aktives plus inaktives) TGFβ1 getestet Abb. 43. 

Erhöhte Konzentrationen von TGFβ1 konnten vor allem an Tag 3 
nach Beginn der Kokulturen mit autologen und allogenen hiPSCs 
bzw. IM-, PT- und LT-PT-Zellen im Vergleich zu den PBMC-
Kontrollkulturen gemessen werden. Dabei lag TGFβ1 vor allem in 
seiner inaktiven Form vor Tab. 21.

Abb. 43: hiPSCs und renale 
Derivate erhöhen die TGFβ1-
Konzentration in autologen und 
allogenen Kokulturen. An Tag 
1 und Tag 3 nach Beginn der 
Kokultivierungen wurden die 
Überstände mittels ELISA auf das 
Vorhandensein von A) aktivem und 
B) totalem TGFβ1 getestet. ELISA 
(Enzyme-linked immunosorbent 
assay);  hiPSCs (human induced 
pluripotent stem cells), IM-Zellen 
(intermediär-mesodermale Zellen); 
LT-PT-Zellen (langzeit-kultivierte 
proximale Tubuluszellen); PT-
Zellen (proximale Tubuluszellen); 
TGFβ1 (Transforming growth factor 
beta 1)
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Tab. 21: TGFβ1 liegt in den Überständen der Kokulturen in inaktiver Form vor. Aktives und totales TGFβ1 wurde in den 
Kokultur-Überständen mittels ELISA-Analyse quantitativ gemessen. Nach Abzug des aktiv-gemessen von totalem TGFβ1 
ergab sich, dass TGFβ1 in den Kokulturen in seiner latenten und somit inaktiven Form vorliegt. Angegeben sind die Mittelwerte 
der gemessenen totales- abzüglich aktiv-gemessenem TGFβ1 ± SEM (n = 6)

Autologe
Kokultur

Tag 1 

Tag 3 

Allogene
Kokultur

Tag 1 

Tag 3 

Unstimuliert 

103 ± 20,26 

209,4 ± 20,81 

160,8 ± 27,63 

203,5 ± 55,62 

hiPSCs 

168,0 ± 30,29 

404,0 ± 70,45 

249,2 ± 17,97 

535,0 ± 80,21 

IM-Zellen 

168,4 ± 38,40 

548,4 ± 48,72 

219,1 ± 21,52 

442,3 ± 71,62 

PT-Zellen 

168,8 ± 39,99 

442,3 ± 36,2 

266,4 ± 36,32 

427,8 ± 62,59 

LT-PT-Zellen 

179,1 ± 35,27 

576,1 ± 94,71 

235,2 ± 35,07 

458,9 ± 89,5 
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Innerhalb dieser Arbeit sollten autologe und allogene hiPSC-
abgeleitete parenchymale Nierenzellen auf potentielle immunologische 
Eigenschaften untersucht werden.

Dafür wurden zunächst primäre Zellen aus dem Urinsediment 
gesunder junger Erwachsener mittels Sendai-Technologie in hiPSCs 
reprogrammiert. Die phänotypischen, molekularbiologischen und 
funktionellen Analysen bestätigten eine erfolgreiche Generierung der 
hiPSC-Linien BCRTi004-A und BCRTi005-A.

Weiterhin wurden die hiPSCs zu renalen Vorläuferzellen, IM-Zellen, 
und zu PT-Zellen differenziert. Die Differenzierungseffizienzen lagen 
bei über 75 %. Die PT-Zellen konnten anschließend erfolgreich für 
weitere 2 Wochen stabil in vitro kultiviert werden. 

Immunphänotypische Untersuchungen ergaben ein sehr niedriges 
MHC-Klasse I-Niveau in hiPSCs, IM- und PT-Zellen unter 
homöostatischen Bedingungen. LT-PT-Zellen zeigten eine erhöhte 
Expression von MHC-Klasse I, welche jedoch immer noch geringer 
im Vergleich zu adulten Primärzellen war. Ein pro-inflammatorisches 
Milieu führte zu einer erhöhten MHC-Klasse I-Expression und zeigte 
eine Induktion der HLA-DR-Expression auf LT-PT-Zellen.

Kokulturen von hiPSCs bzw. renaler Derivate mit autologen oder 
allogenen PBMCs wiesen keine Proliferation von auto-reaktiven oder 
allogen-spezifischen T-Zellen auf. Im Vergleich dazu induzierten primäre 
Urinzellen, welche den gleichen HLA-Typ wie die verwendeten hiPSCs 
besaßen, eine starke allogen-spezifische Reaktion von naiven und 
Gedächtnis-T-Zellen. hiPSCs sowie hiPSC-abgeleitete Nierenzellen 
zeigten eine Anfälligkeit gegenüber NK-Zellen, welche wahrscheinlich 
auf die verminderte MHC-Klasse I-Expression zurück zu führen ist.

Es bestätigte sich, dass hiPSCs aktive immunsupprimierende 
Eigenschaften besaßen. Diese immunmodulatorischen Kapazitäten 
nahmen im Laufe der Differenzierung ab. Während IM- und PT-
Zellen noch immunsupprimierende Effekte auf die Proliferation 
allogen-stimulierter T-Zellen zeigten, konnten LT-PT-Zellen kaum 
allogene T-Zell-Proliferationen unterdrücken. Eine Polarisation von 
konventionellen CD4+ T-Zellen in Tregs durch hiPSCs und renaler 
Derivate erfolgte nur in einem stark pro-inflammatorischen Milieu.
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5.1 Erfolgreiche Reprogrammierung von primären 
Urinzellen mittels Sendai-Virus-Technologie
Die Generierung hauseigener hiPSC-Linien war eine 
Grundvoraussetzung für die hier beschriebene Arbeit. Durch das 
Wissen um die Identität und der damit verbundenen Zugänglichkeit 
zu den hiPSC-Spendern konnten autologe Immunreaktionen 
auf die hiPSCs und der hiPSC-Derivate studiert werden. Für die 
Generierung der hiPSC-Linien wurden aus dem Urin isolierte primäre 
Zellen verwendet. Im Vergleich zur Verwendung z.B. von Zellen aus 
Hautbiopsien oder PBMCs handelt es sich bei der Urinspende um 
einen nicht-invasiven Prozess. Für die Isolation und Expansion der 
primären Urinzellen wurde das Protokoll von Zhou et al. verwendet 100. 
Die Reprogrammierung der Primärzellen erfolgte mittels Sendai-
Viren, welche jeweils einen der vier klassischen Yamanaka-Faktoren 
(OKSM) enthielten 84, 85. Die Vorteile in der Verwendung von Sendai-
Viren für die Generierung von hiPSCs liegen in der relativ hohen 
Reprogrammierungseffizienz (1% für Fibroblasten) sowie in der 
nicht-Integration der Reprogrammierungsgene in das Wirtsgenom, 
da es sich bei den Sendai-Viren um einen Negativstrang-RNA-Virus 
handelt 159, 160. In bisherigen Versuchen konnte eine einhergehende 
erhöhte Immunogenität von iPSCs nach Reprogrammierung mit 
integrativen Methoden im Vergleich zur Verwendung von nicht-
integrativen Methoden festgestellt werden 118, 124. Die Ursachen liegen 
u.a. in der ungerichteten Integration der Reprogrammierungsgene 
in das Wirtsgenom. Durch die Verwendung von Sendai-Viren für 
die Reprogrammierung sollte somit das immunogene Potential der 
generierten hiPSC-Linien minimiert werden. 

