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1. Einleitung

1.1 Verschiedene Potenzen von Stammzellen

Stammzellen sind Zellen, die in der Lage sind, sich asymmetrisch zu teilen,
namlich in eine Zelle eines bestimmten Gewebetyps und eine erneute
Stammzelle. So ist gewahrleistet, dass die Population der Stammzellen immer
gleichbleibt (Kurzlehrbuch Embryologie. S. 161. Ulfig. Thieme, Stuttgart 2005).
Es gibt verschiedene Typen von Stammzellen, wobei diese nach der Potenz
unterschieden werden. Die Potenz gibt dabei die Fahigkeit des jeweiligen
Stammzelltypen an, in welche Zellen er sich differenzieren kann. Die hochste
Potenz hat demnach die befruchtete Eizelle, welche auch Zygote genannt wird.
Aus ihr allein entsteht durch Teilung der Embryo und somit der gesamte
menschliche Organismus. So besitzt sie also die Fahigkeit sich in jegliche Zellen
des menschlichen Organismus und auch in extraembryonales Gewebe, wie die
Trophoblastenzellen, entwickeln zu kénnen. Sie wird deshalb als totipotent
bezeichnet (De Paepe et al., 2014, Ishiuchi and Torres-Padilla, 2013). Ebenfalls
totipotente Stammzellen sind die Blastomeren, die durch Teilung der Zygote
entstanden sind. Zellen mit einer eingeschrankten Potenz entstammen dem
Blastozysten-Stadium, genauer gesagt der inneren Zellmasse der Blastozyste.
Diese Zellen werden als humane embryonale Stammzellen bezeichnet (hESZ)
und sind pluripotent (Ishiuchi and Torres-Padilla, 2013, Thomson et al., 1998).
Das wiederum bedeutet, dass sie befahigt sind, sich in Zellen aller drei
Keimblatter (Ektoderm, Mesoderm und Endoderm) zu entwickeln (Thomson et
al., 1998). Des Weiteren gibt es noch adulte Stammzellen, welche sich nur noch
in spezifische Gewebearten differenzieren konnen und z.B. zur Reparatur von
geschadigtem Gewebe zustédndig sind (Mayani, 2003). Diese adulten
Stammzellen, darunter die hamatopoetischen Stammzellen, verbleiben
zeitlebens im Organismus. Hier spricht man von multipotenten Stammzellen.
Um in der Forschung ausgehend von einer Stammzelle in Richtung eines
beliebigen Gewebetyps des Korpers differenzieren zu kénnen, war bis vor nicht
allzu langer Zeit die Verwendung von pluripotenten hESZ notwendig. Dies flhrte
immer wieder zu ethischen Debatten (Passier and Mummery, 2003, Wert and

Mummery, 2003, Jaenisch, 2004). Um pluripotente hESZ zu gewinnen war es

10



notwendig auf humane Embryonen aus abgebrochenen Schwangerschaften
oder auch auf Embryonen, die bei in vitro Fertilisationen Ubrig geblieben sind
zuruckzugreifen (Mieth, 2000).

1.2 Das Gehororgan

Das Ohr ist wohl eines der wichtigsten Sinnesorgane des menschlichen Korpers,
da es zugleich Hor- und Gleichgewichtsorgan beherbergt. Durch die Aufnahme
akustischer Reize besteht so die Madglichkeit Sprache zu erlernen und zu
verstehen. Das Gehor ist somit essenziell fur die menschliche Entwicklung, vor
allem da die menschliche Sprache mit keiner tierischen Kommunikationsform
vergleichbar ist (Pagel, 2017). Ein Verlust dieses Sinnes kann somit dazu flhren,
dass die Lebensqualitat eingeschrankt wird und die oder der Betroffene in
depressive Zustande verfallt (Dillard et al., 2023). Weiterhin wirde ein Verlust
sich auf die Sprachentwicklung, das allgemeine Wohlbefinden und auch den
Bildungsstand auswirken (Kotby et al., 2008, Olusanya et al., 2014).

Das Ohr wird generell als das empfindlichste Sinnesorgan des Menschen
bezeichnet (Physiologie des Menschen. S. 316. Schmidt, Lang, Heckmann.
Springer, Wlrzburg/ Tibingen 2017). Dabei lassen sich in einem menschlichen
Innenohr jeweils um die 3.500 innere Haarzellen und 11.000 dufRere Haarzellen
finden (Ashmore, 2008). Die Haarzellen kdbnnen mechanosensitive Reize, die
durch Schallwellen ausgelost werden, wahrnehmen und in elektrische Reize
umwandeln. Dabei ist das Hororgan fur alle akustischen Reize der Umwelt
zustandig. Erganzend dazu ist das Gleichgewichtsorgan verantwortlich fir die
Aufnahme von Bewegungsreizen und zur Orientierung der Lage des Kopfes im
Raum. Da Haarzellen nicht die Fahigkeit zur Regeneration besitzen (Mizutari et
al., 2013) und in ihrer Anzahl begrenzt sind, kénnen verschiedene Atiologien
ursachlich sein. Zum einen kann das naturliche Altern zum Gehorverlust
und/oder zum Gleichgewichtsverlust fuhren (Mattei et al., 2019), zum anderen
kann der Gehorverlust bereits seit der Geburt bestehen oder sich durch
Krankheiten entwickeln, wie zum Beispiel durch eine Mittelohrentziindung
(Graydon et al., 2019). Weiterhin kann es auch durch Medikamentenmissbrauch,
Unfalle oder aufgrund des fortgeschrittenen Alters zum Gehdrverlust kommen
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(Graydon et al., 2019). Hauptsachliche Ursachen flr eine irreversible Schadigung
der Haarzellen oder der neuronalen Strukturen sind der physiologische
Alterungsprozess, eine gesteigerte Larmexposition und die Einnahme
ototoxischer Medikamente (Smith-Cortinez et al., 2023).

Betroffene anatomische Strukturen kénnen unter anderem das Mittelohr, das
Innenohr, sowie auch der Nervus cochlearis sein (Graydon et al., 2019). Schaden
im Bereich des aulieren Ohres und/oder des Mittelohres flhren zu einer
Schallleitungsschwerhorigkeit, wohingegen Schaden im Bereich des Innenohres
zu einer Schallempfindungsstérung fihren (Anthwal and Thompson, 2016).
Nach geschatzten Angaben der World Health Organization (WHO) wurde die
Zahl der Menschen mit Horverlust 2011 bereits mit 360 Millionen angegeben,
wobei sie seit 1985 um 318 Millionen gestiegen ist (Olusanya et al., 2014). Im
Jahr 2019 wurde festgestellt, dass weltweit etwa 1,57 Milliarden Menschen von
Horverlust betroffen sind (Haile et al., 2021), womit dieser den am meisten
vorkommende Sinnesverlust darstellt (Smith-Cortinez et al., 2023). Nach
neueren Angaben der WHO wird erwartet, dass bis 2050 rund 2,5 Milliarden
Menschen einen Horverlust erleiden werden (WHO, 2025).

Durch die Entwicklung von sogenannten Cochlea-Implantaten ist es bei
spezifischen Patientengruppen mit Gehorverlust moglich geworden, eine partielle
Wiederherstellung der Gehorfunktion zu erhalten (Géléoc and Holt, 2014). Dabei
wurden die ersten Cochlea-Implantate in den 1970er — Jahren eingeflhrt (Naples
and Ruckenstein, 2020).

Durch neue Mdglichkeiten im Bereich der Stammzellforschung wird grofe
Hoffnung auf neue Therapiemaoglichkeiten gesetzt. Mit Hilfe von hiPSZ kénnen in
vitro Modelle erstellt werden um pathophysiologische Prozesse besser zu
verstehen, um neue Medikamente zu testen (Ohnishi et al., 2015) und um
verschiedene Therapiemoglichkeiten zu erforschen. So wurde beispielsweise
bereits in einer Studie an Tiermodellen mit adulten Mausen gezeigt, dass durch
eine Inhibition des Notch-Signalwegs eine modgliche Regeneration von

Haarzellen erfolgen kann (Mizutari et al., 2013).
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1.2.1 Makroskopie des Gehororgans

Das Ohr kann anatomisch in drei Teilabschnitte untergliedert werden. Diese sind
das aullere Ohr (Auris externa), das Mittelohr (Auris media) und das Innenohr
(Labyrinth) (Anthwal and Thompson, 2016). Das aufere Ohr besteht aus der
Ohrmuschel (Auricula) und dem aulReren Gehdrgang (Meatus acusticus
externus) mit dem Trommelfell (Membrana tympanica) als Abgrenzung zum
Mittelohr und dient vor allem der Schallaufnahme, Schallweiterleitung und auch
der Richtungsortung. Die Ohrmuschel besitzt ein knorpeliges Grundskelett mit
hautigem Uberzug. Die Haut erstreckt sich in den dueren Gehérgang, welcher
sich vom Porus acusticus externus bis zum Trommelfell erstreckt. Der auldere
Gehdrgang hat einen aul3eren knorpeligen und einen inneren kndchernen Anteil.
Das Trommelfell, welches mittels eines Faserknorpelrings (Anulus
fibrocartilagineus) im Sulcus tympanicus der Pars squamosa des Os temporale
befestigt ist, markiert schlieRlich den Ubergang zwischen dem &ufReren Ohr und
dem Mittelohr. Eintreffende Schallwellen werden auf den, im angrenzenden
Mittelohr, mit dem Trommelfell verwachsenen Hammergriff (Manubrium mallei)
und somit auf die Gehdrknochelchen Ubertragen (Anthwal et al., 2013). Das
Mittlohr ist ein pneumatisierter Hohlraum innerhalb des Os temporale, welcher
mit Schleimhaut ausgekleidet ist und lateral an das Trommelfell, sowie medial an
das Innenohr grenzt (Anthwal and Thompson, 2016). Es besteht aus der
Paukenhohle (Cavitas tympani) in welcher sich die Gehérknéchelchen befinden,
dem Antrum mastoideum, den Paukennebenhdhlen (Cellulae mastoideae) und
der Eustachi-Rohre (Tuba auditiva), welche fur einen Druckausgleich zwischen
Nasenrachenraum und der Paukenhohle sorgt. Des Weiteren finden sich noch
zwei wichtige Muskeln im Mittelohr, namlich der Musculus tensor tympani und
der Musculus stapedius, die beide hohe Schallintensitaten reduzieren, den
Lautstarkebereich durch dynamische Anpassung regulieren und die
Wahrnehmung der eigenen Stimme abschwachen. Die Gehdrkndchelchen sind
der Hammer (Malleus), der Amboss (Incus) und der kleinste Knochen des
menschlichen Korpers, der sogenannte Steigblgel (Stapes). Der Steigbugel ist
Uber das Ligamentum anulare stapediale in dem Ovalen Fenster (Fenestra

vestibuli) verankert. Uber die Gehérknéchelchenkette wird der Schall durch
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Hebelwirkung verstarkt und tber das ovale Fenster auf den Perilymphraum des
Innenohrs weitergeleitet. Das Innenohr befindet sich im Felsenbein (Pars petrosa
des os temporale) und ist aufgebaut wie ein komplexes System aus Kanalen,
weshalb es auch als knochernes Labyrinth (Labyrinthus osseus) beschrieben
wird. Gemeinsam mit dem, im kndchernen Labyrinth befindlichen, hautigen
Labyrinth (Labyrinthus membranaceus) beherbergt das Innenohr somit das Hor-
und Gleichgewichtsorgan (Anthwal and Thompson, 2016). Der Spaltraum
zwischen knochernem und hautigem Labyrinth wird als perilymphatischer Raum
bezeichnet, da sich in ihm eine Flussigkeit befindet, die sogenannte Perilymphe.
Dieser Spaltraum ist in der Lage Uber den ductus perilymphaticus mit dem
Subarachnoidalraum zu kommunizieren. Das hautige Labyrinth besteht aus
Labyrinthus cochlearis und Labyrinthus vestibularis. Innerhalb des Ductus
cochlearis im Labyrinthus cochlearis befindet sich das Sinnesepithel fir die
akustischen Reize, wohingegen das Gleichgewichtsorgan (Vestibularorgan) im
Labyrinthus vestibularis zu finden ist. Das Labyrinthus vestibularis wird aus
Sacculus, Utriculus und den Ampullae membranaceae, in den drei Bogengangen
(Ductus semicirculares), gebildet. Kndcherne Grundlagen sind fur die
Bogengange die Canales semicirculares (posterior, lateralis und anterior) und fur
Sacculus und Utriculus das sogenannte Vestibulum, welches einer Kapsel
entsprichnt. Die kndcherne Schnecke (Cochlea) besteht aus einer
Schneckenbasis (Basis cochlea), einer Schneckenkuppel (Cupula cochlea), dem
Schneckenkanal (Canalis spiralis cochlea) mit 35 mm Lange und insgesamt 2,5
Windungen und dem Modiolus als kndcherne Achse. Sie ist spiralférmig
aufgebaut und teilt sich in die Scala vestibuli, die Scala media und die Scala
tympani, welche als 3 parallele Gange angeordnet sind (Kalinec et al., 2009).
Der Schneckenkanal wird durch eine Membran (Basilarmembran) in eine obere
Etage (Scala vestibuli) und eine untere Etage (scala tympani) unterteilt. Beide
Scalae, zwischen denen sich der mit Endolymphe geflllte Ductus cochlearis
(Scala media) befindet, vereinigen sich an der Schneckenspitze Uber das
sogenannte Helicotrema. Die Scala vestibuli nimmt Gber das ovale Fenster den
weitergeleiteten Schall durch die in den Scalae befindliche Perilymphe auf,

sodass durch Flussigkeitsverschiebung eine Wanderwelle entsteht. Die Scala
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tympani endet schlieRlich am runden Fenster (Fenestra cochleae), welche durch
die Membrana tympanica secundaria abgedichtet wird. Durch die
Schallubertragung und die Wanderwelle wird schlieBlich die Basilarmembran
ausgelenkt und die auleren Haarzellen werden dadurch im Bezug zur
Tektorialmembran  verschoben. Somit verarbeitet die Cochlea die
aufgenommenen Schallwellen zu elektrochemischen Signalen und leitet diese
weiter (Anthwal and Thompson, 2016). Das Gleichgewichtsorgan hingegen
nimmt Reize Uber die Veranderung der Lage des Kopfes im Raum wahr (Duale
Reihe Anatomie 4. Auflage. S.1074 — 1091. Georg Thieme Verlag, Stuttgart
2017).

1.2.2 Mikroskopie des Corti-Organs

Das Corti-Organ ist Sitz der Haarzellen (Gehorsinneszellen). Es befindet sich im
Innenohr innerhalb der Cochlea auf dem Boden des Ductus cochlearis (Scala
media), der von der Basilarmembran gebildet wird. Die Haarzellen werden in
aulBere und innere Haarzellen eingeteilt. Sogenannte innere und aullere
Phalangenzellen stutzen die jeweiligen Haarzellen, wobei die auflleren
Phalangenzellen ihren Zellkorper Uber einen Auslaufer nach apikal erweitern, um
dort die sogenannte Membrana reticularis zu bilden. Diese Membran dient vor
allem als Barriere, damit es nicht zu einer Diffusion zwischen Extrazellularraum
des Corti-Organs und dem Endolymphraum des Ductus cochlearis kommt.
Pfeilerzellen trennen die inneren von den aulieren Haarzellen und bilden den
inneren Tunnel. Die Phalangenzellen mit aufgesetzten Haarzellen werden von
Grenzzellen flankiert, welche zu den AufRenseiten hin kleiner werden und so den
sulcus spiralis internus und externus bilden. Die inneren Haarzellen sitzen in
einer Reihe und die auleren Haarzellen sind in 3-4 Reihen unterhalb der
Tektorialmembran angeordnet. Uber den Haarzellen ragt die Tektorialmembran
(Membrana tectoria) in den Endolymphraum, mit der nur die dufReren Haarzellen
uber ihre grofiten Stereozilien verbunden sind. Alle Haarzellen besitzen jeweils
ca. 100 Stereozilien. Diese Stereozilien sind durch sogenannte Tip links
miteinander verbunden und sie haben Transduktionskanale, die auf Zug die

Offnung der Kanale bewirken. So kommt es zum Einstrom von K+ lonen aus der
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Endolymphe in die Haarzellen wund zur Depolarisation, wenn die
Tektorialmembran in Schwingung versetzt wurde. Die Stereozilien sind somit
ausschlaggebend fir die mechanoelektrische Transduktion (Taschenlehrbuch
Histologie. S. 682 - 686. Lullman-Rauch / Asan. Georg Thieme Verlag, Stuttgart
2019). Haarzellen des Cortiorgans sind somit Mechanorezeptoren (Gadhvi and
Waseem, 2020), welche eine Umwandlung von Schallwellen in elektrische
Signale hervorrufen (Géléoc and Holt, 2014, Kurihara et al., 2022). Die duf3eren
Haarzellen bewirken somit durch gegensatzliche Auslenkung der Basilar- und
Tektorialmembran Verstarkung des Signals und sind somit vermutlich auch an
der Auslenkung der Stereozilien der inneren Haarzellen beteiligt, die nicht mit der
Tektorialmembran verbunden sind und somit nur durch Strémungen innerhalb
der Endolymphe zur Auslenkung gebracht werden kénnen. AuRere Haarzellen
haben basal fast nur Kontakt zu efferenten Nervenbahnen, sodass sie eher als
Verstarker angesehen werden. Innere Haarzellen hingegen haben basal
afferente synaptische Kontakte zum Nervus cochlearis (Taschenlehrbuch
Histologie. S. 682 - 686. Lullman-Rauch / Asan. Georg Thieme Verlag, Stuttgart
2019).

Raissner-hMembran

' Ees Das Corti-Organ

Wervus vestibulocochlearis  BUBEre Haarzellen  innere Hearzellen Tektorialmembran
(Ramus cochlearis)

Easitlanmambran

Abbildung 1: Darstellung des Corti-Organs in der Cochlea

Die Abbildung zeigt die Anatomie im Bereich der Cochlea und den Mikroskopischen Aufbau des
Cortiorgans. Erzeugt mit BioRender.
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1.2.3 Die Entwicklung des Innenohres

1.2.3.1 Die friihe menschliche Embryonalentwicklung

In dem folgenden Abschnitt wird auf die ersten drei Entwicklungswochen der
menschlichen Embryonalentwicklung eingegangen.

Der Zeitpunkt, an dem sich ein Spermium mit einer Eizelle (Oozyte) vereinigt,
markiert den Beginn der pranatalen embryonalen Entwicklung und wird als
Konzeption (Befruchtung) bezeichnet. Die pranatale Entwicklung erstreckt sich
insgesamt Uber eine Dauer von 38 Wochen, wobei drei Stadien unterschieden
werden, die Fruhentwicklung (1.-3. Entwicklungswoche), die Embryonalperiode
(4.-8. Entwicklungswoche) und die Fetalperiode (9.-38. Entwicklungswoche).
Nach der Aufnahme des Spermiums in die Eizelle kommt es im weiteren Verlauf
zur Verschmelzung der Vorkerne von Eizelle und Spermium, was die Vereinigung
des Erbguts der Eltern bedeutet. Entstanden ist die sogenannte Zygote. Die
Zygote ist die erste totipotente Zelle, da aus ihr im weiteren Entwicklungsverlauf
der komplette menschliche Organismus entsteht. In den nachsten Tagen kommt
es zur fortschreitenden Teilung der Zygote in die sogenannten Blastomere. Alle
Blastomere zusammen bezeichnet man als Morula. Sobald die Morula etwa am
3.-4. Tag in der Gebarmutterhdhle (Cavum uteri) ankommt, grenzen die aulden
liegenden Blastomeren die innen liegenden Blastomeren durch Bildung von
sogenannten Zonulae occludentes (Tight junctions) gegen die extraepithelial
liegende Umgebung innerhalb der Gebarmutterhdhle ab, dies markiert den
Beginn des Blastozystenstadiums und somit auch den Verlust der Totipotenz.
Durch ein osmotisches Gefalle, bedingt durch die aulderen Blastomere, kommt
es zu einem Eintritt von Flussigkeit und zur Bildung der sogenannten
Blastozystenhdhle durch Verlegung der inneren Blastomeren an eine
gemeinsame Stelle. Die aulReren Blastomeren werden nun als Trophoblast und
die inneren Blastomeren als Embryoblast bezeichnet. Die Zellen des
Embryoblasten sind pluripotent und werden als embryonale Stammzellen
bezeichnet. Am 6.-8. Tag nistet sich die sogenannte Blastozyste im Bereich der
Gebarmutterschleimhaut ein, wobei der Embryoblast der Uterusschleimhaut
zugeneigt liegt. Der Trophoblast spaltet sich in den Zytotrophoblast und den
Synzytiotrophoblast. Der Zytotrophoblast umgibt weiterhin den Embryoblast und
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der Synzytiotrophoblast wachst durch das Epithel der Uterusschleimhaut in das
darunterliegende Bindegewebe. Dort bildet er die sogenannten Chorionzotten,
welche als Oberflachenvergrofierung fur den Kontaktbereich zwischen dem Blut
der Mutter und dem Blut des Embryos dient und somit die Sauerstoff- und
Nahrstoffversorgung aufrechterhalt. In Abbildung 2 ist der Verlauf der

Entwicklung von der Zygote bis zum Blastozysten dargestellt.

Endometrium

Zygote Morula BIastoEyste Organismus

Abbildung 2: Die Entwicklung von der Zygote bis zum vollstédndigen Organismus

Die Abbildung zeigt die Entwicklung von der Zygote, Uber die Morula, hin zur Blastozyste mit der
Einnistung im Bereich des Endometriums und mit der abschlieRenden Entstehung des fertigen
Organismus. Im Stadium der Zygote und der Morula liegt noch die Totipotenz vor. Sobald das
Blastozystenstadium erreicht ist, werden die Zellen des Embryoblasten pluripotent.

Der Embryoblast entwickelt sich ebenfalls weiter und teilt sich ab dem 8. Tag in
den Hypo- und den Epiblast, die sogenannte zweiblattrige Keimscheibe. Der
Hypoblast, welcher in Richtung der Blastozystenhohle liegt, kennzeichnet den
ventralen Anteil, wohingegen der Epiblast, welcher in Richtung Trophoblast liegt,
den dorsalen Anteil kennzeichnet. Ab der dritten Woche verdickt sich der Epiblast
und bildet den Primitivstreifen, welcher mittig eine weitere Verdickung entwickelt,
den Primitivknoten. Der Primitivstreifen formiert sich median im weiteren Verlauf
zu einer Primitivrinne. Durch spatere Zellwanderungen aus der Primitivrinne
entsteht der sogenannte Mesoblast. Weiterhin entsteht durch Zellwanderungen
aus dem Primitivknoten der Chordafortsatz sowie das Endoderm, wodurch die
zweiblattrige Keimscheibe nun zur dreiblattrigen Keimscheibe geworden ist. Die

dreiblattrige Keimscheibe besteht somit aus den drei Keimblattern Meso-, Endo-
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und Ektoderm. Das Ektoderm ist Ursprung der Neuralplatte und des Oberflachen-

Ektoderms.

1.2.3.2 Die Neurulation mit Fokus auf die otische Plakode

Im Verlauf der Bildung des Neuralrohrs (Neurulation) entsteht die sogenannte
Neuralplatte, welche neuroektodermales Gewebe darstellt, welches sich aus
dem Ektoderm differenziert hat. Weiterhin geht das Oberflachenektoderm aus
dem Ektoderm hervor. Der Rand der Neuralplatte, welcher spater als Neuralleiste
bezeichnet wird, ist die Grenze zum Oberflachenektoderm. Im Randbereich der
Neuralplatte kommt unter anderem auch die praplakodale Region vor (PPR), aus
welcher die Plakoden entspringen (Saint-Jeannet and Moody, 2014) (Abbildung
3 und 4). Somit entstehen Neuralleiste und Plakoden direkt angrenzend an die
Neuralplatte (Groves and LaBonne, 2014, Gans and Northcutt, 1983, Saint-
Jeannet and Moody, 2014). Bei den Plakoden handelt es sich um zeitweilig
vorherrschende Verdickungen im Bereich des Kopfektoderms (von Kupffer,
1891, Webb and Noden, 1993, Gans and Northcutt, 1983, Saint-Jeannet and
Moody, 2014), die das Fundament fur mehrere spezialisierte sensorische Organe
sind (Baker and Bronner-Fraser, 2001, Gans and Northcutt, 1983, Saint-Jeannet
and Moody, 2014, Schlosser, 2010). Das Neuralrohr entwickelt sich im spateren

Verlauf zum zentralen Nervensystem (Abbildung 3 und 4).
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Neurulation —1
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Abbildung 3: Differenzierung des Ektoderms und Neurulation

Die Abbildung zeigt schematisch den Ablauf der Entwicklung des Ektoderms mit der Teilung in
das Oberflachenektoderm und das neuronale Ektoderm, aus welchem spater die Neuralplatte
und die Neuralleiste entspringen. Aus der Neuralplatte entsteht im weiteren Verlauf das
Neuralrohr, wobei dieser Prozess als Neurulation bezeichnet wird. Anschliefend entwickelt sich
das ZNS. Aus der Neuralleiste entspringt die PPR.

Die friheste Entwicklungsstufe des Innenohres beginnt mit der Bildung der
otischen Plakoden (Ohyama et al., 2007, Torres and Giraldez, 1998). In der 4.
Embryonalwoche lassen sich die sogenannten otischen Plakoden (Ohrplakoden)
im Bereich des seitlichen Rhombencephalon (Rautenhirn) erkennen. Es sind
Auftreibungen des Oberflachenektoderms (Ohyama et al., 2007). Im ersten
Entwicklungsschritt kommt es zu einer Einsenkung der Ohrplakoden ins
darunterliegende Mesenchym, sodass die Ohrgribchen entstehen (Torres and
Giraldez, 1998). Die im Oberflachenektoderm gelegenen Randbereiche der
Ohrgribchen wiederum wachsen kontinuierlich aufeinander zu, sodass es
zunachst zu einem Kontakt und schlieBlich zu einer Verschmelzung der beiden
Ohrgrubchen kommt. Die daraus entstandenen Ohrblaschen kapseln sich vom
Oberflachenektoderm ins darunterliegende Mesenchym ab (Abbildung 4). Im

weiteren Verlauf kommt es zu einer Einschnirung der Ohrblaschen und somit zur
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Aufteilung im Bereich des Ductus utriculosaccularis in einen ventralen und einen
dorsalen Anteil. Der ventrale Anteil entwickelt sich zum Sacculus und zum Ductus
cochlearis. Der dorsale Anteil hingegen wird zum Utriculus und den
Bogengangen. An der ehemaligen Verbindungsstelle zum Oberflachenektoderm
bilden sich Ductus und Saccus endolymphaticus. Alle zuvor genannten
anatomischen Strukturen zahlen zum Innenohr, wobei der Ductus cochlearis das
Horempfinden erst ermdglicht. Ein Horvermdgen wurde bereits ab der 28
Schwangerschaftswoche nachgewiesen (Querleu et al., 1988). Andere
Forschungsarbeiten berichten sogar von einer Reizbarkeit des Foétus auf
akustische Signale bereits in der 19. Schwangerschaftswoche (Hepper and
Shahidullah, 1994).

Neuralplatte : :
. Neuralleiste o Neuralleiste otische Plakode
Oberflachenektoderm L Ober‘ﬂachenekﬁederr/‘n otische Plakode
— 4 =
3 — \ / rL — >y _
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Chordafortsatz /C/ Neuralleistenzellen | | |
Neuralrinne .\ \\\\/’/'
Chorda dorsalis Neuralrohr
Chorda dorsalis
— ‘./’4 — i 1 — E
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.
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Of \'ﬁ | '\0\ Oberflachenektoderm

r 3
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\\ ¥ . Ohrgribchen \ \_/ 7~ Ohrblaschen
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Abbildung 4: Neurulation und Darstellung der otischen Entwicklung

Die Abbildung zeigt in sechs Schritten den Ablauf der Neurulation und den Bezug der otischen
Plakode, sowie die Entstehung der Ohrgriibchen und der Ohrblaschen.

1.2.3.3 Die Entstehung der prédplakodalen Region

Als praplakodale Region (PPR) bezeichnet man die Vorlauferregion der kranialen
sensorischen Plakoden (Saint-Jeannet and Moody, 2014). Diese praplakodale
Region soll, nach neueren Erkenntnissen, als ektodermales Band den anterioren
Bereich der Neuralplatte umfassen (Baker and Bronner-Fraser, 2001, Bailey and
Streit, 2005). lhre Entstehung ist auf die Differenzierung des embryonalen
Ektoderms in neuronales (NE) und nicht-neuronales Ektoderm (NNE)
zurtckzufuhren. Durch BMP- und Wnt- Signalisierung wird das NNE gefordert.
Das NE hingegen wird durch BMP- und Wnt- Signalisierung gehemmt und erfahrt

eine positive Beeinflussung durch FGF- Signalisierung (De Robertis and Kuroda,
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2004, Stern, 2005). Durch Beeinflussung von unterschiedlichen
Transkriptionsfaktoren kommt es schlieBlich noch zur Entwicklung einer
sogenannten neuralen Grenzzone (NG) um die Neuralplatte herum (Saint-
Jeannet and Moody, 2014). Untersuchungen an Xenopus haben gezeigt, dass
es nach einem Kontakt von neuronalen Sox2 exprimierenden und nicht-
neuronalen Foxi1a/b exprimierenden Regionen zur Bildung einer Zwischenzone
kommt, in welcher diese Gene nicht mehr vorhanden sind, was flur die Bildung
der NG spricht (Matsuo-Takasaki et al., 2005). Weiterhin kommt es neben
Wechselwirkungen zwischen NNE und NE auch zu Beeinflussungen durch
Meso- und Endoderm (Moody and LaMantia, 2015). Noch vor Bildung der
Neuralplatte lassen sich in der NG bereits Vorlauferzellen finden (Streit, 2002).
Weiterhin kommt es noch vor Ausbildung des Neuralrohrs zur Differenzierung
dieser Vorlauferzellen und zur Entstehung der PPR und der Neuralleiste. Aus
dem NNE bildet sich die Epidermis. Aus dem NE entsteht das ZNS. Die
sogenannte NG differenziert sich im weiteren Verlauf in die Neuralleiste und die
PPR (Moody and LaMantia, 2015). SIX- und EYA-Gene wurden als Marker der
PPR identifiziert (Pandur and Moody, 2000, Riddiford and Schlosser, 2017,
Moody and LaMantia, 2015, Schlosser, 2010).

oo

neuronales Ektoderm nicht-neuronales Ektoderm
Neuralplatte neurale Grenzzone nicht-neuronales Ektoderm

\ \ \ \
ZNS Neuralleiste _ _

Abbildung 5: Entwicklung des Ektoderms

Die Abbildung zeigt schematisch den Ablauf der Entwicklung des Ektoderms mit der Teilung in
das NE und das NNE. Aus dem NNE entspringt das Oberflachenektoderm. Aus dem NE bildet
sich spater die Neuralplatte, im weiteren Verlauf das Neuralrohr und anschlielRend das ZNS. An
der Grenzregion zwischen NE und NNE bildet sich die sogenannte neurale Grenzzone, aus
welcher die Neuralleiste und die PPR entstehen.
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1.2.3.4 Die Entstehung der Plakoden mit Fokus auf die otische Plakode
Den Ursprung hat die Bezeichnung ,Plakode® im Jahr 1891 (Streit, 2004). Die
Plakoden (otische-, olfaktorische-, Linsen-, adenohypophysale-, epibranchiale-
und trigeminale-Plakode) haben ihren Ursprung in der Praplakodalen Region
(PPR) (Streit, 2004, Moody and LaMantia, 2015, Saint-Jeannet and Moody,
2014). In Abbildung 6 sind die menschlichen Plakoden dargestelit.