Die Reprogrammierung der primären Urinzellen verlief für beide 
Spender erfolgreich und es konnten mehrere hiPSC-Klone gepickt 
werden. Die hohe Reprogrammierungseffizienz lässt sich unter 
anderem mit dem jungen Alter der Primärzell-Spender erklären 99. 
Final wurde nur ein Klon pro Spender jeweils nach Passage 2 weiter 
kultiviert und ab Passage 10 den notwendigen Pluripotenz-Test sowie 
einer Analyse des Karyogramms unterzogen. Es ergab sich für die 
Zell-Linie BCRTi004-A auch noch nach Passage 10 eine transiente 
Expression des Sendai-viralen cMYC-Vektors (Daten nicht gezeigt). 
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Dieser Vektor tendiert bekanntlich zu einer längeren Persistenz in 
den reprogrammierten Zellen 161. Nach Herstellerangaben wurden 
die Zellen der Linie BCRTi004-A daraufhin für 5 Tage bei 38 °C 
inkubiert. Aufgrund der eingebauten Temperatursensitivät konnte 
der sendaivirale cMYC-Vektor innerhalb kurzer Zeit eliminiert 
werden. Die beiden hiPSC-Linien BCRTi004-A und BCRTi005-A 
sind seit ihrer Generierung für andere Gruppen zugänglich und 
wurden schon in verschiedenen Arbeiten verwendet 143, 144, 162, 163.

5.2 Aus primären Urinzellen reprogrammierte hiPSCs 
lassen sich effizient in renale Zellen differenzieren
Verschiedene Arbeitsgruppen haben Protokolle für 
Differenzierungen von pluriopotenten Stammzellen in renale wie 
z.B. Nierenvorläuferzellen, proximale Tubuluszellen und Podozyten 
entwickelt 162, 164. In dieser Arbeit wurde das Protokoll von Lam et 
al. verwendet, welches die sukzessive Differenzierung von hPSCs 
über IM-Zellen in PT-Zellen beschreibt 147. Beide Zelltypen 
besitzen therapeutische Relevanz und wären für zukünftige Zell-
Transplantationen von Interesse. Bei den IM-Zellen handelt es sich 
um multipotente Zellen, welche den Urogenitaltrakt, die Gonaden 
sowie die Nieren, ausbilden. Das umgebende Milieu beeinflusst die 
weitere Differenzierung der IM-Zellen. So konnte gezeigt werden, 
dass sich die hPSC-abgeleiteten PAX2- und LHX1–positiven IM-
Zellen nach einer Implantation in metanephritisch-mesenchymale 
Maus-Zellkulturen zu multipotenten Nierenvorläuferzellen 
des Kappen-Mesenchyms differenzieren. Eine weiterführende 
2D-Kultivierung ohne zusätzliche Wachstumsfaktoren führte 
währenddessen zu einer Spontandifferenzierung der IM-Zellen zu 
tubulären Zellen, welche eine Expression des PT-spezifischen Markers 
Lotus tetragonolobus lectin (LTL) aufwiesen. Die PT-Zellen sind die 
funktionellen Zellen des proximalen Tubulus. Dabei handelt es 
sich um das stärkst-resorbierende Segment des Nephrons. Die hohe 
Sensitivität der PT-Zellen gegenüber Toxinen und ischämischen 
Ereignissen, ausgelöst z.B. bei akutem Nierenversagen, können zur 
Apoptose sowie Nekrose und bei einer eingeschränkten endogenen 
Regeneration zu fibrotischen Prozessen und damit zur Entwicklung 
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einer CKD führen 165, 166. 

Die Effizienz der hPSC-Differenzierungen in IM- und PT-
Zellen wurde in der Arbeit von Lam et al. nicht untersucht 147. 
Die durchflusszytometrische Analyse der BCRTi004-A und 
BCRTi005-A abgeleiteten IM-Zellen für die Zelltyp-spezifischen 
Marker PAX2 und LHX1 ergaben eine Differenzierungseffizienz 
von über 75 %. Die differenzierten PT-Zellen konnten bis zu 80 % 
positiv für die Expression der PT-spezifischen Marker AQP1 und 
Na/K-ATPase getestet werden. Im Vergleich dazu zeigte die IM-
Zell-Differenzierung der kommerziellen hiPSC-Linie WISCi004-A 
eine wesentlich geringere Differenzierungseffizienz 76. Auch andere 
Arbeiten konnten eine erhöhte Differenzierungseffizienz der Linien 
BCRTi004-A und BCRTi005-A in renale Zelltypen gegenüber 
der hiPSC-Linie WISCi004-A zeigen 162. Abgesehen von der 
verwendeten Reprogrammierungsmethode liegen die wesentlichen 
Unterschiede zwischen den Zell-Linien BCRTi004-A / -5-A 
und WISCi004-A an den verwendeten Ausgangszellen. 
Während die Zell-Linie WISCi004-A aus endodermalen fötalen 
Fibroblasten (IMR90) generiert wurde, wurden die Zell-Linien  
BCRTi004-A / -5-A aus primären Urinzellen generiert. Bei den 
heterologen Urinzellen handelt es sich primär um abgelöste Zellen 
aus der Niere 145, 167. Nachweislich weisen iPSCs während der frühen 
Passagen ein transkriptionelles und epigenetisches Gedächtnis auf 
in Abhängigkeit von der Gewebeherkunft der Ausgangszellen 168, 169. 
Dadurch ist die Effizienz der Differenzierung in den ursprünglichen 
Zelltyp erhöht. Für diese Arbeit wurden bewusst primäre Urinzellen 
für die Reprogrammierung verwendet um eine möglichst hohe 
Effizienz der renalen Differenzierung erzielen zu können. 

Die Langzeitkultivierung der PT-Zellen, LT-PT-Zellen, ergab 
besonders bei der Verwendung von Geltrex als ECM für die 
Beschichtung einen stabilen PT-Phänotyp: morphologisch 
konnten die epithelialen Strukturen erhalten bleiben und auch die 
durchflusszytometrische Analyse ergab eine konstante Expression 
von AQP1 und Na/K-ATPase. Der Vorteil in der Verwendung 
von Geltrex, bzw. Matrigel, für die in vitro Kultivierung von 
PT-Zellen wurde schon in anderen Arbeiten gezeigt. Besonders 
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in der 3D-Kultivierung mittels Matrigel konnten die PT-Zellen 
funktionelle Tubuli ausbilden 170, 171.

Die Transkriptomanalyse der hiPSCs und der renal-differenzierten 
Zellen zeigte die Expression von Zelltyp-spezifischen Markern 
abhängig vom Differenzierungsstadium. Die hiPSCs exprimierten 
wie zu erwarten pluripotente Gene wie z.B. NANOG und SOX2. 
Im Laufe der renalen Differenzierung nahmen die Expressionen 
der Pluripotenzgene ab und waren in den differenzierten LT-PT-
Zellen kaum noch detektierbar. Die RNA-Sequenzierungsanalyse 
der IM-Zellen ergab auch hier die spezifische Expression von 
IM- bzw. renalen Vorläufegenen wie PAX8, GATA3 und T. Die 
Expressionsintensitäten der IM-spezifischen Gene nahm während 
der weiteren Differenzierung und Reifung in den PT-Zellen ab. 
Die in vitro Ausreifung in funktionelle Zelltypen benötigt, wie an 
hPSC-differenzierten Neuronen und auch Hepatozyten gezeigt 
werden konnte, zusätzliche Zeit und ist oftmals nicht mit dem Ende 
des Differenzierungsprotokolles abgeschlossen 172, 173. Anhand der in 
dieser Arbeit durchgeführten Transkriptomanalysen konnte in LT-
PT-Zellen eine im Vergleich zu PT-Zellen erhöhte Expression von 
PT-spezifischen Markern wie AQP1 und CDH2 festgestellt werden. 
Dies bestätigt auch für die differenzierten PT-Zellen einen positiven 
Effekt einer Langzeitkultivierung auf den Phänotyp der Zellen. Die 
abnehmende Proliferationsfähigkeit und die damit einhergehende 
verminderte Konfluenz der in vitro kultivierten LT-PT-Zellen 
kann die Herabregulation von kontaktabhängigen PT-spezifischen 
Markern, wie z. B. der Na/K-ATPase, erklären 174. 