Die Entstehung der otischen Plakoden bendtigt, bedingt durch die komplexe
Strukturbildung, die Beeinflussung durch mehrere Gewebe (Jacobson, 1966).
Der Entstehungsort der otischen Plakoden liegt beidseits im Bereich des
Hinterhirnes (Ohyama et al., 2007) der Rhombomere 5 (Saint-Jeannet and
Moody, 2014) und 6 bei Saugetieren (Fekete, 2009). Nach erfolgter Invagination
und anschlieBender Vesikelbildung folgt eine umfangreiche Entwicklung, die
schliel3lich zur Bildung des Innenohres mit dem Gehdérorgan in der Cochlea und
dem Gleichgewichtsorgan (Vestibularorgan) in den semizirkularen Kanalen mit
den angrenzenden Strukturen Sacculus und Utriculus fuhrt (Saint-Jeannet and
Moody, 2014, Ohyama et al., 2007).

In der frihen Entwicklung der Plakoden spielen PAX Gene eine Rolle, wobei
PAX8 zu den frihesten Marker-Genen der otischen Plakode zahlt (Baker and
Bronner-Fraser, 2001). PAX2 ist ebenfalls ein frGthes Marker-Gen der otischen
Plakode (Baker and Bronner-Fraser, 2001).

—
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Abbildung 6: Die Préplakodale Region und der Ubergang zu den Plakoden

Die Abbildung zeigt die Plakoden, welche aus der PPR entspringen und teilt diese in einen
anterioren, einen intermediaren und einen posterioren Bereich ein.
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1.2.3.5 Transkriptionsfaktoren und Marker der friihen otischen
Differenzierung
Zur molekularen Charakterisierung der friihen otischen Differenzierung wurden
Marker ausgewahlt, die zentrale Entwicklungsprozesse von der ektodermalen
Strukturierung Uber die praplakodale Ausformung bis zur otischen Plakode
widerspiegeln. Diese Marker lassen sich funktionell und zeitlich hierarchisch
gliedern.
Zu den ektodermalen und neuralen Markern zahlt unter anderem der
Transkriptionsfaktor PAX6, welcher einen Marker des neuronalen Ektoderms
darstellt. In der frihen Differenzierung pluripotenter Stammzellen dient PAX6 zur
Identifizierung und als Marker flr das neuronale Ektoderm (Zhang et al., 2010,
Koehler et al., 2017). Somit wird eine persistierende PAX6-Expression mit einer
neuralen Differenzierung assoziiert, wahrend eine Reduktion der Expression als
Voraussetzung fur die Ausbildung plakodaler Zellpopulationen anzusehen ist.
TFAP2a wurde bereits als ein Marker flir das nicht neuronale Ektoderm
beschrieben (Koehler et al., 2017). TFAP2a ist nicht nur ein Marker fur das nicht-
neuronale Ektoderm, sondern auch fur das Fortschreiten der Entwicklung hin zu
der praplakodalen Region.
Der Transkriptionsfaktor SIX4 gehort zur SIX-Genfamilie und ist an der
Etablierung der praplakodalen Region beteiligt. Darliber hinaus wurde eine
Expression von SIX4 im Zuge der otischen Entwicklung auch bei der Entstehung
der Ohrblaschen beschrieben (Chatterjee et al., 2010).
Auch die Transkriptionsfaktoren SIX1 und EYAZ2 sind Marker fur die praplakodale
Region. Dabei bilden sie zusammen einen funktionellen Komplex (Patrick et al.,
2013).
SOX2 ist ein essenzieller Transkriptionsfaktor zur Aufrechterhaltung der
Pluripotenz (Fong et al., 2008). In friheren Publikationen konnte SOX2 bereits
als friher Indikator fir die otische Differenzierung ermittelt werden (van der Valk
et al., 2023, Doda et al., 2023, Jeong et al., 2018). Des Weiteren ist SOX2 ein
Marker der posterioren Plakode (Koehler et al., 2017). Wahrend eine frihe
SOX2-Expression somit fur eine Entwicklung in otische Richtung spricht, ist eine

spatere SOX2 Expression ein Indikator fur die sensorische Ausformung im
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Bereich des Innenohres. So wurde mittels Tiermodellen an Hihnern SOX2 als
notwendiger Faktor fUr die Haarzellentwicklung ermittelt (Neves et al., 2012).
Ein spezifischer Marker fur die otische Entwicklung ist PAX8, wobei dessen
Expression in der otischen Plakode, im otischen Vesikel und im fortgeschrittenen
Stadium der otischen Differenzierung vorkommt. Seine Expression reflektiert
eine stabile otische ldentitat und erlaubt eine Abgrenzung gegenuber anderen
plakodalen Zelllinien. Auch PAX8 konnte ebenfalls als friher Indikator fur die
otische Differenzierung ermittelt werden, so wurde PAX8 bereits als Marker der
posterioren Plakode beschrieben (Koehler et al., 2017). Auch in weiteren
Publikationen wurde PAX8 als Marker fir die friihe otische Entwicklung benannt
(Doda et al., 2023, Ealy et al., 2016, Lahlou et al., 2018, van der Valk et al.,
2025a).

Ein weiterer untersuchter Marker ist der Transkriptionsfaktor SOX9, welcher in
otischen Vorlauferzellen exprimiert wird und insbesondere an der Entwicklung
nicht-sensorischer Strukturen des Innenohrs beteiligt ist. So konnte SOX9 in
Stutzzellen detektiert werden (Mak et al., 2009), was die Entwicklung hin zu
Zellen des Corti-Organs markiert. Dartber hinaus wurde SOX9 auch in der
Epithelschicht der Reissner-Membran nachgewiesen (Mak et al., 2009). Seine
Expression weist somit auf eine fortschreitende otische Differenzierung hin und
erganzt die Analyse friher Marker.

Zu den Zelladhasionsmarkern zahlen die Zelladhasionsmolekile ECAD und
NCAD, welche fir die morphologischen Reorganisationsprozesse von
Bedeutung sind, die wahrend der otischen Entwicklung stattfinden. Diese
komplexen morphologischen Reorganisationsprozesse finden wahrend der
otischen Entwicklung statt, die von epithelialer Verdickung Uber Invagination bis
hin zur Abschnirung des otischen Vesikels reichen. Wahrend ECAD typisch fir
epitheliale Zellverbande des Oberflachenektoderms ist, wird NCAD vermehrt in
neuralen und otischen Vorlauferzellen exprimiert. ECAD ist dabei fur die
Ausformung epithelialer Strukturen und die Aufrechterhaltung dieser
verantwortlich. NCAD wiederum ist essentiell fur die Zelladhasion und fur die
Ausformung der otischen Plakode (Christophorou et al., 2010). NCAD wird auch

als Marker des neuronalen Ektoderms beschrieben (Koehler et al., 2017). Sowohl
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ECAD als auch NCAD werden ebenso als Marker der posterioren Plakoden
beschrieben (Koehler et al., 2017). Im Laufe der otischen Entwicklung kommt es
zu einer steigenden NCAD-Expression. Spater kommt es zu einer Expression
von ECAD und NCAD, was die Entstehung der otischen Plakode markiert (van
der Valk et al., 2025b).

1.2.3.6 Annexine und ihr Vorkommen in der otischen Entwicklung

Die Annexine bilden eine Familie von zwdlf Proteinen beim Menschen, die jeweils
von verschiedenen Genen auf unterschiedlichen Chromosomen kodiert werden.
Funktionell sind sie an zahlreichen zellularen Prozessen beteiligt, darunter
Membranorganisation (Gerke et al., 2024), Vesikeltransport (Gerke et al., 2024,
Rescher and Gerke, 2004), Signaltransduktion und Apoptose. Sie sind unter
anderem auch an der Bildung des Zytoskeletts beteiligt und tragen so zur
Stabilisierung der Lipiddoppelschicht bei (Hu et al., 2024). Die Proteinfamilie,
welche zu den Calcium-abhéngig regulierenden Phospholipid-bindenden
Proteinen zahlt (Hayes et al., 2004, Krey et al., 2016, Rescher and Gerke, 2004),
kommt vor allem im Zytosol vor (Gerke et al., 2024).

Zusatzlich zu diesen Eigenschaften wurde allerdings auch erkannt, dass die
Annexine bei organischem Stress, wie zum Beispiel bei Entzindungsreaktionen,
beteiligt sind (Gerke et al., 2024). Kommt es zum Beispiel durch eine Verletzung
der Plasmamembran zu einer erhdhten Calciumkonzentration, dann reagieren
Annexine mit Hilfe von Membranumbauvorgangen um die Wunde zu
verschlieBen (Gerke et al., 2024).

Fur die Annexine A1, A4 und A5 konnte bereits ein Zusammenhang mit der
otischen Entwicklung oder dem Innenohr nachgewiesen werden. Im Gegensatz
dazu gibt es flr Annexin A2 bislang lediglich indirekte Hinweise, etwa durch ihre
Expression in embryonalen Strukturen oder Zelltypen, die an der Entwicklung des
Ohrs beteiligt sein kénnten.

In friheren Forschungsarbeiten in Tiermodellen konnte z.B. das Annexin A4 in
der Zellmembran, sowie ebenfalls in den Stereozilien von Haarzellen lokalisiert

werden (Li et al., 2021). Auch das Annexin A5 konnte in friheren Studien an
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Tiermodellen membranstandig in den Haarblindeln der Haarzellen des
Innenohres nachgewiesen werden (Krey et al., 2016).

In Bezug auf den aktuellen Stand der Forschung konnte bisher nur eine
Beteiligung von Annexin A4 und A5 in der Entwicklung des Innenohres
experimentell nachgewiesen werden. Fur die Annexine A1 und A2 existieren
bisher lediglich indirekte Hinweise aus zellbiologischen Studien, ohne dass eine
spezifische Rolle im otischen Kontext experimentell nachgewiesen wurde.
Annexin A1 kann nicht nur antiinflammatorisch (Kelly et al., 2022, Gerke et al.,
2024) wirken, sondern kann auch eine Rolle im Alterungsprozess, in der
Krankheitsentstehung und auch in der Erhaltung der Homoostase im gesamten
Korper spielen (Sheikh and Solito, 2018). Es konnte festgestellt werden, dass
jegliche Zellen der Scala media Annexin A1 exprimieren, wobei die Hensen
Zellen den groflten Anteil exprimieren (Kalinec et al., 2009). Annexin A2
interagiert sowohl mit der Plasmamembran als auch mit dem Cytoskelett und
unterstutzt dabei Membran- und Vesikelvorgange (Gerke et al., 2024). Direkte
Hinweise zu einer Rolle von Annexin A2 im Innenohr sind in der aktuellen
Literatur bisher nicht ersichtlich, aber aufgrund der zuvor beschriebenen
Funktionen, wie Membranorganisation (Gerke et al., 2024), Vesikeltransport
(Gerke et al.,, 2024, Rescher and Gerke, 2004), Signaltransduktion und
Apoptose, sind diese denkbar.

In einem differenzierenden otischen Kontext kdnnten Annexine beispielsweise an
der Organisation von Membrandomanen, der Ausbildung zellularer Polaritat oder
der Regulation apoptotischer Prozesse beteiligt sein. Dies sind Mechanismen,
welche fur die fruhe otische Morphogenese essenziell sind. Wie bereits
beschrieben, wurden den Annexinen in friheren Arbeiten Funktionen wie
Membranorganisation (Gerke et al., 2024), Vesikeltransport (Gerke et al., 2024,
Rescher and Gerke, 2004), Signaltransduktion und Apoptose zugeschrieben. Vor
diesem Hintergrund wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch die
Expression ausgewahlter Annexine in frihen otischen Organoiden an Tag 20

untersucht.

27



1.3 Induziert pluripotente Stammzellen humanen Ursprungs

Der gesamte menschliche Organismus entwickelt sich aus der totipotenten
Zygote, welche eine Verschmelzung der Vorkerne von Eizelle und Spermium
darstellt. Mit voranschreitender Entwicklungsphase andert sich auch die Potenz.
Die Potenz beschreibt die Fahigkeit einer Stammzelle, in welche Zelltypen sie
sich differenzieren kann. Totipotenz ist die hochste Potenz, die Stammzellen
besitzen konnen. Totipotente Stammzellen sind befahigt sich in
extraembryonales Gewebe und embryonales Gewebe zu differenzieren.
Pluripotenz ist die nachsthéchste Potenz. Pluripotente Stammzellen haben die
Fahigkeit sich in Zellen aller drei Keimblatter zu entwickeln (Reubinoff et al.,
2000), somit sind sie in der Lage sich in jegliche Zellen des menschlichen Korpers
zu differenzieren. Durch die Fahigkeit sich selbst zu erneuern, sind die
pluripotenten Stammzellen in der Lage ihre Pluripotenz dauerhaft zu erhalten (Ito
and Suda, 2014). Pluripotente Stammzellen haben jedoch die Fahigkeit verloren
sich in extraembryonales Gewebe differenzieren zu konnen. Multipotenz
hingegen ist die geringste Potenz. Multipotente Stammzellen sind somit nur noch
befahigt sich in verschiedene Zelltypen innerhalb des jeweiligen Gewebes zu
differenzieren.

Vor der Einfihrung der Methodik zur Herstellung von hiPSZ wurde durch die
Forschung auf embryonale Stammzellen zurlckgegriffen, was jedoch zu
ethischen Kontroversen fihrte (Takahashi and Yamanaka, 2006). Auch
Tiermodelle, wie die Forschung an Mausen sind limitiert, was die Ubertragung
auf den Menschen betrifft, da Unterschiede in der Embryonalentwicklung auf der
genomischen Ebene und in der Physiologie bestehen (Avior et al., 2016).

Zur Generierung von pluripotenten Zellen in vitro wurde im Jahr 2006 die
bahnbrechende Methodik der Reprogrammierung veroffentlicht. Diese Technik
ermdglicht  somatischen Zellen in einen induziert pluripotenten
Stammzellzustand, mittels Zugabe der vier Transkriptionsfaktoren OCT3/4,
SOX2, c-MYC und KLF4, zurlckversetzt zu werden (Takahashi and Yamanaka,
2006), was in nachfolgenden Arbeiten bestatigt wurde (Takahashi et al., 2007b).
Dieser Zustand ist dabei vergleichbar mit dem Stadium einer embryonalen

Stammzelle. Das bedeutet die hiPSZ sind befahigt sich in jegliche Zellen der drei
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Keimblatter zu differenzieren (Avior et al., 2016, Reubinoff et al., 2000). Was
zunachst mit murinen Zellen ermoéglicht wurde (Takahashi and Yamanaka, 2006),
war bereits ein Jahr spater auch mit humanen Zellen moglich (Takahashi et al.,
2007a, Yu et al.,, 2007). Hierfur ist die Verwendung von z.B. Keratinozyten,
Fibroblasten, Blutzellen oder Zellen aus dem Urin moglich (Klingenstein et al.,
2014).