Der direkte Vergleich der kompletten Genexpressionsmuster 
(insgesamt wurden 26.203 Gene untersucht) der hiPSCs, hiPSC-
abgeleiteten Nierenzellen und der für die Reprogrammierung 
verwendeten primären Urinzellen bestätigte deutlich 
unterschiedliche Expressionscluster für die jeweiligen untersuchten 
Zelltypen. Die primären Urinzellen und die hiPSCs zeigten hierbei 
den größten transkriptionellen Unterschied. Innerhalb der renalen 
Differenzierung näherten sich die Expressionsmuster wieder den 
primären Urinzellen an. Die Urinzellen zeigten die Expression von 
PT-spezifischen Markern wie TJP1, Na/K-ATPase und CDH2 
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(Daten nicht gezeigt) und waren somit im Vergleich den LT-PT-
Zellen transkriptionell am ähnlichsten.

5.3 Der Immunphänotyp der hiPSC-abgeleiteten renalen 
Zellen ist abhängig vom Differenzierungsstadium und 
unterliegt dem Einfluss eines pro-inflammatorischen 
Milieus
Eine entscheidende Rolle für die erfolgreiche Verwendung hiPSC-
abgeleiteter Zellen für klinische Therapien ist die Akzeptanz 
der Transplantate durch das Immunsystem des Patienten. Die 
Expressionen der hoch-polymorphen MHC-Moleküle auf den 
hiPSCs und den differenzierten Derivate spielen dabei eine 
besonders kritische Rolle. Es wurde gezeigt, dass hESCs und hiPSCs 
ähnliche Expressionsprofile besitzen und die MHC-Klasse I- und 
II-Moleküle sowie T-Zell-spezifische Kostimulatoren gar nicht oder 
nur sehr schwach exprimieren. Dadurch sind hPSCs außer Stande 
T-Zellen effizient zu stimulieren, worauf ihre immunpriviligierten 
Eigenschaften gegenüber allogenen T-Zellen u.a. begründet  
sind 175, 176, 177, 178, 179. Im Zuge der Differenzierung oder durch 
Stimulation mit pro-inflammatorischen Zytokinen verändert sich 
jedoch der Immunphänotyp der hiPSCs und die Expressionsstärken 
der MHC-Klasse I-Moleküle HLA-A/B/C nehmen zu 175, 177, 180. 
Dadurch werden hiPSC-abgeleitete Zellen angreifbarer für T-Zellen. 

Die aus primären Urinzellen generierten hiPSCs exprimierten, 
wie auch schon für andere hPSC-Linien beschrieben wurde, 
unter homöostatischen Bedingungen kaum HLA-A/B/C. Auch 
die differenzierten IM-, sowie PT-Zellen zeigten eine nur sehr 
schwache HLA-A/B/C-Expression. Im Vergleich dazu zeigten die 
LT-PT-Zellen eine Hochregulation der MHC-Klasse I-Expression. 
Somit wird eine Immunmaturation im Zuge der Differenzierung 
ersichtlich. Um eine effektive Immunantwort zu gewährleisten, 
werden im Zuge von Entzündungen Zytokine wie Interferone 
ausgeschüttet, welche eine Hochregulation der MHC-Klasse I- 
und II-Moleküle auf den umgebenden Zellen bewirkt. Besonders 
bei IFNg handelt es sich diesbezüglich um ein sehr potentes pro-



117

Diskussion

inflammatorisches Zytokin. Es zeigte sich in Mausexperimenten, 
dass die Expression des IFNg-Rezeptors (IFNGR) essentiell für die 
normale Expression von MHC Klasse I-Molekülen in der Niere 
im basalen Zustand ist 181. Die Transkriptomanalysen bestätigten 
die relativ homogene Expression der beiden IFNg-Rezeptorketten 
IFNGR1 und IFNGR2 unter homöostatischen Bedingungen in 
den renal-differenzierten IM-, PT- und LT-PT-Zellen. Auch in 
den hiPSCs und in den primären PT-Zellen wurden die IFNg-
Rezeptorketten mit vergleichbarer Expressionsstärke transkribiert 
(Daten nicht gezeigt). Um ein pro-inflammatorisches Milieu, wie es 
z.B. in einem Entzündungs- oder Transplantationssetting vorkommt, 
zu simulieren, wurden die hiPSCs und die renalen Derivate für 48 
Stunden mit 25 ng/ml IFNg stimuliert. Eine Dosisanalyse sowie 
eine Kinetik wiesen eine maximale MHC-Klasse I-Induktion 
unter diesen Bedingungen auf 175. Die durchflusszytometrische 
Analyse ergab nach der IFNg-Stimulation der hiPSCs und der 
renalen Derivate eine starke Hochregulation von MHC-KIasse I 
auf der Zelloberfläche. Die Transkriptomanalysen ergaben zudem 
eine relativ homogene Expression von HLA-A/B/C auf den renal 
differenzierten Zellen, während die Expressionsstärke von b2M 
im Laufe der Differenzierung zunahm. Die Expressionsstärken der 
MHC-Klasse I-relevanten Moleküle waren jedoch immer noch 
geringer verglichen mit den primären Urinzellen.

Die konstitutive Expression von MHC-Klasse II beschränkt sich 
auf APCs, wie dendritische-Zellen, B-Zellen, Monozyten und 
Makrophagen, und bewirken durch die Präsentation exogener 
Antigene eine Aktivierung von CD4+ T-Zellen 182. Zusätzlich können 
Endothelzellen sowie Epithelzellen unter pro-inflammatorischen 
Bedingungen als semi-professionelle APCs fungieren 183. Die PT-
Zellen in der Niere agieren durch Leukozyten-Stimulation als solche 
immunregulatorische Zellen und exprimieren in diesem Zuge 
transient MHC-Klasse II 184, 185. Durch die durchflusszytometrische 
Analyse wurde ersichtlich, dass HLA-DR weder auf den PT- noch auf 
den LT-PT-Zellen unter homöostatischen Bedingungen detektiert 
werden konnte. Nach IFNg-Stimulation konnte jedoch auf 
einigen LT-PT-Zellen HLA-DR nachgewiesen werden. Besonders 
inkompatible HLA-DR-Allele spielen bei Abstoßungsreaktionen  



118

Diskussion

eine entscheidende Rolle 63. Die PT-Zellen sowie auch die hiPSCs 
und die IM-Zellen zeigten auch unter pro-inflammatorischen 
Bedingungen keine HLA-DR-Expression. Die Expression von MHC-
Klasse II-Molekülen wird durch den Transkriptionsfaktor CIITA 
kontrolliert und kann in semi-professionellen APCs durch IFNg 
induziert werden 186. Die Analyse der RNA-Sequenzierungsdaten 
ergab eine Expression von CIITA in IFNg-stimulierten LT-PT-
Zellen sowie in den primären Urinzellen. Die T-Zell-Kostimulatoren 
CD80, CD86 sowie CD40 wurden von den LT-PT-Zellen jedoch 
gar nicht oder nur sehr schwach exprimiert. Dadurch könnten die 
LT-PT-Zellen aufgrund der MHC-Klasse II-Expression allogen-
spezifische Gedächtnis-T-Zellen aktivieren, für eine vollständige 
Aktivierung von naiven T-Zellen würde jedoch die Kostimulation für 
das essentielle Signal 2 fehlen. In den hiPSCs, IM- sowie PT-Zellen 
wurde CIITA kaum exprimiert. Auch anhand der MHC-Klasse II-
Expression wird somit eine Immunmaturierung, eine Veränderung 
des Immunphänotypes im Zuge des Differenzierungsprozesses, 
ersichtlich. Die Regulation der MHC-Expression unterliegt in den 
hPSCs epigenetischer Kontrolle 187. DNA-Demethylierungsprozesse 
führen im Laufe der Differenzierung zu einer Hochregulation 
MHC-relevanter Moleküle. 