Bereits kurze Zeit nach der Veroffentlichung tUber die Methodik der hiPSZ kam
es zur ersten Erstellung von Krankheitsmodellen (Park et al., 2008). Bei der
vorliegenden Arbeit wurde auf die lentivirale Reprogrammierung mittels
polycistronischer Kassette mit den Transkriptionsfaktoren OCT3/4, SOX2, c-
MYC und KLF4 zurlckgegriffen.

Ausgehend von humanen induziert pluripotenten Stammzellen (hiPSZ) kénnen
Uber Differenzierungsansatze nahezu alle mdglichen Zell- und Gewebearten,
oder Organsysteme des menschlichen Korpers nachgebildet werden, wie
beispielsweise Innenohr Organoide. Auch ermdglicht die Methodik der
Reprogrammierung die humane embryonale Entwicklung im Detail in vitro
nachzuvollziehen und bietet einen Ersatz fir die Verwendung von embryonalen
Stammzellen in der Forschung.

Diese neue Moglichkeit der Stammzellgewinnung bietet in Zukunft Hoffnung auf
die Erstellung von humanen Krankheitsmodellen, wenn Tiermodelle an ihre
Grenzen stolzen (Avior et al., 2016). Zusatzlich sind Tiermodelle, durch z.B.
Explantation des Corti Organs (Mizutari et al., 2013), sehr aufwendig.

Fir die Erforschung der Atiologie von Krankheiten und zusétzlich fur die
Erstellung neuer Therapiemdglichkeiten bietet diese Methode ebenfalls beste
Voraussetzungen (Avior et al., 2016), da mit patientenspezifischen hiPSZ

praktisch jede genetische Stérung simuliert werden kann (Avior et al., 2016).
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Abbildung 7: Gewinnung von iPSZ aus menschlichen Keratinozyten

Die Abbildung zeigt schematisch wann die Entwicklung von der Zygote bis zum erwachsenen
Menschen und wann die Entnahme von Keratinozyten stattfindet, sodass eine
Reprogrammierung zur iPSZ durchgefiihrt werden kann.

1.4 Dreidimensionale Organoidmodelle

In den vergangenen Jahren haben sich dreidimensionale 3D Organoidmodelle
als robuste und leistungsfahige in-vitro-Modelle zur Untersuchung komplexer
entwicklungsbiologischer Prozesse etabliert.

Otische = Organoide  ermdglichen es, wesentliche  Schritte  der
Innenohrentwicklung in vitro nachzubilden, einschlieRlich der Spezifikation des
praplakodalen Ektoderms, der Ausbildung der otischen Plakode, sowie der
Entstehung friher otischer Vorlauferzellen. Im Gegensatz zu 2D-Zellkulturen, in
denen sich Zellen nicht in alle Richtungen organisieren und wachsen kénnen,
erlauben 3D-Kulturen die Entstehung von Organoiden mit einer
selbstorganisierten  Gewebearchitektur, die  Zell-Zell-Interaktionen  und
morphogenetische Prozesse realistischer widerspiegelt (Koehler and Hashino,
2014).

Die Differenzierung otischer Organoide aus hiPSZ orientiert sich eng an der
embryonalen Innenohrentwicklung. In vivo entsteht das Innenohr aus dem nicht-

neuronalen Oberflachenektoderm, welches durch Signale aus angrenzenden
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Geweben in Richtung einer otischen ldentitat spezifiziert wird. Dabei spielen
insbesondere Signalwege wie FGF, BMP, WNT und TGF-( eine zentrale Rolle.
In vitro werden diese Entwicklungsprozesse durch die gezielte Modulation der
Kulturbedingungen nachgeahmt. Unterschiedliche Differenzierungsprotokolle
variieren dabei hinsichtlich der Zusammensetzung der Kulturmedien, der
zeitlichen Abfolge der Signalinduktion sowie der dreidimensionalen Kultivierung.
Die Differenzierung wurde auf Grundlage des von Koehler et al. (2017)
beschriebenen Protokolls durchgefuhrt.

Insbesondere die Zusammensetzung des verwendeten Stammzell-
beziehungsweise Differenzierungsmediums beeinflusst die Balance zwischen
neuronalem Ektoderm, nicht-neuronalem Ektoderm und praplakodaler
Spezifikation und stellt damit einen entscheidenden Faktor fur den Erfolg der

otischen Differenzierung dar.

1.5 Medien zur Kultivierung von humanen induziert

pluripotenten Stammzellen
Der Einsatz von humanen embryonalen Stammzellen (hESZ) und hiPSZ in der
Forschung birgt ein bekanntes Potenzial, welches mal3geblich von dem, flir die
Differenzierung und das Wachstum notwendigen, Kaultivierungsverfahren
abhangt (Akopian et al., 2010). So wird zur Kultivierung von hESZ, sowie hiPSZ
ein geeignetes Zellkulturmedium bendtigt. Dieses stellt einen wichtigen und
entscheidenden Faktor fur die erfolgreiche Kultivierung und die Erhaltung der
hiPSZ dar. Dazu muss das Medium, im Hinblick auf die enthaltenen Nahrstoffe
und Wachstumsfaktoren, exakt abgestimmt sein, sodass das Wachstum der
Stammzellen und der Erhalt der Pluripotenz gewahrleistet sind. Um den Zustand
der hESZ aufrechtzuerhalten, wurde in der Vergangenheit auf Medien mit
Feeder-Zellschichten, z.B. aus Mausembryo-Fibroblasten, zurickgegriffen
(Akopian et al., 2010). Da allerdings Bestandteile tierischen Ursprungs die
Auswertungen der Versuchsmodelle von z.B.  Auswirkungen exogener
Substanzen auf das Wachstum und die Differenzierung beeintrachtigen kénnen,
sind diese nicht fur standardisierte Forschungsstudien geeignet (Akopian et al.,
2010). Des Weiteren ist auch eine Krankheitsibertragung denkbar, was in
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Hinblick auf zuklnftige Therapieoptionen inakzeptabel ware (Akopian et al.,
2010). Daher wird in aktuellen Forschungsarbeiten auf Stammzellmedien
zuruckgegriffen, welche keine Bestandteile tierischen Ursprungs enthalten.
Grundsatzlich gibt es verschiedene Stammzellmedien, auf die man zurlckgreifen
kann. Dabei unterscheidet man zwischen kommerziell erhaltlichen
Stammzellmedien und selbst hergestellten Stammzellmedien. Da flr viele
Forschungseinrichtungen der Kostenfaktor nicht unrelevant ist, scheint die
Generierung von eigenen Stammzellmedien eine Alternative zu sein (Frank et
al., 2012). Zusatzlich koénnen selbst erzeugte Medien auf spezifische
Gegebenheiten angepasst werden (Frank et al., 2012).

In der vorliegenden Arbeit wurde das kommerziell erhaltliche PeproGrow™ von
PeproTech (PT) und das selbst hergestellte FTDA zur Kultivierung der hiPSZ
verwendet.

Das Stammzellmedium PeproGrow™ st fir die Kultivierung von hESZ
gleichermallen wie fur hiPSZ geeignet (PeproTech, 2017). Es ist ein chemisch
vollstandig definiertes Tier - und Protein — freies Medium (PeproTech, 2017) und
basiert von seiner Formulierung auf dem bereits etablierten Medium E8®.
Weiterhin ist es laut Herstellerangaben ein Phenolrot - und Insulin — freies
Medium, welches weniger als 15% spontaner Differenzierungen aufweist. Zudem
enthalt es unter anderem FGF2, welcher als Wachstumsfaktor fungiert
(PeproTech, 2017). FGF2 ist als Wachstumsfaktor flr seine Fahigkeit bekannt,
die Pluripotenz aufrechtzuerhalten und Spontandifferenzierungen zu verhindern.
Somit ist FGF2 ein wesentlicher Faktor, welcher den Erhalt der Pluripotenz
sichert und hiPSZ erhalt, bevor eine Differenzierung in eine spezifische Zelllinie
gewulnscht ist. Vom Hersteller PeproTech bekommt man ein Basalmedium und
eine separate lyophilisierte Komponente (PeproTech, 2017).

Durch seine chemisch definierte Formel, sowie die fehlende Komponente Insulin,
eignet sich das Medium fur kontrollierte Pluripotenzkulturen. Dies ist von Vorteil
fur nachfolgende gerichtete Differenzierungen wie z.B. die otische
Differenzierung. Es gibt PeproGrow™ auch als Variante mit niedriger
Proteinkonzentration  (PeproTech, 2016). Aufgrund der niedrigen

Proteinkonzentration (low protein) kdnnten signalrelevante Zusatzstoffe leicht
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kontrolliert zugeflhrt werden, um gezielt die otische Induktion zu ermdglichen. So
konnten beispielsweise Wnt-Weg-Inhibitoren oder Sonic Hedgehog Proteine
(SHH) hinzugefugt werden.

Das Stammzellmedium FTDA ist ein xenofreies Medium und ist fur die
Kultivierung von hiPSZ geeignet, da in diesem geringe Raten an spontanen
Differenzierungen vorkommen (Frank et al., 2012). Die Bestandteile von FTDA
sind das Basismedium DMEM F12, sowie die weiteren Faktoren FGF2, TGFf1,
Activin A und Dorsomorphin. Dabei beeinflussen die Faktoren FGF2, TGFB1 und
Activin A die Regeneration der Stammzellen positiv. Dorsomorphin wiederum

hemmt eine ungewilnschte Differenzierung (Frank et al., 2012).

1.6 Ziel der vorliegenden Arbeit

Der Gehdrsinn ist ein essenzieller Sinn, da er durch die Aufnahme akustischer
Reize die Moglichkeit schafft, Sprache zu erlernen und zu verstehen. Dies
wiederum ist die Voraussetzung flir akustische Kommunikation. Da Haarzellen
nicht regenerationsfahig sind und in ihrer Anzahl begrenzt, ist eine Forschung in
diesem Bereich von besonderem Interesse.

Mit Hilfe von hiPSZ, die aus Keratinozyten durch lentivirale Infektion gewonnen
werden, wird in dieser Arbeit die frihe Entwicklung in Richtung otische Plakode
untersucht. Die otische Entwicklung wurde dabei mit Hilfe von in vitro generierten
dreidimensionalen Organoiden dargestellt. Analysiert wurden die verschiedenen
Stadien (NNE, PPR und otische Plakode) auf Protein- und RNA-Ebene.

Die Stammzellmedien dienen als Grundlage und ermdglichen es erst, die
Stammzellen in vitro zu kultivieren und ihre Funktion als Stammzellen
aufrechtzuerhalten. Sie sind daher ein sehr wichtiger Baustein der Forschung
und bedurfen einer genaueren Betrachtung hinsichtlich ihrer Funktionalitat. Dazu
wurden mehrere Differenzierungen in zwei verschiedenen Stammzellmedien,
PeroGrow™ von PeproTech (PT) und das nach Frank et al. (2012) erstmals
beschriebene, selbst hergestellte FTDA, durchgefuhrt und die entstandenen
Organoide zu verschiedenen Zeitpunkten fixiert.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, durch einen direkten Vergleich
der beiden verwendeten Stammzellmedien PT und FTDA festzustellen, ob eines
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der beiden Medien geeigneter flr die frlhe otische Entwicklung ist. Mittels
Immunfluoreszenzfarbung und qRT-PCR wurde dabei die Expression friher

otischer Marker untersucht, um somit eine otische Differenzierung prifen zu

konnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Ethikvotum

Far

die durchgefuhrten

Versuche liegt

Ethikkommission vor: 205/2020B0O2.

2.1.2 Chemikalien

folgendes Aktenzeichen

Die folgende Tabelle zeigt alle verwendeten Chemikalien.

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien

der

Bezeichnung Hersteller REF-Nr. oder Kat. Nr.
DPBS (1X) Dulbecco’s | Thermo Fisher Scientific | 14190-094
Modified Eagle’s
Medium
Normal Donkey Serum | EMD Millipore S30-100ml
Corporation
Triton X 100 Carl Roth GmbH + 3051
Co.KG
Sakura Finetek™ Sakura Finetek 4583
Tissue-Tek™ O.C.T. Germany GmbH
Compound 125ml
2.1.3 Antikorper
Die nachfolgenden Tabellen listen alle verwendeten Primar- und
Sekundarantikérper auf.
Tabelle 2: Verwendete Primérantikbrper
Bezeichnung | Spezies Verdiinnung Hersteller REF-Nr.
oder Kat.
Nr.
ANXA1 Kaninchen | 1:100 Abcam ab214486
ANXA2 Kaninchen | 1:100 Sigma Lot:R44046
ANXA4 Ziege 1:100 R&D Systems | AF4146
ANXA5 Kaninchen | 1:100 Abcam Ab108194
ECAD Maus 1:100 Life 131700
Technologies
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EYA2 Kaninchen | 1:100 Proteintech 11314-1-AP
NCAD Maus 1:100 BD Biosciences | 610920
PAX6 Kaninchen | 1:100 BioLegend 901301
PAX8 Kaninchen | 1:100 Abcam Ab97477
SIX1 Kaninchen | 1:100 CellSignaling 128915
SIX4 Kaninchen | 1:50 Proteintech 21305-1-AP
SOX2 (D6D9) | Kaninchen | 1:200 CellSignaling 96565
SOX9 Kaninchen | 1:100 EMD Millipore | AB5535
Corp.
TFAP2a (AP-20) | Maus 1:50 SantaCruz Sc12726
Biotechnologies

Tabelle 3: Verwendete Sekundéarantikérper

Bezeichnung Verdunnung | Hersteller REF-Nr. oder Kat.

Nr.

Donkey anti-rb 1gG 1:1000 Thermo Fisher | A32790

(Alexa Invitrogen™

Fluor® 488)

Donkey anti-rb IgG 1:1000 Thermo Fisher | A10040

(Alexa Invitrogen™

Fluor® 546)

Donkey anti-ms IgG | 1:1000 Thermo Fisher | A10036

(Alexa Invitrogen™

Fluor® 546)

Donkey Anti-gt IgG 1:1000 Abcam Ab150129

H&L (Alexa

Fluor® 488)

2.1.4 Oligonukleotide

Die nachfolgende Tabelle listet alle verwendeten Oligonukleotide auf.
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Tabelle 4: Verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung Hersteller REF-Nr. oder Kat.
Nr.

ECAD Thermo Fisher Hs01023894_m1
Scientific

EYA2 Thermo Fisher Hs00193347_m1
Scientific

PAX8 Thermo Fisher Hs01015257_g1
Scientific

SIX1 Thermo Fisher Hs01018030_m1
Scientific

SOX2 Thermo Fisher Hs01053049_s1
Scientific

SOX9 Thermo Fisher Hs01001343_g1
Scientific

2.1.5 Gerate

Die nachfolgende Tabelle listet alle verwendeten Gerate auf.

Tabelle 5: Verwendete Geréte

100 - 1000 pl

Geratebezeichnung Hersteller
Axio Imager M2 Zeiss
Forschungsmikroskop

Axiostar 1031-031 (Baujahr 1999) Zeiss
Eppendorf Research Plus Pipette Eppendorf
0,1-2,5ul

Eppendorf Research Plus Pipette Eppendorf
0,5-10 pl

Eppendorf Research Plus Pipette Eppendorf
10 - 100 pl

Eppendorf Research Plus Pipette Eppendorf

F1-ClipTipTM Einkanalpipetten 1 —
10 pl

Thermo Fisher Scientific

F1-ClipTipTM Einkanalpipetten 10 —
100 pl

Thermo Fisher Scientific

F1-ClipTipTM Einkanalpipetten 100 —
1000 pl

Thermo Fisher Scientific

Flockeneisbereiter AF-103

Scotsman

Gefrierschrank GN 4113-20K

Liebherr

HERAfreeze™ HFU400 BV Serie -
86 °C-Ultratiefkiihlschranke

Thermo Fisher Scientific

Kuhl-Gefrierkombination CUN 3933-

Liebherr
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21B

Laborabzug Typ ENAS1200

Wesemann

Labor-pH Meter inoLab® pH 7110

Xylem analytics

Microm HM560 Cryostat

Thermo Fisher Scientific

MSC-AdvantageTM biologische
Sicherheitswerkbank,
Klasse 2

Thermo Fisher Scientific

NeoVortex D-6012

NeolLab

Peglab HX-2 Digitale Blockheizung

VWR part of avantor

PIPETMAN Classic P100

Gilson

PIPETMAN Classic P200

Gilson

Stereomikroskop GSZ

Zeiss

Thermo Scientific™ Heraeus™
Fresco™ 17 Mikrozentrifuge

Thermo Fisher Scientific

Ultra-TiefkUhlschrank Forma 900
Series

Thermo Fisher Scientific

2.1.6 Verbrauchsmaterialien

Die nachfolgende Tabelle listet alle verwendeten Verbrauchsmaterialien auf.

Tabelle 6: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Objekttrager, Mattrand
weild

Labor- u. Medizintechnik

Bezeichnung Hersteller REF-Nr. oder Kat. Nr.
Classic Nitril Powder ABENA 290420
Free Medical

Examination Gloves

Dako Pen Agilent S2002
Kimtech Science™ Kimberly-Clark 05511
Precision Wipes Professional

Mikroskopische R. Langenbrinck GmbH | 01-2450/1
Deckglaser Labor- u. Medizintechnik

Sakura Finetek™ Sakura Finetek 4565
Tissue-Tek™ Germany GmbH

Cryomold™ Biopsy

Molds

SuperFrost® plus R. Langenbrinck GmbH | 03-0060

Reaktionsgefale

SARSTEDT AG&Co.

2.1.7 Software und Internetressourcen

Die nachfolgenden Tabellen listen die verwendete Software und die verwendeten

Internetressourcen auf.
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Tabelle 7: Verwendete Software

Software

Bezeichnung

Hersteller

Adobe lllustrator

Adobe Systems Software

AxioVision SE64 Rel 4.9

Carl Zeiss Microscopy GmbH

EndNote

Clarivate

Microsoft Office

Microsoft Corporation

Tabelle 8: Verwendete Internetressourcen

Internetressourcen

Bezeichnung

Quelle

NCBI PubMed Publikationsdatenbank

https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/

Zitate 7 (verwendet am 17.05.2025
um 18:30)

https://www.zitate7.de/7529/Was-
waere-das-Leben-haetten-wir.html

ChatGPT

https://chatgpt.com/

2.1.8 Hersteller

Die nachfolgende Tabelle listet die Hersteller aller verwendeten Materialien auf.

Tabelle 9: Verwendete Hersteller

Name Standort

Abcam Cambridge, United Kingdom
ABENA Z0orbig, Deutschland
Adobe Systems San José, USA

Agilent Santa Clara, USA
BioLegend Fell, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe, Deutschland
Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
Cell Signaling Technology Danvers, USA

Clarivate Philadelphia, USA

EMD Millipore Corporation Burlington, USA
Eppendorf Hamburg, Deutschland
Gilson Middleton, USA
Kimberly-Clark Professional Irving, USA

Liebherr Bulle, Schweiz

Life Technologies

Paisley, United Kingdom

Microsoft Corporation

Redmond, USA

NeolLab

Heidelberg, Deutschland

PeproTech

Rocky Hill, USA

R. Langenbrinck GmbH

Emmendingen, Deutschland
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Labor- u. Medizintechnik

Sakura Finetek Germany GmbH

Staufen, Deutschland

SARSTEDT AG&Co. Numbrecht, Deutschland
Scotsman Illinois, USA
Thermo Fisher Scientific Waltham, USA

VWR part of avantor

Darmstadt, Deutschland

Wesemann

Syke, Deutschland

Xylem analytics

Weilheim, Deutschland

2.1.9 Stammzellmedien

Die nachfolgende Tabelle listet die verwendeten Stammzellmedien auf.

Tabelle 10: Verwendete Stammzellmedien

Medium | Grundmedium und Zusatze Hersteller | REF-Nr. oder
Kat. Nr.
PT PeproGrow™ Basalmedium 500ml PeproTech | BM-hESC-500
Growth Factor Component PeproTech | GF-hESC-500
FTDA DMEM F12 GlutaMAX Gibco 31331-028
+ 1x HSA BI 05-720-1B
+1xITS Corning 354351
+ 1x CDL Gibco 11905-031
+ 10 ng/ml FGF2 PeproTech | 100-18B
+ 0,5 ng/ml TGFB PeproTech | 100-21
+ 5 ng/ml Activin A PeproTech | 120-14E
+ 0,05 nM Dorsomorphin Abcam AB120843

2.1.10 Differenzierungsmedien

Die nachfolgende Tabelle listet die verwendeten Differenzierungsmedien auf.

Tabelle 11: Verwendete Differenzierungsmedien

Medium | Grundmedium

und Zusatze

Endkonzentration

REF-Nr.
oder Kat.
Nr.

Hersteller
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CDM DMEM F12 49% (v/v) Gibco 31331-028
(200ml) | GlutaMAX
IMDM GlutaMAX 49% (vIv) Gibco 31980030
CDL 1x Gibco 11905-031
BSA 5mg/ml VWR 9048-46-8
(25%=250mg/ml)
Insulin (10mg/ml) 7ug/mi Merck 11061-68-0
Transferrin 15ug/mi Sigma- T8158
(20mg/ml) Aldrich
1-Tioglycerol 460uM Sigma- M1753
(11,5M) Aldrich
Antibiotikum- 1x Gibco 15240062
Antimykotikum
OMM DMEM F12 49% (v/v) Gibco 31331-028
(100ml)
Neurobasal 49% (viv) Gibco 21103049
N2 Supplement 0,5x Thermo 17502048
Fisher
B27-Vitamin A 0,5x Thermo 12587010
Fisher
GlutaMAX 1x Gibco 35050061
Antibiotikum- 1x Gibco 15240062
Antimykotikum
3-MercaptoetOH 0,1'mM Sigma- M6250
(50mM) Aldrich
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2.2 Methoden

2.2.1 Differenzierung der Innenohr-Organoide

Die verwendeten Innenohr-Organoide stammen von humanen Keratinozyten,
welche durch Lentiviren zu induziert pluripotenten Stammzellen reprogrammiert
wurden. Keratinozyten wurden ausgewahlt, da sie vergleichsweise einfach
gewonnen werden konnen, hierzu ist lediglich die Enthahme ein paar weniger
Haare eines Spenders notwendig. Reprogrammierung bedeutet in diesem
Zusammenhang, dass die Keratinozyten durch Uberexpression ausgewahlter
Faktoren (OCT3/4, SOX2, c¢c-MYC und KLF4) in einen pluripotenten
Stammzellzustand zurlickversetzt werden. Die gewonnenen Stammzellen
wurden in zwei verschiedenen Medien kultiviert (siehe Tabelle 2.1.8). Es wurde
das Differenzierungsprotokoll von (Koehler et al., 2017) verwendet. Als
Differenzierungsmedien kamen Chemically Defined Medium (CDM) und OMM
zum Einsatz (siehe Tabelle 2.1.9). Im Anschluss wurden zu verschiedenen

Zeitpunkten Proben fur Immunologische- und RNA Analysen entnommen.

2.2.1.1 Organoide einbetten

Um die dreidimensionalen Organoide spater schneiden, auf Objekttrager
aufbringen und farben zu kbnnen, mussen Sie zunachst mittels eines geeigneten
Mediums eingebettet werden. Hierflr werden diese zunachst fir 30 min mit 4%
PFA fixiert und anschliefiend mit PBS gewaschen. Unter dem Stereomikroskop
werden die fixierten Organoide in einer Probenform mit Tissue Tek O.C.T.

eingebettet und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C tiefgefroren.

2.2.1.2 Schnittpraparate der Organoide erstellen

Die gefrorene Probe wird auf der Praparatehalterung des Microm HM560
Cryostates mittels Tissue Tek O.C.T. Compound befestigt. Drei Schnittpraparate
werden mittels SuperFrost plus Objekttragern aufgezogen und zunachst fur 24

Stunden bei 4°C, anschlielend zur Langzeitlagerung bei -80°C gelagert.
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2.2.2 Immunfluoreszenzfarbung

Die Immunfluoreszenzfarbung gehort zu den haufig angewandten Verfahren, um
den Nachweis von Proteinen zu ermdglichen. Bei der indirekten
Immunfluoreszenz binden die Primarantikérper an das zu detektierende Protein
in den jeweiligen Zellen der Organoide. Die Sekundarantikoérper, welche an
unterschiedliche Fluorophore gekoppelt sind, binden anschlieBRend an den
Primarantikorper und machen es somit moglich ein Signal zu detektieren. Mit
Hilfe des Fluoreszenzmikroskopes kann ermittelt werden, ob und wo das zu

untersuchende Protein vorliegt.

2.2.2.1 Vorbereitung fiir die Primédrantikérper-Behandlung

Bevor man mit der Farbung startet, missen die Objekttrager fur 30-60 Minuten
bei Raumtemperatur auftauen. Danach folgt die Rehydrierung fur 5 min in PBS,
gefolgt von einem Ethanol-Gradient zunachst von 70%, uber 90% zu 100%
aufsteigend und danach in derselben Reihenfolge absteigend fir jeweils 30
Sekunden. Anschliellend werden die Objekttrager wieder in PBS gewaschen.
Nach vorsichtigem kurzen Abklopfen der Uberschussigen Flussigkeit, werden die
noch feuchten Schnittpraparate mit dem Dako Pen umkreist. Nach Uberfiihren
der Objekttrager in die vorbereitete feuchte Kammer wird jedes Schnittpraparat
mit ca. 20ul der aufgetauten Blockierldsung benetzt. Die Blockierlésung besteht
aus 10% NDS, 1,25% BSA, 4% Magermilchpulver-Losung und 0,1% Triton-X.
Zur Inkubation wird die feuchte Kammer geschlossen und 30 Minuten bei

Raumtemperatur stehen gelassen.

2.2.2.2 Herstellung der Primarantikorperlésungen und Auftragen

Die Primarantikdrper werden in der Blockierldsung angesetzt (Tabelle 2). Sobald
die Inkubationszeit abgelaufen ist, werden die Objekttrager kurz wieder
abgeklopft, dann zurick in die feuchte Kammer gelegt und die Schnittpraparate
werden mit dem jeweiligen Antikorper benetzt. Daraufhin wird die feuchte

Kammer wieder geschlossen und Gber Nacht bei 4°C gelagert.

43



2.2.2.3 Herstellung der Sekundérantikérperlésungen und Auftragen

Sind die Sekundarantikérperldsungen vorbereitet (Tabelle 3), durchlaufen die
Objekttrager drei Kuvetten mit PBS um die nicht gebundenen Primarantikorper
und die Blockierldsung abzuwaschen. Die Sekundarantikorperldsungen werden
auf die jeweiligen Schnittpraparate pipettiert, die Kammer wird geschlossen und
zur Inkubation bei Raumtemperatur ohne Licht fir 45 Minuten stehen gelassen.
Nach der Inkubation durchlaufen die Objekttrager erneut den Waschvorgang
mittels der drei Klvetten. Hier wird sichergestellt, dass alle nicht an die
Primarantikérper gebundenen Sekundarantikérper sowie die Reste der

Magermilchpulverlosung abgewaschen werden.

2.2.2.4 Dauerpréaparate herstellen

Nach dem letzten Waschvorgang werden die Objekttrager nochmals kurz
abgeklopft und das Einschlussmittel Mowiol wird aufgetragen, welches zuvor
aufgetaut wurde. Anschliefend wird ein Deckglas (24x50mm) vorsichtig und
langsam Uber die Schnittpraparate gelegt, sodass keine Luftblasen entstehen.
Die nun auf den Objekttragern platzierten Deckglaser verbleiben zum Trocknen

uber den Schnittpraparaten.

2.2.2.5 Fluoreszenzmikroskopie

Die Schnittpraparate konnen unter dem Fluoreszenzmikroskop nach den
jeweiligen zu farbenden Proteinen untersucht werden. Dazu wird Licht durch
einen Anregungsfilter so gefiltert, dass nur die entsprechende Wellenlange, die
das jeweilige Fluorophor absorbiert, hindurchtritt. Das Fluorophor emittiert
daraufhin Licht einer langeren Wellenlange. Dieses Licht gelangt durch einen
weiteren Filter, den sogenannten Emissionsfilter und kann dann durch die
Okkulare wahrgenommen werden. Ist das zu farbende Protein also in den
jeweiligen Zellen der Organoide vorhanden, dann wird dies durch die jeweilige

Farbe, die durch den Sekundarantikdrper festgelegt wurde, sichtbar (Tabelle 3).
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2.2.3 RNA-Analyse
2.2.3.1 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Zur Analyse der Genexpression wurde die messenger-RNA (mRNA) aus den
entsprechenden Zellproben isoliert und mittels reverser Transkription in
komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben. Die qRT-PCR erfolgte
anschlieend zur quantitativen Bestimmung der Zielgen-Transkripte.

Fir die cDNA-Synthese und ggf. Praamplifikation wurden jeweils 20 ng RNA in
einem Ein-Schritt-Verfahren mit dem SuperScript One-Step RT-PCR System mit
Platinum Tag DNA-Polymerase (Invitrogen) durchgefuhrt. Die Reaktionen liefen
in einem StepOne Plus Thermocycler (Thermo Fisher). Die anschlieRende
Genexpressionsanalyse erfolgte mit dem GE 96.96 Dynamic Array System
(Fluidigm) unter Verwendung von TagMan Assays (Thermo Fisher), TagMan
Universal PCR Master Mix, no AmpErase UNG (Applied Biosystems) und GE
Sample Loading Reagent (Fluidigm).

Die Detektion der mRNA erfolgte jeweils in zwei technischen Replikaten pro
Probe. Die relative Genexpression wurde als Verhaltnis des Zielgens zum
Housekeeping-Gen GAPDH berechnet. Die Genexpression in den
undifferenzierten hiPS-Zellen wurde dabei als Referenzwert auf 1 normiert. Die
Veranderung der Genexpression wird als sogenannte Fold Induction (relative

Induktion im Vergleich zur Ausgangsexpression) dargestellit.
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3. Ergebnisse

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse einer otischen Differenzierung
dargestellt, bei der aus primaren humanen Keratinozyten Uber das
Reprogrammierungsstadium zu hiPS-Zellen Organoide erzeugt wurden. Diese
hiPSZ wurden in zwei unterschiedlichen Kulturmedien kultiviert und anschliel3end
in Richtung otische Plakode differenziert. Dabei handelt es sich um das
kommerziell erhaltliche PeproGrow™ von PeproTech (PT) und das selbst
hergestellte FTDA. Untersucht wurde, basierend auf dem (Ubernommenen
Differenzierungsprotokoll nach Koehler et al. (2017), ob sich eine erfolgreiche
otische Entwicklung nachweisen lasst und inwiefern das jeweils verwendete
Medium die Expression otischer Marker auf RNA- und Proteinebene beeinflusst.
Die Untersuchung liefert wertvolle Hinweise darauf, wie unterschiedliche
Kulturbedingungen den Verlauf und die Qualitat der otischen Differenzierung
beeinflussen. Dies ist ein wichtiger Aspekt, der sowohl fur das Verstandnis der
Innenohrentwicklung, als auch fur zukinftige Anwendungen in der regenerativen
Medizin von Bedeutung ist. Teile der im gesamten Ergebnisteil dargestellten
Daten wurden bereits in einer Publikation veroffentlicht, an der der Autor dieser

Arbeit als Koautor beteiligt war (Klingenstein et al., 2026).