Während die reduzierte MHC-Expression auf hiPSC-differenzierten 
Zellen zu einer verminderten Erkennung durch T-Zellen führt, 
könnte jedoch die Gefahr der Abstoßung durch NK-Zellen 
erhöht sein 188. Eine verringerte MHC-Klasse I-Expression, 
oder fremde MHC-Moleküle können zu einer Aktivierung von 
NK-Zellen und einer damit einhergehenden Elimination mittels 
führen 189, 190. Aktivierte NK-Zellen können IFNg exprimieren. 
Dies fördert wiederum eine Typ-1-T-Helferzelle (Th1) -induzierte 
Immunantwort sowie eine Hochregulation von MHC-Klasse I 
und MHC-Klasse II auf den transplantierten Zellen, wodurch jene 
wiederum erkennbarer für T-Zellen werden. Die renal-differenzierten 
hiPSCs exprimieren eine Vielzahl von NK-Zell-aktivierenden 
sowie –inhibierenden Rezeptoren. hiPSCs exprimieren das nicht-
klassische MHC-Klasse I-Molekül HLA-G. Die Expression dieses 
Genes schützt in vivo den Fetus vor maternalen NK-Zellen 191. 
Renal-differenzierte hiPSCs zeigten dagegen keine Expression von 
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HLA-G. Einige Arbeitsgruppen beschrieben die Möglichkeit, eine 
NK-Zell-vermittelte Lyse der autologen hiPSC-differenzierten 
Zellen durch Stimulation mit pro-inflammatorischen Zytokinen 
zu unterbinden 192. Durch die induzierte erhöhte MHC-Klasse 
I-Expression wären transplantierte autologe hiPSC-Derivate 
hinsichtlich der Missing-self-Hypothese vor einer NK-Zell-
vermittelten Eliminierung geschützt.

Die Expression einiger bestimmter Gene wurde im Zusammenhang  
mit einer erhöhten  Immunogenität von hiPSCs und hiPSC-
abgeleiteten Zellen gebracht. Im Blut gesunder Probanden 
wurden z.B. OCT4-spezifische Gedächtnis-T-Zellen 
entdeckt 127. Expressionsrückstände dieses Genes könnten somit 
in den transplantierten differenzierten Nierenzellen zu einer 
Abstoßungsreaktion führen. Die Transkriptomanalysen ergaben 
diesbezüglich eine unmittelbare OCT4-Herabregulation mit 
Beginn der Differenzierung. OCT4 war somit kaum in den renal-
differenzierten hiPSCs detektierbar. Die IM-Zellen exprimierten 
jedoch die bekannten Antigene GATA3 und CD24, die beide Teil 
des Transkriptoms der IM-Zellen sind. Einige Arbeitsgruppen 
beschrieben die aberrante Expression der Gene ZG16 und 
HORMAD1 in hiPSCs und in den differenzierten Derivaten, 
was eine spezifische T-Zell-vermittelte Abstoßung dieser Zellen 
zur Folge hatte 118, 119. Allein die fehlerhafte Expression von ZG16 
kann zu einer T-Zell-vermittelten Transplantatabstoßung führen. 
Die Transktiptomanalysen der hiPSC-differenzierten renalen Zellen 
ergab keine Expression von HORMAD1 und eine sehr geringe 
Expression von ZG16. 

Der Immunphänotyp von hiPSC-differenzierten renalen Zellen 
war abhängig vom Differenzierungsstadium. Eine Exposition mit 
IFNg führte in allen Zelltypen zu einer Hochregulation des HLA-
A/B/C-Expressionsniveaus sowie zu einer Expression von HLA-
DR auf den LT-PT-Zellen. Dies zeigt, dass der Immunphänotyp 
von sich differenzierenden Zellen nicht statisch ist und sich 
nach Ende der Zelltyp-spezifischen-Differenzierung eine weitere 
Immunmaturierung anschließen kann. Eine Prognose bezüglich 
NK- sowie T-Zell-vermittelter Abstoßungen lässt sich an Hand der 
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Transkriptomanalysen alleine jedoch nicht erstellen.

5.4 hiPSCs und renal-differenzierte hiPSCs induzieren 
keine Antigen-spezifische T-Zell-Proliferation und 
weisen abhängig vom Differenzierungsstadium 
immunsupprimierende Eigenschaften auf
Für die Analyse der Immunigenität wurden die hiPSCs und die 
renalen Derivate in vitro jeweils mit autologen bzw. allogenen 
PBMCs kokultiviert. Nach einwöchiger Kokultur konnte keine 
selbst-reaktive T-Zell-Proliferation gegen die autologenen hiPSCs 
und gegen die renal differenzierten IM-, PT- sowie LT-PT-Zellen 
detektiert werden. In den allogenen Kokulturansätzen mit PBMCs 
gesunder Spender, welche zuvor keine Blutprodukt-Transfusionen 
oder Organtransplantationen erhalten haben, induzierten die 
primären Urinzellen eine starke allogen-spezifische T-Zell-Antwort. 
Dabei ging die allogen-spezifische T-Zell-Proliferation von naiven 
sowie auch von Gedächtnis-T-Zellen aus. Das Vorhandensein 
der allo-reaktiven Gedächtnis-T-Zellen läßt sich bei gesunden 
Spendern durch die heterologe Immunität erklären. Dabei 
reagieren geprimte Pathogen-spezifische T-Zellen aufgrund ihrer 
Kreuzreaktivität auf fremde HLA-Moleküle 60, 61, 62. Zusätzlich 
können auch Schwangerschaften zu einer Präformation von allo-
reaktiven Gedächtnis-T-Zellen führen. Die T-Zell-Proliferation von 
Diabetis mellitus Typ I-Patienten mit einer bestehenden diabetischen 
Nephropathie gegenüber allogenen primären Urinzellen war im 
Vergleich zur allogen-spezfischen T-Zell-Proliferation gesunder 
Spender leicht erhöht. Dies erklärt sich durch die zusätzliche 
Kreuzreaktivität der auto-reaktiven T-Zellen (gegen Insulin-
produzierende β-Zellen) gegenüber allogene Zellen 193. Zudem lag 
das Durchschnittsalter der untersuchten Patienten höher gegenüber 
dem der untersuchten gesunden Spender. Nachweislich kommt es 
mit dem Alter zu eine Akkumulation präformierter Gedächtnis-
T-Zellen, wodurch es wiederum aufgrund der Kreuzreaktivitäten 
zu einer erhöhten allogenen Immunreaktion kommen kann 61.
Dialyse-Maßnahmen waren bei einem der untersuchten Patienten 
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notwendig. Nachweislich erhöht sich zudem die Anzahl allogen-
reaktiver T-Zellen durch eine anhaltende Dialyse 57. 