Im Rahmen der Doktorarbeit wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

1. Lassen sich in den Organoiden zu fruhen Differenzierungszeitpunkten
typische Markerproteine der frihen otischen Entwicklung nachweisen?
2. Gibt es einen Unterschied zwischen den beiden verwendeten
Stammzellmedien im Hinblick auf
a. Morphologie der frihen Organoide
b. Protein Expression
c. RNA Expression
3. Lassen sich publizierte Vertreter der Annexin Familie in den frihen

otischen Organoiden nachweisen?
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3.1 Expression von frihen otischen Marker-Proteinen

Organoide, die aus hiPSZ-Zellkolonien reprogrammierter humaner Keratinozyten
hervorgingen, wurden an den Differenzierungstagen 6, 12 und 20 auf Proteine
untersucht, die typischerweise wahrend der Entwicklung der otischen Plakode
exprimiert werden. Die Analysen wurden an Organoiden durchgeflihrt, die aus
hiPSZ hervorgingen, welche entweder im kommerziell erhaltlichen
Stammzellmedium PT oder im selbst hergestellten Stammzellmedium FTDA
kultiviert worden waren. Dazu wurden Schnittpraparate angefertigt und auf
Objekttragern fixiert. Um die untersuchten Proteine sichtbar zu machen, kam die
hochauflosende Immunfluoreszenzmikroskopie zum Einsatz. Ziel des
Experiments war es, die frihe otische Entwicklung anhand des in vitro Modells
zu simulieren und die fur die friihe otische Entwicklung wichtigen Markerproteine
nachzuweisen. Somit war es moglich einen direkten Vergleich zwischen den
beiden verwendeten Medien zu erhalten.

Die im Rahmen dieses Experiments erhobenen Expressionsdaten der
Markerproteine lassen sich nicht nur zeitlich, sondern  auch
entwicklungsmorphologisch einordnen. Im Verlauf der frihen Differenzierung des
Ektoderms zu otischen Vorlauferstrukturen durchlaufen die Zellen
charakteristische Stadien. Dabei kommt es erst zur Entwicklung des nicht-
neuronale Ektoderms (NNE), anschlieRend bildet sich die praplakodale Region
(PPR) und schlieB3lich bildet sich die otische Plakode, aus der sich im weiteren

Verlauf der Entwicklung das Innenohr entwickelt.

3.1.1 Markerexpression der NNE und PPR

Als Marker des neuronalen Ektoderms wurde PAX6 untersucht. Zu den
analysierten Markerproteinen des NNE zahlte TFAP2a. Als Markerproteine der
PPR wurden EYA2, SIX1 und SIX4 untersucht.

Wie in der Abbildung 8 zu erkennen ist, lief3 sich in den im PT-Medium kultivierten
Organoiden an Tag 6 der Transkriptionsfaktor PAX6 in wenigen Zellen
nachweisen. Auch in der Abbildung 9 ist zu erkennen, dass sich in den im FTDA-
Medium kultivierten Organoiden an Tag 6 der Transkriptionsfaktor PAX6

ebenfalls in wenigen Zellen nachweisen liel3.
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Abbildung 8: Immunfluoreszenzfédrbung gegen PAXG6 in PT-differenzierten hiPSZ-basierten
Organoiden

Immunfluoreszenzfarbung eines otischen Organoids aus hiPS-Zellen, kultiviert im PT-
Stammzellmedium. Tag 6 der Differenzierung. PAX6 (griin) und Gegenfarbung der Zellkerne mit
DAPI (blau). Mal3stab: 100 pm.

FTDA

Abbildung 9: Immunfluoreszenzfarbung gegen PAXG6 in FTDA-differenzierten hiPSZ-basierten
Organoiden

Immunfluoreszenzfarbung eines otischen Organoids aus hiPS-Zellen, kultiviert im FTDA-
Stammzellmedium. Tag 6 der Differenzierung. PAX6 (griin) und Gegenfarbung der Zellkerne mit
DAPI (blau). Mal3stab: 100 uym.

Die Abbildungen 10 und 11 zeigen die Expression von TFAP2a an Tag 6 in
beiden Medien. In den im PT-Medium differenzierten Organoiden fanden sich
zusatzlich einzelne Zellen in denen SIX4 detektiert werden konnte. Vereinzelte

dieser SIX4-positiven Zellen zeigten in ihrer unmittelbaren Umgebung eine
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Expression von TFAP2a. In den im FTDA-Medium kultivierten Organoiden war

hingegen kein eindeutiger Nachweis von SIX4-positiven Zellen mdglich.

Abbildung 10: Immunfluoreszenzfarbung gegen SIX4 und TFAP2a in PT-differenzierten hiPSZ-
basierten Organoiden

Immunfluoreszenzfarbung eines otischen Organoids aus hiPS-Zellen, kultiviert im PT-

Stammzellmedium. Tag 6 der Differenzierung. SI1X4 (griin), TFAP2a (rot) und Gegenfarbung der
Zellkerne mit DAPI (blau). Maf3stab: 100 ym.

FTDA

Abbildung 11: Immunfluoreszenzférbung gegen SIX4 und TFAP2a in FTDA-differenzierten
hiPSZ-basierten Organoiden
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Immunfluoreszenzfarbung eines otischen Organoids aus hiPS-Zellen, kultiviert im FTDA-
Stammzellmedium. Tag 6 der Differenzierung. SIX4 (griin), TFAP2a (rot) und Gegenfarbung der
Zellkerne mit DAPI (blau). MaRstab: 100 pym. Modifiziert nach Klingenstein et al., 2026, Cells
Tissues Organs.

Die untersuchten Ausschnitte der Abbildungen 12 und 13 zeigen ECAD-positive
epitheliale Einwolbungen innerhalb der Organoide an Tag 6. Dieses Phanomen
lie® sich sowohl in aus hiPSZ im FTDA-Medium als auch im PT-Medium
differenzierten Organoiden beobachten.

In Bezug auf die Expression von EYAZ2 war in vereinzelten Zellen ein positiver
Nachweis erkennbar, wobei sich bei diesen Zellen kein direkter Bezug zu den

Zellen mit ECAD-positiver Expression erkennen liel3.

Abbildung 12: Immunfluoreszenzfédrbung gegen EYAZ2 und ECAD in PT-differenzierten hiPSZ-
basierten Organoiden

Immunfluoreszenzfarbung eines otischen Organoids aus hiPS-Zellen, kultiviert im PT-
Stammzellmedium. Tag 6 der Differenzierung. EYA2 (grtin), ECAD (rot) und Gegenfarbung der
Zellkerne mit DAPI (blau). Maf3stab: 100 ym.
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FTDA

Abbildung 13: Immunfluoreszenzfarbung gegen EYA2 und ECAD in FTDA-differenzierten hiPSZ-
basierten Organoiden

Immunfluoreszenzfarbung eines otischen Organoids aus hiPS-Zellen, kultiviert im FTDA-
Stammzellmedium. Tag 6 der Differenzierung. EYA2 (grin), ECAD (rot) und Gegenfarbung der
Zellkerne mit DAPI (blau). MaRstab: 100 um. Ubernommen aus Klingenstein et al., 2026, Cells
Tissues Organs.

In den Abbildungen 14 und 15 ist erkennbar, dass am Tag 12 in beiden Medien
SIX1-Proteine in einem Teil der untersuchten Zellen nachweisbar waren. Die
Expression erschien nicht homogen, sondern zeigte eine clusterartige
Anordnung mit Uberwiegend zentraler Lokalisation der SIX1-positiven Zellen
innerhalb der Zellaggregate. Zudem war das SIX1-Signal Uberwiegend

zellkernassoziiert und uberlagerte sich mit der DAPI-Farbung.
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Abbildung 14: Immunfluoreszenzfarbung gegen SIX1 in PT-differenzierten hiPSZ-basierten
Organoiden

Immunfluoreszenzfarbung eines otischen Organoids aus hiPS-Zellen, kultiviert im PT-
Stammzellmedium. Tag 12 der Differenzierung. SIX1 (griin) und Gegenfarbung der Zellkerne mit
DAPI (blau). MaRstab: 100 um. Modifiziert nach Klingenstein et al., 2026, Cells Tissues Organs.

Abbildung 15: Immunfluoreszenzfdrbung gegen SIX1 in FTDA-differenzierten hiPSZ-basierten
Organoiden

Immunfluoreszenzfarbung eines otischen Organoids aus hiPS-Zellen, kultiviert im FTDA-

Stammzellmedium. Tag 12 der Differenzierung. SIX1 (grin) und Gegenfarbung der Zellkerne mit
DAPI (blau). MalRstab: 100 um. Modifiziert nach Klingenstein et al., 2026, Cells Tissues Organs.

3.1.2 Markerexpression der otischen Plakode

Die untersuchten Markerproteine der otischen Plakode umfassten ECAD, PAXS,
SOX2 und SOXO9.
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Die Abbildungen 16 und 17 lassen erkennen, dass am Tag 12 in beiden Medien
einige Zellen PAX8 exprimierten. Das PAX8-Signal zeigte sich, soweit
beurteilbar, Uberwiegend zellkernassoziiert. Abbildung 17 lasst eine deutliche
raumliche Distanz zwischen PAX8-positiven und ECAD-positiven Zellen
erkennen. In Abbildung 16 ist diese Distanz zwischen PAX8-positiven und ECAD-
positiven Zellen hingegen nur partiell ersichtlich.

ECAD wurde auch an Tag 12 weiterhin exprimiert, was sich an den ECAD-

positiven epithelialen Einwdlbungen innerhalb der Organoide darstellte.

Abbildung 16: Immunfluoreszenzfarbung gegen PAX8 und ECAD in PT-differenzierten hiPSZ-
basierten Organoiden

Immunfluoreszenzfarbung eines otischen Organoids aus hiPS-Zellen, kultiviert im PT-
Stammzellmedium. Tag 12 der Differenzierung. PAX8 (griin), ECAD (rot) und Gegenfarbung der
Zellkerne mit DAPI (blau). Mastab: 100 ym. Modifiziert nach Klingenstein et al., 2026, Cells
Tissues Organs.
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FTDA

Abbildung 17: Immunfluoreszenzfarbung gegen PAX8 und ECAD in FTDA-differenzierten hiPSZ-
basierten Organoiden

Immunfluoreszenzfarbung eines otischen Organoids aus hiPS-Zellen, kultiviert im FTDA-
Stammzellmedium. Tag 12 der Differenzierung. PAX8 (griin), ECAD (rot) und Gegenfarbung der
Zellkerne mit DAPI (blau). MaRstab: 100 pm. Modifiziert nach Klingenstein et al., 2026, Cells
Tissues Organs.

An Tag 20 der Differenzierung lieRen sich spezifische Markerproteine der
otischen Plakode nachweisen (Abbildung 18, 19, 20 und 21). Es lieen sich, wie
in Abbildung 18 und 19 erkennbar ist, einige SOX9 positive Zellen nachweisen.
Die Lokalisation der SOX9-Expression erschien dabei (Uberwiegend
zellkernassoziiert. NCAD zeigte eine ausgepragte Expression in vermutlich
epithelial organisierten Zellverbanden, wobei die Verteilung nicht homogen,
sondern teilweise diffus und netzartig erschien. Zusatzlich ist erkennbar, dass
SOX9-positive Zellen teilweise in raumlicher Nahe zu den NCAD-exprimierenden
Zellverbanden auftraten.
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Abbildung 18: Immunfluoreszenzfdrbung gegen SOX9 und NCAD in PT-differenzierten hiPSZ-
basierten Organoiden

Immunfluoreszenzfarbung eines otischen Organoids aus hiPS-Zellen, kultiviert im PT-
Stammzellmedium. Tag 20 der Differenzierung. SOX9 (grtin), NCAD (rot) und Gegenfarbung der
Zellkerne mit DAPI (blau). MaRstab: 100 pm. Modifiziert nach Klingenstein et al., 2026, Cells
Tissues Organs.

FTDA

Abbildung 19: Immunfluoreszenzfédrbung gegen SOX9 und NCAD in FTDA-differenzierten hiPSZ-
basierten Organoiden

Immunfluoreszenzfarbung eines otischen Organoids aus hiPS-Zellen, kultiviert im FTDA-

Stammzellmedium. Tag 20 der Differenzierung. SOX9 (grtin), NCAD (rot) und Gegenfarbung der
Zellkerne mit DAPI (blau). Maf3stab: 100 pm.
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Die Abbildungen 20 und 21 lassen erkennen, dass auch an Tag 20 in den
Organoiden aus beiden untersuchten Stammzellmedien weiterhin die Expression
von ECAD, mit den bereits beschriebenen epithelialen Einwdlbungen innerhalb
der Organoide, bestand. Die Expression erschien hier jedoch nochmals deutlich
ausgepragter als zu den Zeitpunkten an Tag 6 und Tag 12. Daruber hinaus war
erkennbar, dass einige Zellen SOX2 exprimierten. Die Expression von SOX2 war
dabei zellkernassoziiert. In Abbildung 20 traten die SOX2-positiven Zellen
innerhalb der identifizierten epithelialen Strukturen auf, wahrend sie in Abbildung
21 sowohl innerhalb dieser Strukturen als auch in deren unmittelbarer Umgebung

lokalisiert waren.

Abbildung 20: Immunfluoreszenzférbung gegen SOX2 und ECAD in PT-differenzierten hiPSZ-
basierten Organoiden

Immunfluoreszenzfarbung eines otischen Organoids aus hiPS-Zellen, kultiviert im PT-

Stammzellmedium. Tag 20 der Differenzierung. SOX2 (griin), ECAD (rot) und Gegenfarbung der
Zellkerne mit DAPI (blau). Maf3stab: 100 ym.
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Abbildung 21: Immunfluoreszenzfarbung gegen SOX2 und ECAD in FTDA-differenzierten hiPSZ-
basierten Organoiden

Immunfluoreszenzfarbung eines otischen Organoids aus hiPS-Zellen, kultiviert im FTDA-
Stammzellmedium. Tag 20 der Differenzierung. SOX2 (griin), ECAD (rot) und Gegenfarbung der
Zellkerne mit DAPI (blau). Maf3stab: 100 ym.

Zusammenfassend lasst sich zu den Ergebnissen der durchgefihrten
Immunfluoreszenzfarbung zur frihen otischen Entwicklung sagen, dass NNR,

PPR und otische Markerproteine festgestellt werden konnten.

Tabelle 12: Expression verschiedener Marker-Proteine

Die Tabelle zeigt ob die untersuchten Proteine exprimiert wurden (griines *) oder nicht (rotes *).

Protein | PAX6 | TFAP2a | SIX4 | SIX1 | EYA2 | PAX8 | ECAD | NCAD | SOX9 | SOX2

PT * * * * * * * * * *

FTDA * * * * * * * * * *
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3.2 RNA-Expression an verschiedenen Differenzierungstagen in
den verwendeten Stammzellmedien

Die hiPSZ wurden in zwei verschiedenen Stammzellmedien, einmal
PeproGrow™ (PT) der Firma PeproTech und im selbst hergestellten FTDA,
kultiviert. Zunachst ist festzuhalten, dass eine Kultivierung der hiPSZ in beiden
Medien, sowohl im erworbenen Medium PeproGrow™ (PT) von PeproTech und
im selbst hergestellten FTDA, moglich war. Eine Kultivierung erfolgte bis zur
Differenzierung zu den frihen otischen Plakoden. Die untersuchten
Differenzierungszeitpunkte waren Tag 6, Tag 12 und Tag 20. Die dargestellten
Genexpressionsdaten wurden mittels qRT-PCR erhoben, auf GAPDH
normalisiert und relativ zur Expression in hiPSZ (Referenzwert = 1) ausgewertet

(Fold Inuction).