Die verwendeten primären Urinzellen in den Kokulturen stammten 
von den gleichen Spendern wie die Ausgangszellen der hiPSCs. 
Daher wiesen die primären Urinzellen und die hiPSCs sowie die 
hiPSC-abgeleiteten renalen Zellen den gleichen HLA-Typ auf. 
Interessanterweise konnte trotz der nachweislichen Existenz 
allogen-spezifischer T-Zellen bei gesunden Probanden sowie bei 
Patienten mit diabetische Nephropathie keine allogen-spezifische 
T-Zell-Proliferation gegen die hiPSCs sowie der differenzierten IM-, 
PT- sowie LT-PT-Zellen detektiert werden. 

Das Unvermögen der hiPSCs und der renal-differenzierten hiPSCs 
eine allogen-spezifische T-Zell-Proliferation zu induzieren, kann 
durch die reduzierte Expression von MHC-Klasse I-Molekülen auf 
den hiPSCs und den renalen Derivaten erklärt werden. Dadurch 
kommt es zu einer verminderten Detektion der hiPSCs sowie der 
hiPSC-abgeleiteten Nierenzellen durch CD8+ T-Zellen. Zusätzlich 
ist die Stimulation von CD4+ T-Zellen über den indirekten sowie 
auch über den semidirekten Weg eingeschränkt. Eine direkte 
CD4+ T-Zell-Stimulation könnte theoretisch durch LT-PT-Zellen 
erfolgen, da es sich bei den proximalen Tubulus-Zellen um semi-
professionelle APCs handelt und die immunphänotypische Analyse 
eine HLA-DR-Expression auf den, im Vergleich zu den PT-Zellen, 
immun-reiferen LT-PT-Zellen ergab. Wie schon zuvor im Abschnitt 
5.3 anhand der Transkriptomdaten beschrieben wurde, handelt es 
sich bei den LT-PT-Zellen um unvollständige semi-professionelle 
APCs. Während die unzureichende Kostimulation naiver T-Zellen 
durch die verminderte bzw. abwesende Expression von CD40 sowie 
CD80 und CD86 auf LT-PT-Zellen zu erklären ist, stellte sich 
bezüglich der fehlenden Gedächtnis-T-Zell-Antwort die Frage nach 
einer direkten Suppression der T-Zell-Proliferation durch LT-PT-
Zellen.

Die Analyse pro-inflammatorischer Zytokine in den jeweiligen 
Überständen ergab erhöhte Level an sezerniertem TNFα, IL1-β, 
IL-2 und IL-12p70 in Kokulturen mit allogenen sowie autologen 
Urinzellen. Bis auf TNFα waren die Zytokinkonzentrationen 
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in den Kokulturen mit allogenen Urinzellen relativ vergleichbar 
mit den gemessenen Konzentrationen in den Kokulturen mit 
autologen Urinzellen. Stark erhöhte TNFα-Level konnten an Tag 
3 in den allogenen Kokulturen detektiert werden, was für eine 
starke Immunreaktion gegen die allogenen Urinzellen spricht. Dies 
unterstützt die bereits zuvor erhaltenen Daten zur NK- und T-Zell-
Proliferation nach Kokultur mit allogenen Urinzellen. Das sezernierte 
TNFα kann durch NK- sowie auch T-Zellen sekretiert werden. 
Durchflusszytometrische Analysen zur Bestimmung der Zytokin-
produzierenden Immunzellen blieben ohne eindeutiges Ergebnis 
(Daten nicht gezeigt). In Kokulturen mit hiPSCs, IM-, PT- und LT-
PT-Zellen waren die gemessenen Zytokinkonzentrationen entweder 
nicht detektierbar oder reduziert im Vergleich zu den Kokulturen 
mit primären Urinzellen. Lediglich erhöhte IFNγ-Konzentrationen 
konnten in den jeweiligen Kokulturen mit autologen hiPSCs und 
IM-Zellen sowie allogenen hiPSCs, IM-, PT- und LT-PT-Zellen 
detektiert werden. Angesichts der erhaltenen Proliferationsdaten 
unterstützt die erhöhte IFNγ-Konzentration in den Kokulturen 
eine durch NK-Zellen-vermittelte Immunreaktion gegen die 
hiPSCs und die renalen Derivate. Die NK-Zell-Anwort wird im 
nächsten Abschnitt 5.5 gesondert diskutiert. Es kann jedoch nicht 
ausgeschlossen werden, dass allo-reaktive T-Zellen zusätzlich IFNγ 
sezernieren. 

Bisherige in vitro Studien belegen eine verminderte Immunogenität 
von ESCs und iPSCs unabhängig von der reduzierten MHC-
Klasse I-Expression. Die aktive immunuppressive Aktivität könnte 
dem Schutz der embryonalen Zellen vor maternalen Leukozyten 
dienen. Einige der immunsuppressiven Mechanismen können 
auch noch nach der Differenzierung und einer damit verbundenen 
MHC-Klasse I-Hochregulation beobachtet werden 187. In einem 
direkten Vergleich zeigten iPSCs im Vergleich MSCs potentere 
immunsupprimierende Eigenschaften 194. Für diese 
Untersuchung wurden miPSCs bzw. mMSCs einer gemischten 
Lymphozytenreaktion (eng. mixed lymphocyte reaction, MLR) 
zugegeben. Die Zugabe von miPSCs reduzierte die allogene T-Zell-
Proliferation verglichen mit mMSCs signifikant stärker. 



123

Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden die immunsupprimierenden 
Eigenschaften von hiPSCs bzw. der renalen Derivate im Kontext 
der Proliferation allogen-stimulierter T-Zellen getestet. Als allogene 
Lymphozyten-Stimuli wurden entweder allogene Urinzellen oder 
allogene B-Zellen verwendet. Durch die jeweilige Zugabe von 
hiPSCs, IM- bzw. PT-Zellen wurde die Proliferation allogen-reaktiver 
T-Zellen vermindert. Die Stärke der Proliferationsinhibition nahm 
im Laufe der Differenzierung von den hiPSCs zu den PT-Zellen 
kontinuierlich ab. LT-PT-Zellen zeigten nur noch einen sehr 
geringen inhibitorischen Einfluss auf die allogene CD4+ T-Zell-
Proliferation. Durch diese Modulations-Versuche konnte gezeigt 
werden, dass, im Vergleich zu hiPSCs sowie IM- und PT-Zellen, 
LT-PT-Zellen keine aktiven immunsupprimierenden Eigenschaften 
gegenüber T-Zellen besitzen. Schlußfolgernd konnte dadurch belegt 
werden, dass LT-PT-Zellen ihren immun-priviligierten Status durch 
einen schwach-stimulatorischen Immunphänotyp und einer damit 
einhergehenden Anergie-Induktion in allogen-spezifischen T-Zellen 
erlangen. 