3.2.1 RNA-Expression von EYA2
Die Abbildung 22 zeigt die relative RNA-Expression von EYAZ2 in Organoiden, die

in den beiden Stammzellmedien FTDA und PT kultiviert wurden, an den
Differenzierungstagen 6, 12 und 20.

An Tag 6 zeigte sich in beiden Medien eine deutliche Hochregulation der
Expression von EYAZ2 im Vergleich zu den hiPSZ, wobei in FTDA die Expression
etwa um das 8-fache und in PT etwa um das 5-fache gegenuber den hiPSZ
erhoht war. An Tag 12 nahm die Expression in beiden Medien im Vergleich zu
Tag 6 ab. Zu diesem Zeitpunkt zeigte sich eine signifikant hdhere Expression von
EYA2 in FTDA im Vergleich zu PT (P < 0,05: *). An Tag 20 war erneut eine
Zunahme der Expression von EYAZ2 in beiden Medien erkennbar, wobei die
Expression in FTDA etwa um das 2-fache und in PT um nahezu das 4-fache

erhoht war.
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Abbildung 22: EYA2 - Expression der in FTDA und PT differenzierten Organoide aus hiPSZ-
Kolonie zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung

RNA-Expression von EYAZ2 in Organoiden aus hiPS-Zellen, kultiviert in FTDA (blau) und PT (gelb)
an den Differenzierungstagen 6, 12 und 20. Normalisiert auf GAPDH und hiPSZ (grau).
Fehlerbalken: SEM. Signifikanzen: *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001. Modifiziert nach
Klingenstein et al., 2026, Cells Tissues Organs.

3.2.2 RNA-Expression von ECAD
Die Abbildung 23 =zeigt die relative RNA-Expression des epithelialen

Zelladhasionsmarkers ECAD in Organoiden, die in den Stammzellmedien FTDA
und PT kultiviert wurden, an den Differenzierungstagen 6, 12 und 20.

Im Vergleich zu den hiPSZ war die ECAD-Expression zu allen untersuchten
Differenzierungszeitpunkten in beiden Kulturbedingungen reduziert. An Tag 6
lagen die Expressionswerte unterhalb des Niveaus der hiPSZ. An Tag 12 zeigten
beide Medien niedrigere Expressionswerte als an Tag 6. Zum spateren
Differenzierungszeitpunkt an Tag 20 waren im Vergleich zu Tag 12 in beiden
Medien wieder hohere Expressionswerte zu beobachten, wobei die Expression

weiterhin unterhalb des Niveaus der hiPSZ lag.
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Abbildung 23: ECAD - Expression der in FTDA und PT differenzierten Organoide aus hiPSZ-
Kolonie zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung

RNA-Expression von ECAD in Organoiden aus hiPS-Zellen, kultiviert in FTDA (blau) und PT
(gelb) an den Differenzierungstagen 6, 12 und 20. Normalisiert auf GAPDH und hiPSZ (grau).
Fehlerbalken: SEM. Signifikanzen: *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001. Modifiziert nach
Klingenstein et al., 2026, Cells Tissues Organs.

3.2.3 RNA-Expression von SIX1

Die Abbildung 24 zeigt die relative RNA-Expression von S/X7 in Organoiden, die
in den beiden verwendeten Stammzellmedien FTDA und PT kultiviert wurden, an
den Tagen 6, 12 und 20.

An Tag 6 zeigte sich in FTDA die héchste Expression von SIX7 im untersuchten
Zeitraum, wobei die Expression in FTDA etwa 40-fach gegenuber den hiPSZ
erhoht war, wahrend in PT eine etwa 8-fache Erhdhung beobachtet wurde. An
Tag 12 war die Expression von SIX7 in beiden Medien im Vergleich zu den
ubrigen Zeitpunkten am niedrigsten, allerdings lag die Expression sowohl in
FTDA als auch in PT weiterhin mehr als 2-fach Uber dem Niveau der hiPSZ. An

Tag 20 nahm die Expression von S/X7 in beiden Medien erneut zu. In FTDA war
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die Expression an Tag 20 etwa 7-fach und in PT nahezu 14-fach gegeniber den
hiPSZ erhoht.
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Abbildung 24: SIX1 - Expression der in FTDA und PT differenzierten Organoide aus hiPSZ-
Kolonie zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung

RNA-Expression von SIX7 in Organoiden aus hiPS-Zellen, kultiviert in FTDA (blau) und PT (gelb)
an den Differenzierungstagen 6, 12 und 20. Normalisiert auf GAPDH und hiPSZ (grau).
Fehlerbalken: SEM. Signifikanzen: *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001. Modifiziert nach
Klingenstein et al., 2026, Cells Tissues Organs.

3.2.4 RNA-Expression von PAX8

Die Abbildung 25 zeigt die relative RNA-Expression von PAX8 in Organoiden, die
in den beiden verwendeten Stammzellmedien FTDA und PT kultiviert wurden, an
den Tagen 6, 12 und 20.

An Tag 6 zeigte sich in FTDA die hochste Expression zu den untersuchten
Zeitpunkten, wobei hier die Expression in FTDA etwa 6 950-fach gegenuber den
hiPSZ erhoht war, wahrend in PT eine etwa 10-fache Erhéhung beobachtet
wurde. An Tag 12 lag die Expression in FTDA bei etwa 1 212-fach und in PT bei
etwa 2-fach Uber dem Niveau der hiPSZ. Zum  spateren
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Differenzierungszeitpunkt an Tag 20 war in FTDA eine etwa 50-fache Erhéhung
der Expression gegenuber den hiPSZ zu beobachten. In PT zeigte sich zu
diesem Zeitpunkt die niedrigste Expression, welche hier etwa 0,25-fach unterhalb

des Niveaus der hiPSZ lag.

mFTDA ®mPT PAXS8
10000
5000
8000
7000
6000
5000
4000
3000

2000

- -
0 — .

hiPSZ dé d12 d20

relative Expression normalisiert auf GAPDH und hiPSZ

Abbildung 25: PAX8 - Expression der in FTDA und PT differenzierten Organoide aus hiPSZ-
Kolonie zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung

RNA-Expression von PAX8 in Organoiden aus hiPS-Zellen, kultiviertin FTDA (blau) und PT (gelb)
an den Differenzierungstagen 6, 12 und 20. Normalisiert auf GAPDH und hiPSZ (grau).

Fehlerbalken: SEM. Signifikanzen: *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001. Modifiziert nach
Klingenstein et al., 2026, Cells Tissues Organs.

3.2.5 RNA-Expression von SOX9

Die Abbildung 26 zeigt die relative RNA-Expression von SOX9 in Organoiden,
die in den beiden verwendeten Stammzellmedien FTDA und PT kultiviert wurden,
an den Tagen 6, 12 und 20.

An Tag 6 war die Expression in FTDA auf etwa 0,1-fach im Vergleich zu den
hiPSZ reduziert, wahrend in PT eine mehr als 2-fache Expression gegenuber den

hiPSZ beobachtet wurde. An Tag 12 zeigte sich in beiden Medien die niedrigste
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Expression, wobei in FTDA die Expression weiterhin bei etwa 0,1-fach des
Niveaus der hiPSZ lag, wahrend in PT etwa 0,5-fach der Expression der hiPSZ
erreichte wurde. Am Differenzierungstag 20 nahm die Expression in beiden
Medien erneut zu und erreichte die hochsten Werte im untersuchten Zeitraum.
Dabei war zu beobachten, dass die Expression in FTDA bei etwa 0,25-fach des
Niveaus der hiPSZ lag, wahrend in PT eine etwa 4-fache Erhéhung der

Expression gegenuber den hiPSZ beobachtet wurde.
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Abbildung 26: SOX9 - Expression der in FTDA und PT differenzierten Organoide aus hiPSZ-
Kolonie zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung

RNA-Expression von SOX9 in Organoiden aus hiPS-Zellen, kultiviert in FTDA (blau) und PT
(gelb) an den Differenzierungstagen 6, 12 und 20. Normalisiert auf GAPDH und hiPSZ (grau).
Fehlerbalken: SEM. Signifikanzen: *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001. Modifiziert nach
Klingenstein et al., 2026, Cells Tissues Organs.

3.2.6 RNA-Expression von SOX2
Die Abbildung 27 zeigt die relative RNA-Expression von SOX2 in Organoiden,

die in den beiden verwendeten Stammzellmedien FTDA und PT kultiviert wurden,
an den Tagen 6, 12 und 20.
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Zu allen untersuchten Zeitpunkten war die Expression in beiden
Kulturbedingungen niedriger als in den hiPSZ. An Tag 6 zeigten beide Medien
die hochsten Expressionswerte zu den untersuchten Zeitpunkten, wobei die
Expression sowohl in FTDA als auch in PT bei etwa 0,1-fach des Niveaus der
hiPSZ lag. Am Differenzierungstag 12 war die Expression in beiden Medien am
niedrigsten und lag in FTDA wie auch in PT bei etwa 0,01-fach im Vergleich zu
den hiPSZ. Zu Tag 20 nahm die Expression in beiden Medien erneut zu, wobei
sie in FTDA bei etwa 0,02-fach lag, wahrend sie in PT etwa 0,1-fach des Niveaus
der hiPSZ erreicht wurde.
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Abbildung 27: SOX2 - Expression der in FTDA und PT differenzierten Organoide aus hiPSZ-
Kolonie zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung

RNA-Expression von SOX2 in Organoiden aus hiPS-Zellen, kultiviert in FTDA (blau) und PT
(gelb) an den Differenzierungstagen 6, 12 und 20. Normalisiert auf GAPDH und hiPSZ (grau).
Fehlerbalken: SEM. Signifikanzen: *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001. Modifiziert nach
Klingenstein et al., 2026, Cells Tissues Organs.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass nur am Tag 12 die Expression von
EYA2 im FTDA-Medium statistisch signifikant erhéht war.
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Tabelle 13: Expression verschiedener Gene

Die Tabelle zeigt, in welchem der beiden Stammzellmedien die Genexpression zu den
jeweiligen Zeitpunkten signifikant héher war. Ein ,gleich hoch® markiert keinen statistisch
signifikanten Unterschied, ein roter 1 steht fir eine signifikant hdhere Expression im FTDA-
Medium gegenliber dem PT-Medium (P < 0,05).

SIX1 EYA2 PAX8 ECAD SOX9 SOx2
Tag 6 | gleich hoch | gleich hoch | gleich hoch | gleich hoch | gleich hoch | gleich hoch

Tag 12 | gleich hoch T gleich hoch | gleich hoch | gleich hoch | gleich hoch

Tag 20 | gleich hoch | gleich hoch | gleich hoch | gleich hoch | gleich hoch | gleich hoch

3.2.7 RNA-Expression der Annexine 1, 2, 4und 5

Die Abbildung 28 zeigt die Genexpression von ANXA1, 2, 4 und 5 in dem
verwendeten Stammzellmedium PT an den Tagen 6, 12 und 20. ANXAZ2 zeigte
an allen Tagen die hochste Expression. ANXA1 zeigte an allen Tagen die
zweithochste Expression. ANXA4 zeigte an Tag 12 die niedrigste Expression und

ANXAS zeigte an Tag 6 und Tag 20 die niedrigste Expression.
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Abbildung 28: ANXA1,2,4 und 5 - Expression der in PT differenzierten Organoide aus hiPSZ-
Kolonie zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung

RNA-Expression von ANXAT1 (hellgriin),2 (blau), 4 (gelb) und 5 (dunkelgriin) in Organoiden aus
hiPS-Zellen, kultiviert in PT an den Differenzierungstagen 6, 12 und 20. Normalisiert auf GAPDH
und hiPSZ=1. Fehlerbalken: SEM. Signifikanzen: *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.
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3.3 Annexine und ihre Expression in der friihen otischen
Entwicklung

Im Rahmen dieser Forschungsarbeit  wurde mit Hilfe der
Immunfluoreszenzmikroskopie die Expression der Annexine A1, A2, A4 und A5
wahrend der frihen otischen Entwicklung von hiPSZ zum Beginn der Bildung der
otischen Plakode an Tag 20 analysiert. Hierbei wurden nur noch die Organoide
untersucht, bei denen das Stammzellmedium PT eingesetzt wurde, da die
vorhergehenden RNA-Analysen gezeigt haben, dass es an Tag 20 eine hdhere
RNA-Expression eines grolieren Anteils der untersuchten Gene in PT
differenzierten Organoiden gab. Die Ergebnisse zeigen, dass die vier
untersuchten Annexine in dem frihen Differenzierungsstadium an Tag 20 im PT-

Medium exprimiert wurden.

3.3.1 Expression von ANXA1
Das Annexin A1 wurde, wie in der Abbildung 29 erkennbar, an Tag 20 der
Differenzierung exprimiert. Wie die Abbildung 29 visualisiert, war Annexin A1

uberwiegend an der Zellmembran lokalisiert.

Abbildung 29: Immunfluoreszenzfarbung gegen ANXA1 in PT-differenzierten hiPSZ-basierten
Organoiden

Immunfluoreszenzfarbung eines otischen Organoids aus hiPS-Zellen, kultiviert im PT-
Stammzellmedium. Tag 20 der Differenzierung. ANXA1 (griin) zeigt eine zellmembransténdige
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Expression; Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gegengefarbt. Der gelb markierte Bereich wurde
digital vergroRert und als Inset dargestellt. Ma3stab: 100 pm.

3.3.2 Expression von ANXA2 und ANXA4

Das Annexin A2 zeigte eine Expression an Tag 20, wie in Abbildung 30 ersichtlich
ist. Wahrend der Ausbildung der otischen Plakode wies Annexin A2 eine
membranstandige Lokalisation auf. Weiterhin war eine Expression im Bereich der
Zellkontakte erkennbar.

Annexin A4 wurde ebenfalls an Tag 20 exprimiert, zeigte jedoch eine nicht so

ausgepragte Expression wie die Annexine A1, A2 und AS5. Die Expression war

hier eher im Bereich des Zytoplasmas erkennbar.

Abbildung 30: Immunfluoreszenzférbung gegen ANXAZ2 in PT-differenzierten hiPSZ-basierten
Organoiden

Immunfluoreszenzfarbung eines otischen Organoids aus hiPS-Zellen, kultiviert im PT-
Stammzellmedium. Tag 20 der Differenzierung. ANXA2 (griin) zeigt eine zellmembranstandige
Expression; Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gegengefarbt. Der gelb markierte Bereich wurde
digital vergrof3ert und als Inset dargestellt. MalRstab: 100 ym.

67



Abbildung 31: Immunfluoreszenzférbung gegen ANXA4 in PT-differenzierten hiPSZ-basierten
Organoiden

Immunfluoreszenzfarbung eines otischen Organoids aus hiPS-Zellen, kultiviert im PT-
Stammzellmedium. Tag 20 der Differenzierung. ANXA4 (griin) zeigt eine Expression im Bereich
des Zytoplasmas; Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gegengefarbt. Der gelb markierte Bereich
wurde digital vergroert und als Inset dargestellt. MaRstab: 100 um.

3.3.3 Expression von ANXA5
Zusatzlich zeigte das Annexin A5 an Tag 20 eine Expression wie in Abbildung 32
ersichtlich ist. Wobei die Lokalisation ebenfalls im Bereich des Zytoplasmas

erkennbar war.

Abbildung 32: Immunfluoreszenzfarbung gegen ANXAS in PT-differenzierten hiPSZ-basierten
Organoiden
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Immunfluoreszenzfarbung eines otischen Organoids aus hiPS-Zellen, kultiviert im PT-
Stammzellmedium. Tag 20 der Differenzierung. ANXAS (gruin) zeigt eine Expression im Bereich
des Zytoplasmas; Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gegengefarbt. Der gelb markierte Bereich
wurde digital vergréRert und als Inset dargestellt. Maf3stab: 100 um.