In verschiedenen Arbeiten wurden die Mechanismen der durch 
ESCs und iPSCs vermittelten Toleranzinduktion untersucht. 
Nachweislich induzieren ESCs von Mäusen und Ratten ihre 
Protektion gegenüber allo-reaktiven T-Zellen durch die Expression 
des proapoptotischen FasL 195, 196. In der vorliegenden Arbeit konnte 
anhand der Transkriptomanalysen jedoch keine Expression von FasL 
in hiPSCs sowie in IM- und PT-Zellen nachgewiesen werden. Diese 
Ergebnisse unterstützen eine Studie, die ebenfalls keine Expression 
von FasL in humanen Stammzellen, in dem Fall in hESCs sowie 
hESC-abgeleiteten EBs, observieren konnte 197. In weiteren Studien 
konnten PGE2 und ARG1 als potente Zell-ungebundene Mediatoren 
der ESC-vermittelten Immunsuppression identifiziert werden 198, 

199. Die Zugabe von INDO zu den Modulations-Kokulturen wies 
auf eine geringe Involvierung von PGE2 auf die durch hiPSCs-, 
IM- und PT-Zell-vermittelten T-Zell-Suppression hin. Eine 
immunmodulatorische Suppression mittels ARG1 kann anhand der 
Transkriptomdaten ausgeschlossen werden, da weder hiPSCs noch 
die differenzierten IM- und PT-Zellen ARG1 exprimieren. Die 
Transkriptomdaten der hiPSCs und der renalen Derivate belegten 
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zum Teil erhöhte IDO1-Expressionen. Die Suppressionskapazität 
der hiPSCs, IM- sowie der PT-Zellen auf die Proliferation allogen-
reaktiver CD4+ T-Zellen konnte durch die Blockierung von IDO1 
mittels 1-MT leicht, jedoch nicht signifikant, herabgesetzt werden. 
Des Weiteren zeigten die Transkriptomprofile eine erhöhte TGFβ1-
Expression in den hiPSCs, IM- und PT-Zellen. Bei TGFβ1 handelt 
es sich um ein pleiotropes Zytokin welches u.a. stark inhibitorische 
Effekte auf die Aktivierung sowie das Wachstum von Leukozyten 
aufweist. TGFβ1 supprimiert zum Beispiel die Maturierung von DCs 
und die Proliferation Antigen-spezifischer CD4+ T-Zellen 200, 201. 
Die Inhibition von TGFβ1 in den Modulations-Kokulturen zeigte 
jedoch keinen Effekt auf die Neutralisierung der durch hiPSCs, IM- 
und PT-Zell-vermittelten T-Zell-Suppression. Es erwies sich mittels 
ELISA-Analyse, dass der Großteil an exprimiertem TGFβ1 in der 
latenten und somit inaktiven Form vorlag 202. Eine Aktivierung von 
latentem TGFβ1 kann unter anderem durch Integrin α5β6 erfolgen, 
dessen Expression sich auf epitheliale Zellen beschränkt 203. Während 
α5β6 unter homöostatischen Bedingungen normal exprimiert wird, 
kommt es im Zuge von Verletzungen und Entzündungen zu einer 
erhöhten Expression von α5β6 auf Epithelzellen 204, 205.

Aktives TGFβ1 kann wiederum in der Abwesenheit von IL-6 zu einer 
FOXP3-Induktion, welche anschließend zu einer Konvertierung von 
konventionellen CD4+CD25–FOXP3– T-Zellen zu induzierten 
CD4+CD25+FOXP3+ Tregs (iTregs) führenkann 206, 207, 208, 209. Bei 
Tregs handelt es sich um potente Regulatoren sowie Suppressoren von 
Immunzellen, welche der Prävention von Autoimmunerkrankungen 
und der Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz dienen. Es zeigte 
sich in Kokulturversuchen, dass jeweils hiPSCs, IM-, PT- sowie LT-
PT-Zellen bei gleichzeitiger Stimulation der PBMCs mit SEB oder 
allogenen B-Zellen tendenziell zu einer erhöhten Anzahl von iTregs 
in der CD4+ T-Zell-Population führte. Im Vergleich induzierten 
allogene primäre Urinzellen als zusätzlicher PBMC-Stimulus bzw. 
jeweils die hiPSCs, IM-. PT- und LT-PT-Zellen allein keine iTregs. 
Die Ursache dafür könnte an einem unterschiedlichen IL-2-Level in 
den jeweiligen Kokulturen liegen. IL-2 ist essentiell für die TGFβ-
induzierte Polarisierung von konventionellen CD4+ T-Zellen zu 
iTregs 210, 211. SEB und allogene B-Zellen induzierten eine verstärkte 
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Effektor-T-Zell-Antwort im Vergleich zu allogenen primären 
Urinzellen bzw. den hiPSCs und den renalen Derivate allein, was 
sich auch jeweils in erhöhten IL-2-Niveaus wiederspiegelte (Daten 
nicht gezeigt). Anhand dieses Versuches kann konkludiert werden, 
dass das Immunprivileg von hiPSCs, IM-, PT- und LT-PT-Zellen 
nicht auf ihrer Eigenschaft iTregs zu induzieren beruht. Jedoch 
können hiPSCs und hiPSC-abgeleitete renale Zellen in einem stark 
pro-inflammatorischen Milieu die Polarisation von konventionellen 
CD4+ T-Zellen zu iTregs induzieren. 

Summarisch konnte in den hier durchgeführten Versuchen kein 
immunogenes Potential von hiPSCs, IM-, PT- und LT-PT-Zellen 
gegenüber autologen und allogenen T-Zellen festgestellt werden. Die 
hiPSCs zeigten aktive immunsupprimierende Eigenschaften, welche 
im Laufe der renalen Differenzierung abnahmen. In Langzeitstudien 
muss zukünftig der weitere Einfluß der Immun-Reifung der renalen 
Epithelzellen auf T-Zellen untersucht werden. Weiterhin kann 
zusätzlich der Vorteil von HLA-Übereinstimmungen im allogenen 
Transplantationssystem getestet werden.

5.5 NK-Zell-Reaktionen werden durch hiPSCs, hiPSC-
abgeleitete Nierenzellen und durch primäre Urinzellen 
hervorgerufen
NK-Zellen sind Teil des angeborenen Immunsystems und wirken 
primär an der Erkennung und Elimination von Virus-infizierten 
sowie entarteten Zellen mit 212, 213. Im Vergleich zu T-Zellen müssen 
NK-Zellen nicht durch APCs geprimt werden. Die Erkennung 
der Ziel-Zellen erfolgt durch Killer cell immunoglobulin-like 
receptors (KIR) exprimiert auf der NK-Zell-Oberfläche. Während 
inhibitorische KIRs an MHC-Klasse I-Moleküle binden und somit 
eine essentielle Rolle bei der Selbst-Toleranz übernehmen, kommt 
es bei einer fehlenden Detektion eigener MHC-Klasse I-Moleküle 
auf den Ziel-Zellen durch stimulierende KIRs auf der NK-Zell-
Oberfläche zu einer Aktivierung der NK-Zellen. Diese Missing-
self-Hypothese führt zudem indirekt auch zur Erkennung allogener 
Zellen. Dies erfolgt durch die Nichterkennung fremder MHC Klasse 
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I-Moleküle und zeichnet sich durch eine sehr hohe Sensitivität aus. 
Die Erkennung allogener MHC-Klasse I-Moleküle als nicht-eigen 
durch KIRs erfolgt schon bei einem Unterschied in nur einem Allel. 
Dennoch wurde die Rolle der NK-Zellen bei Organtransplantationen 
sehr lange unterschätzt, da es sich aufgrund verschiedener Studien 
belegen ließ, dass die Depletion von NK-Zellen keinen Einfluss 
auf die Unterbindung oder Dynamik der Abstoßungsreaktion von 
Herz-, Haut- und Lebertransplantaten zeigte 214, 215. Letzlich konnte 
jedoch eine Beteiligung von NK-Zellen bei akuten sowie auch 
chronischen Transplantatabstoßungen nachgewiesen werden 216, 217. 
Nach einer Aktivierung können NK-Zellen direkt über zytolytische 
Funktionen Ziel-Zellen eliminieren. Insbesondere jedoch erlangen 
NK-Zellen ihre Effektorfunktionen durch die Sekretion pro-
inflammatorischer Zytokine wie IFNγ 218, 219. Diese Zytokine führen 
zu einer Erhöhung der MHC-Klasse I- und II-Expression und 
fördern dadurch die Antigen-Prozessierung in APCs 220. Zusätzlich 
wird dadurch die Th1-vermittelte Immunantwort gefördert 221. 

Bei der Transplantation von hiPSCs kann es neben der allogen-
induzierten Abstoßung auch zu einer durch MHC-Klasse 
I-Mangelexpression-induzierten Aktivierung von NK-Zellen 
kommen 120.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Stimulation der NK-Zell-
Proliferation durch allogene sowie auch autologe hiPSCs, IM-, 
PT- und LT-PT-Zellen nachgewiesen werden. Die Ergebnisse führen 
zu der Annahme, dass die induzierte NK-Zell-Antwort auf die 
generell verminderte MHC-Klasse I-Expression der hiPSCs und der 
hiPSC-abgeleiteten Nierenzellen zurückzuführen ist. Unterstützt 
wird diese Annahme durch die gemessenen IFNγ-Konzentrationen 
in den jeweiligen Kokulturen. Es ergab sich, dass hiPSCs die 
höchste IFNγ-Sekretion in den Kokulturen induzierten. Im Verlauf 
der Differenzierung nahm die Konzentration von IFNγ in den 
Überständen der jeweiligen Kokulturen ab. Vermutlich nahm die 
NK-Zell-Antwort aufgrund der erhöhten MHC-Klasse I-Expression 
im Laufe der Differenzierung ab. 

Die primären Urinzellen induzierten im allogenen Kokultursystem, 
jedoch auch im autologen Kokultursystem die Proliferation von 
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NK-Zellen. Vermutlich handelt es sich hierbei um eine durch 
Seneszenz hervorgerufene Immunreaktion. Die primären Urinzellen 
wurden für die Kokulturversuche bis maximal Passage 5 verwendet. 
Morphologisch konnten teilweise seneszente Zellen durch ihre 
vergrößerte Zellstruktur in der Kultur detektiert werden. Mit höherer 
Passage nahm zudem die Proliferationskapazität der Urinzellen ab. 
Zusätzlich ergab die Analsyse der Transkriptomdaten eine Expression 
von Decor receptor 2 (DCR2) in den primären Urinzellen (Daten 
nicht gezeigt). Bei DCR2 handelt es sich um einen Transmembran-
Rezeptor, welcher spezifisch auf seneszenten Zellen exprimiert wird 
und eine durch NK-Zellen-vermittelte Zytotoxizität bewirkt 222, 223. 

Die ermittelten Ergebnisse lassen auf eine NK-Zell-vermittelte 
Immunreaktion gegen autologe sowie allogene hiPSCs und renal-
differenzierte Zellen schließen. Einen Einfluss der NK-Zellen auf 
die T-Zell-Antwort ließ sich anhand der ermittelten Daten nicht 
eindeutig erkennen.
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5.6 Grafische Zusammenfassung der Arbeit
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Die Entwicklung der iPSC-Technologie eröffnet neue Möglichkeiten 
auf dem Gebiet der regenerativen personalisierten Medizin und die 
Weiterentwicklungen schreiten unaufhörlich voran. Mittlerweile  
wurden verschiedene Verfahren und Methoden beschrieben, um die 
Sichherheit und die Effizienz der hiPSC-basierten Therapie für die 
klinische Anwendunge zu erhöhen. Im Vergleich zu dem originalen 
Reprogrammierungsprotokoll entwickelt von Shinya Yamanaka 
wurde die Reprogrammierungsprozedur immer weiter optimiert. 
Eine effiziente Reprogrammierung kann mittlerweile mittels nicht-
integrativer Methoden sowie unter dem Ausschluss der Onkogene 
c-MYC und KLF4 erfolgen 106, 224, 225. Mittels magnetischer 
Seperation oder FACS können die erwünschten hiPSC-Derivate 
nach der Differenzierung aus einer heterogenen Kultur isoliert 
werden. Es wurden verschiedene Markerpanels für verschiedene 
hiPSC-Derivate, wie zum Beispiel für Kardiomyozyten, Neurone 
sowie Keimblätter-spezifische Vorläuferzellen, beschrieben 226, 227, 228. 
Für die zusätzliche Elimination von residualen undifferenzierten und 
somit potentiell tumorgenen hiPSCs können jene über die Marker 
SSEA-5 oder Claudin-6 (CLDN6) identifiziert werden 229, 230. 

Die Verwendung autologer hiPSC-Linien zur Behandlung einer 
größeren Anzahl von Patienten gestaltet sich aus finanzieller und 
zeitlicher Sicht als ungeeignet. Die Bereitstellung charakterisierter 
HLA-homozygoter hiPSC-Linien stellt eine praktikable Alternative 
da. Jedoch ist die Frage nach der immunologischen Akzeptanz 
noch nicht ausreichend geklärt. Eine weitere Möglichkeit um 
immunologische Barrieren bei der Transplantation allogen 
differenzierter hiPSCs unterbinden zu können, wäre die Generierung 
einer universellen hypoimmunogenen hiPSC-Linie 231, 232. Mittels 
Genom-Editierung können die Gene für die Expression von HLA-
A/B/C und HLA-DR entfernt werden, wodurch die betreffenden 
hiPSC-Derivate durch allogen-reaktive T-Zellen unerkannt bleiben. 
Eine NK-Zell-vermittelte Abstoßung aufgrund einer abwesenden 
HLA-A/B/C-Expression kann durch eine transgene Überexpression 
von HLA-E unterbunden werden. Die Transplantation 
hypoimmunogener Zellen ist jedoch riskant, da jene auf Grund der 
immunologischen Unsichtbarkeit auch einer durch Entartung oder 
Virus-bedingter Eliminierung entgehen würden. 
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In der vorliegenden sowie in vorherigen Arbeiten konnte 
gezeigt werden, dass hiPSCs sowie bestimmte hiPSC-Derivate 
immunsupprimierende Eigenschaften besitzen und eine tolerogene 
Immunantwort hervorrufen können 122, 233. Die Analyse der 
mechanistischen Wirkungsweise könnte für die Entwicklung neuer 
Strategien zur allogenen Transplantat-Akzeptanz genutzt werden. In 
einer Studie konnte eine Toleranz-Induktion durch eine zusätzliche 
Transplantation von iPSC-abgeleiteten regulatorischen DCs erreicht 
werden 234.  Jene führten zu einer Generierung  allogen-spezifischer 
Tregs.

Neben personalisierten zellulären Therapien ermöglicht die 
hiPSC-Technologie auch die Generierung kompletter Organe. 
Zukünftig könnten Chimären für die humane Organzüchtung 
verwendet werden. Bisher konnten erfolgreich in Pancreatic and 
duodenal homeobox 1 (Pdx1)–/– Mausembryonen mittels intra-
spezifischer Blastozysten-Komplementation funktionstüchtige 
Ratten-Baucherspeicheldrüsen generiert werden 235. Kürzlich 
wurden erstmalig hiPSCs in Schweine- sowie Rinderblastozysten 
transplantiert 236. Die hiPSCs intergrierten in die innere Zellmasse 
der Blastozysten beider Spezies. Bezüglich der Physiologie und der 
vergleichbaren Organgrößen würden sich für zukünftige humane 
Organzüchtungen jedoch Schweine besser eignen.  Viele Aspekte 
müssen bei diesen Szenarien jedoch bedacht werden. Neben des 
humanen Organes müsste auch die entsprechende Vaskularisierung 
humanen Ursprungs sein, da sonst die Schweine-Endothelzellen 
nach Transplantation zu einer xenogenen Abstoßungsreaktion 
führen können. Abgesehen davon, können die humanen Zellen im 
Embryo unkontrolliert in verschiedene Organe integrieren, wie zum 
Beispiel ins Gehirn und in die Keimzellen. Die Fragen, wo endet 
die Definition des Tieres, und ab wann ist der Mensch ein Mensch 
müssen vorher durch klare Richtlinien geklärt werden.
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Ausblick

Determining which products of advanced biotechnology are deserving 
of legal protections is essential to our own social architecture 

— John D. Loike
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7.2 Abkürzungsverzeichnis
ALPL	 Alkaline phosphotase
APC	 Antigen-presenting cell
AQP1	 Aquaporin 1
ARG1	 Arginase 1
CIITA	 Class II major histocompatibility complex transactivator
Cas9	 CRISPR-associated endonuclease 9
CCR7	 C-C chemokine receptor type 7
CD	 Cluster of differentiation
CDH2 	 Cadherin 2
CFSE	 Carboxyfluorescein succinimidyl ester
CKD	 Chronic kidney disease
CLEC2D	 C-type lectin domain family 2 member D
CLIP1	 CAP-Gly domain containing linker protein 1
CNV	 Copy number variation
CRISPR	 Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
CTLA4	 cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
CTNNB1	 Catenin beta 1 
CTV	 CellTrace Violet
CTSS	 Cathepsin S
CTV	 CellTrace Violet
DAPI	 4´,6-diamidino-2-phenylindole
DC	 Dendritic cells
DNAM-1	 Dnax accessory molecule-1
ECM	 Extracellular matrix
eGFR	 Estimated glomerular filtration rate
EB	 embryoid body
ELISA	 Enzyme-linked Immunosorbent Assay
ELISpot	 Enzyme Linked Immuno Spot Assay
ERAP	 Endoplasmic reticulum aminopeptidase
ESRD	 End stage renal disease
FACS	 Fluorescence-activated cell sorting
FGF2	 Fibroblast growth factor 2
FOXP3	 Forkhead box P3
FPKM	 Fragments  per kilobase million
FSC-A	 Forward scatter area  
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FSC-H	 Forward scatter height
GAPDH	 Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
GATA3	 GATA binding protein 3
GBD	 Global Burden of Disease
gDNA 	 Genomische DNA
GMP	 Good manufacturing practice
GSC	 Goosecoid
GSK-3	 Glycogen synthase kinase 3
Gy	 Gray 
hESCs	 Human embryonic stem cells
hiPSCs	 Human induced pluripotent stem cells
HLA	 Human leukocyte antigen
HORMAD1	 HORMA domain containing 1
hPSCs	 Human pluripotent stem cells
ICAM1	 Intracellular adhesion molecule 1
IDO	 Indolamin-2,3-dioxygenase 1
IFI30	 Lysosomal thiol reductase
IFNγ	 Interferon gamma 
IL	 Interleukin
IM-Zellen	 Intermediär-mesodermale Zellen
INDO	 Indotmetacin
iPSCs	 Induced pluripotent stem cells
KLF4	 Kruppel-like factor 4
KMT2E	 Lysine methyltransferase 2E
KRT8	 Keratin 8
KRT18	 Keratin 18
LHX 1	 LIM homeobox protein 1
LIN28A	 Lin-28 homolog A
LTL	 Lotus tetragonolobus lectin
LT-PT-Zellen	 Langzeit-kultivierte proximale Tubuluszellen
MEFs	 mouse embryonic fibroblasts
mESCs	 Murine embryonic stem cells
mHAg	 Minor histocompatibility antigen
MHC	 Major histocompatibility complex
MICA	 MHC class I polypeptide-related sequence A
miPSCs	 Mouse induced pluripotent stem cells
MM Blastem	 Metanephrogenen mesenchymalen Blastem
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MME	 Membrane metalloendopeptidase
MIXL1	 Mix paired-like homeobox 1
Na/K-ATPase	 Sodium-potassium adenosine triphosphatase
NANOG	 Nanog homeobox
NEUROD	 Neurogeneic differentiation factor 1
NK-Zellen	 natürliche Killerzellen 
OCT 3/4	 Octamer-binding transcription factor 3/4
OTX2	 Orthodenticle homeobox 2
PAX2	 Paired box
PAX8	 Paired box 8
PBMCs	 Peripheral blood mononuclear cells
PCA	 Principal component analysis
PCNA	 Proliferating cell nuclear antigen
PDX1	 Pancreatic and duodenal homeobox 1
PGE2	 Prostaglandin E2
POU5F1	 POU class 5 homeobx 1  
PT-Zellen	 Proximale Tubuluszellen
PVR	 Polivirus receptor precursor
RA	 All-trans Retinoic acid
RFX1	 Regulatory factor 1
ROCKI	 Rhoassociated proteinkinase-inhibitor
RT-PCR	 Reverse transcription polymerase chain reaction
SALL1	 Spalt-like transcription factor 1
SCNT	 Somatic cell nuclear transfer
SEB	 Staphylococcal enterotoxin b
SeV	  Sendai-Virus
SLC12A4	 Solute carrier family 12 member 4
SLC22A2	 Solute carrier family 22 member 2
SLC22A5	 Solute carrier family 22 member 5
SOX2	 Sex determining region Y – box 2
SOX17	 Sex determining region Y-box 17
SSC-A	 Side scatter area
SSEA4	 Stage-specific embryonic antigen-4
STRs	 Short tandem repeats 
T	 Brachyury
TALEN	 Transcription activator-like effector nuclease
TAP	 ATP binding cassette subfamily B member
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TAPBP	 TAP binding protein
TCR	 T-cell receptor
TERT	 Telomerase reverse transcriptase
TGFβ1	 Transforming growth factor beta 1
TJP1	 Tight junction protein 1
TNFα	 Tumor necrosis factor alpha
TNFSF4	 TNF superfamily member 4
TRA	 Tumor-rejection antigen
Tregs	 regulatory T cells
TSCMs	 Stem memory T cells
ZG16	 Zymogen granule protein
ZFN	 Zinc-finger nuclease
β2M	 Beta2-Microglobulin
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Abb. 43: hiPSCs und renale Derivate erhöhen die TGFβ1- Konzentration in autologen und allogenen 
Kokulturen.
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8.1 Zusätzliche Informationen
Tab. S1: Demographische Details der für die Immunogenitätsstudie 
eingeschlossenen Patienten

Merkmal Ausprägung

Patienten-Anzahl

Alter (Jahre, Mean ± SD)

Geschlecht (w / m)

Diagnose Diabetes mellitus Typ 1 
(Juvenile / Adulte)

Dialysepflichtig

6

43 ± 14,18 (24 – 64 Jahre)

3 /3

3 / 1, 2 unbekannt 

1 / 5 (Hämodialyse), 1 unbekannt
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8.2 Lebenslauf

Der Lebenslauf ist in der Online-Version aus Gründen des Datenschutzes nicht enthalten.
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