Zusammenfassend zeigen  die Untersuchungen mit Hilfe  der
Immunfluoreszenzmikroskopie, dass die Annexine A1, A2, A4 und A5 wahrend
der frihen otischen Entwicklung exprimiert wurden. Wobei die Lokalisation dabei
an Tag 20 der Differenzierung der otischen Organoide bei den Annexinen A1 und
A2 eher im Bereich der Zellmembran und bei den Annexinen A4 und A5

vorwiegend im Bereich des Zytoplasmas lag.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurden frihe Zeitpunkte der otischen Entwicklung nach
spezifischer Proteinexpression untersucht, wobei zwei unterschiedliche
Stammzellmedien hinsichtlich ihrer Eignung zur Kultivierung der humanen
induzierten pluripotenten Stammzellen (hiPSZ) aus Keratinozyten, sowie deren
anschlieBender Differenzierung in die otische Zelllinie zum Einsatz kamen.
Verglichen wurden zwei Medien: das eigens hergestellte Medium FTDA und das
kommerziell verfligbare Medium PT der Firma Pepro Tech. Mit beiden Medien

war es grundsatzlich mdglich die Standardkultivierung durchzuftihren.

4.1 Lassen sich in den Organoiden zu frithen
Differenzierungszeitpunkten typische Markerproteine der
frihen otischen Entwicklung nachweisen?

Die Ergebnisse zeigen, dass beide untersuchten Medien eine gezielte otische
Differenzierung ermoglichen, wobei in den Organoiden bereits zu frihen
Zeitpunkten Marker wie PAX6 (NE), EYA2/SIX1/SIX4 (PPR) und
PAX8/SOX2/SOX9 (otische Plakode) exprimiert wurden. Diese Befunde stehen
im Einklang mit aktuellen Studien zur Entwicklung von Innenohr-Organoiden aus
humanen pluripotenten Stammzellen, welche ebenfalls eine zeitlich gestaffelte
Expression solcher Marker tber Differenzierungszeitpunkte hinweg beschreiben
(Koehler et al., 2017).

SIX1 ist ein zentraler Transkriptionsfaktor in der PPR. In den Ergebnissen
(Abbildung 14 und 15) zeigte sich an Tag 12 in beiden Medien eine Expression
von SIX1 in einzelnen Zellen, was auf den Ubergang von der PPR zur otischen
Plakode hinweist. Auch in der otischen Plakode bleibt SIX1 weiterhin als Marker
aktiv. EYAZ ist ein Transkriptions-Koaktivator, welcher in der PPR exprimiert wird
(Litsiou et al., 2005b).

Insbesondere SOX2 konnte als friiher Indikator fir die otische Spezifikation
identifiziert werden (van der Valk et al., 2023, Doda et al., 2023, Jeong et al.,
2018), sowie auch PAX8 (Doda et al., 2023, Ealy et al., 2016, Lahlou et al., 2018,
van der Valk et al., 2025a) was bereits in friheren Arbeiten auch in der Forschung
an Mausen festgestellt werden konnte (Bouchard et al., 2010). SOX2 und PAX8
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konnten konsistent wahrend der Ausdifferenzierung in otischen Vesikeln
nachgewiesen werden. Es wurde festgestellt, dass PAX8 im Verlauf der
Differenzierung hin zur otischen Plakode verstarkt exprimiert wurde (Doda et al.,
2023). Die vorliegenden Ergebnisse (Abbildung 16 und 17) zeigen, dass in
beiden untersuchten Medien einige PAX8-positive Zellen gefunden wurden, was
hier den Ubergang von der PPR zur otischen Plakode bestatigen wiirde. Insofern
bestatigen die Ergebnisse dieser Arbeit nicht nur bestehende Modelle und
frihere Arbeiten, sondern erweitern diese mit vergleichenden Daten zur
Medieneffizienz bei der Induktion otischer Vorlaufer.

Ein zentraler Unterschied zwischen den beiden untersuchten Kulturmedien zeigt
sich jedoch bei der Expression von SIX4, wobei dieser Marker im PT-Medium
eindeutig nachweisbar war, blieb seine Expression im FTDA-Medium hingegen
aus. Diese Diskrepanz koénnte auf signifikante Unterschiede in den
zugrundeliegenden Signalkaskaden der beiden Medien hinweisen, etwa in Bezug
auf die Aktivitat von FGF-, BMP- oder WNT-Signalen. Diese spielen
bekanntermallen zentrale Rollen in der Induktion der PPR und der otischen
Plakode (Nist-Lund et al., 2022). Eine gezielte Analyse der
Medienzusammensetzung und ihrer Wirkung auf die relevanten
Signalkomponenten ware daher ein sinnvoller nachster Schritt.

Daruber hinaus untermauern elektrophysiologische Arbeiten an Maus Innenohr-
Organoiden, dass eine frihe Markerexpression Korrelationen mit funktional
relevanter Entwicklung aufweisen kann, wobei eine Mechanosensivitat in
Haarzellen aus Maus Innenohr-Organoiden festgestellt werden konnte, welche
jener in Haarzellen postnataler Mause entspricht (Liu et al., 2016).

Allerdings bleibt offen, inwieweit die in der fruihen Phase exprimierten Marker
tatsachlich eine funktionelle Ausreifung otischer Zelltypen einleiten. Die
Korrelation zwischen friilher Markerexpression und spaterer funktioneller Reife ist
bisher nicht vollstandig geklart und stellt eine wesentliche Herausforderung in der
Organoidforschung dar. In friheren Arbeiten wurden bereits mit Hilfe der Patch-
Clamp-Technik die elektrophysiologischen Eigenschaften der Organoide und der
darin enthaltenen Haarzellen getestet (Moore et al., 2023).
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Nicht zuletzt ist zu berlcksichtigen, dass die hier eingesetzten hiPSZ aus
Keratinozyten stammen, was sich auf das Differenzierungspotenzial auswirken
kann. Frihere Studien legen nahe, dass der zellulare Ursprung von hiPS-Zellen
epigenetische Pragungen hinterlassen kann (Kim et al., 2010). Diese
epigenetische Pragung koénnte sich auf die Effizienz und Richtung der
Differenzierung auswirken (Kim et al., 2010). Ob und wie stark dies fur die otische

Differenzierung relevant ist, ware ein weiterer interessanter Forschungsaspek.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass beide getesteten Medien
grundsatzlich zur Induktion einer gerichteten otischen Differenzierung geeignet
sind, jedoch Unterschiede in der Expression einzelner Marker aufweisen, die auf
medienspezifische Einflisse hindeuten. Die frihe Expression relevanter Marker
belegt den Erfolg der Differenzierung bis zum Plakodenstadium, lasst jedoch
noch keine abschlieRenden Aussagen Uber die funktionelle Reife der
Zellpopulationen zu. Kunftige Studien sollten die funktionelle Validierung
erweitern und durch gezielte Modulation von Signalkaskaden das Verstandnis

der Medienwirkung vertiefen.

4.2 Gibt es im Hinblick auf folgende Unterpunkte Unterschiede
zwischen den beiden verwendeten Stammzellmedien?

4.2.1 Morphologie der friihen Organoide

Die Morphologie der frihen Organoide zeigte sich unter beiden
Stammzellmedien weitgehend vergleichbar. Bereits an Tag 6 konnten epitheliale
Einstilpungen beobachtet werden (Abbildung 12 und 13), die sich bis Tag 20
(Abbildung 20 und 21) fortsetzten. Diese Strukturen deuten morphologisch auf
den Beginn der Ohrgrubenbildung hin, einer Vorlauferstruktur des otischen
Vesikels (Koehler et al, 2017), aus dem sich in der weiteren
Embryonalentwicklung das Innenohr ableitet.

Wie ebenfalls in der Arbeit von Koehler et al. beschrieben, konnten auch in den
hier untersuchten Organoiden SOX2-positive Zellen innerhalb dieser
Einstilpungen nachgewiesen werden (Abbildung 20 und 21). In friheren

Untersuchungen wurde festgestellt, dass sich SOX2-positive Zellen im weiteren
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Verlauf der Entwicklung hin zu Zellen des Corti Organs entwickeln kdnnen (Mak
et al., 2009, Mizutari et al., 2013). Diese Ergebnisse lassen sich auch durch
weitere frlhere Arbeiten stltzen, wo ebenfalls ECAD- und SOX2-positive
vesikelahnliche Strukturen ersichtlich waren (Jeong et al., 2018). Der
Transkriptionsfaktor SOX2 ist ein etablierter Marker fur die otische Plakode und
spielt eine zentrale Rolle in der weiteren Differenzierung zu Haarzellen und
Stutzzellen (Steevens et al.,, 2019, Gou et al., 2018). Das Auftreten SOX2-
positiver Zellverbande in den epithelialen Strukturen spricht daher fur eine
gerichtete otische Differenzierung und bestatigt die Identitat der beobachteten
Vorlauferstrukturen.

Diese Befunde stitzen die Annahme, dass die hier angewandten
Differenzierungsprotokolle, sowohl mit dem kommerziellen PT-Medium als auch
mit dem selbst hergestellten FTDA-Medium, grundsatzlich geeignet sind um eine
morphologisch und molekular nachvollziehbare otische Entwicklung in vitro zu

induzieren.

4.2.2 Protein-Expression

In Bezug auf die Expression der untersuchten Markerproteine zeigte sich, dass
SIX4 in hiPSZ FTDA nicht detektiert werden konnte (vgl. Tabelle 12), wahrend es
in hiPSZ PT gewachsenen Organoiden in vereinzelten Zellen festgestellt werden
konnte, welches hier den Beginn der Differenzierung zur PPR markiert
(Abbildung 10). Dies konnte auf unterschiedliche Wirkmechanismen der in den
Medien enthaltenen Signalfaktoren hinweisen. Auch kdnnte eine Modulation des
WNT-Signalwegs die Expression von SIX4 beeinflussen. Es wurde bereits
beschrieben, dass eine Aktivierung des WNT-Signalwegs zu keiner Expression
von SIX4 fuhrt und eine Abschwachung eine Expression hervorruft (Litsiou et al.,
2005a). Auch frihere Untersuchungen mit Hilfe von Tiermodellen an Mausen
konnten zeigen, dass eine Modulation des WNT-Signalwegs die Differenzierung
von Innenohr-Organoiden wesentlich beeinflussen kann (Tang et al., 2023).
Eine starkere Expression von SOX9 und NCAD wurde ausschlie3lich an Tag 20
in den hiPSZ PT kultivierten Organoiden beobachtet. Die gemeinsame
Expression von SOX9 und NCAD weist hier auf entscheidende otische
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Entwicklungsprozesse hin, wobei sich SOX9 positive Zellen im weiteren Verlauf
der Entwicklung hin zu Zellen des Corti Organs entwickeln kénnen, wie zum
Beispiel Stutzzellen. Sie wurden aber auch in der Epithelschicht der Reissner-
Membran nachgewiesen (Mak et al., 2009). Die in den Abbildungen 18 und 19
dargestellten Schnittbilder der Organoide lassen visuelle Unterschiede in der
Expression von SOX9 und NCAD zwischen den beiden Stammzellmedien
erkennen. In den im PT-Medium kultivierten Organoiden erschien die Expression
von SOX9 und NCAD im Vergleich zu den im FTDA-Medium kultivierten
Organoiden ausgepragter. SOX9-positive Zellen traten in raumlicher Nahe zu
den NCAD-exprimierenden epithelialen Zellverbanden auf, was auf
unterschiedliche, aber benachbarte Zellpopulationen innerhalb der Organoide
hinweist. Da es sich hierbei um einzelne Schnittbilder der Organoide handelt,
erlauben diese Beobachtungen jedoch lediglich eine qualitative Einschatzung
und keine quantitative Bewertung. Sie kdnnten dennoch darauf hindeuten, dass
das PT-Medium eine beschleunigte Differenzierung und somit die Ausbildung
otischer sowie neuroepithelialer Eigenschaften begunstigt.

Die Analyse der Expression der untersuchten Transkriptionsfaktoren in den
Organoiden  erfolgte  mittels  Immunfluoreszenzfarbung, wobei  die
Schnittpraparate lediglich einen begrenzten Ausschnitt der Organoide abbilden.
Daher konnten nicht alle Schichten der Organoide untersucht und nicht alle
Zellpopulationen erfasst werden. Somit weist diese Methodik Limitationen auf,
die die Interpretation der Ergebnisse beeinflussen kdnnen.

Des Weiteren erschweren unter anderem die komplexe dreidimensionale
Architektur der Organoide, sowie die begrenzte Antikorperpenetration eine
gleichmallige Farbung aller Zellschichten. Daruber hinaus ist die
Fluoreszenzmikroskopie limitiert, wodurch eine eindeutige Abgrenzung
membranassoziierter  Signale von  zytoplasmatischen  Strukturen nur
eingeschrankt maglich ist. Bei der Fluoreszenzmikroskopie stellt die
beugungsbedingte Aufldsungsgrenze einen wesentlichen limitierenden Faktor
dar (Huang et al., 2009), wodurch eine eindeutige raumliche Trennung
membranassoziierter Fluoreszenzsignale von angrenzenden zytoplasmatischen

Strukturen nicht moglich ist.
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Zudem wurde in der vorliegenden Arbeit auf eine Mehrfachfarbung mit
zelltypspezifischen Markern verzichtet, sodass eine eindeutige Zuordnung der
Expression der Transkriptionsfaktoren zu einzelnen Zellpopulationen innerhalb
der dargestellten Ebene in den Organoiden nicht mdglich ist. Die Ergebnisse
zeigen, dass die untersuchten Marker oft in unterschiedlichen Zellen exprimiert
wurden, sodass primar Aussagen zur generellen Prasenz und Verteilung der
Transkriptionsfaktoren, nicht jedoch zur zelltypspezifischen Expression moglich
sind. So konnte keine Koexpression von verschiedenen Markern innerhalb
derselben Struktur der Organoide, wie sie beispielsweise fur PAX2-, PAX8- und
ECAD-positive Zellen beschrieben wurde (Koehler et al.,, 2017), festgestellt
werden. Dies ist eine weitere Limitation, sodass eine klare Abgrenzung der
Differenzierungsstadien nicht mdglich ist. Fur zukunftige Forschungsarbeiten
sollten daher zusatzliche spezifische Marker flr die jeweiligen
Differenzierungsstadien eingesetzt werden, um eine klare Abgrenzung zwischen
den Entwicklungsstadien zu erhalten.

Auch bieten sich fur zukunftige Untersuchungen verbesserte Analysemethoden
an, um diese Fragestellungen weiter zu prazisieren. Dazu zahlen insbesondere
Mehrfachfarbungen mit etablierten Markern zur Identifizierung bestimmter
Zelltypen (wie z.B. Myosin Vlla) in Kombination mit optimierten Protokollen zur
Antikdrperpenetration sowie der Einsatz hoher auflosender bildgebender
Verfahren, wie beispielsweise die Super-Resolution-Mikroskopie, die die
Darstellung  feiner  Strukturen Uber die  Grenzen konventioneller
Fluoreszenzmikroskopie hinaus ermoglicht. Eine solche systematische
quantitative Analyse von Zellen mit Hilfe von Mehrfachfarbungen zur
Identifizierung und Differenzierung bestimmter Zelltypen wurde im Rahmen
dieser Arbeit nicht durchgefihrt. Dadurch kann hierzu keine Aussage getroffen
werden, sodass dies eine Limitation darstellt. Diese Methoden konnten dazu
beitragen, sowohl die zelluldre als auch die subzelluldre Lokalisation der
Transkriptionsfaktoren in Organoiden genauer zu charakterisieren.

Abgesehen von diesen Differenzen konnten zwischen den beiden Medien jedoch
keine relevanten Unterschiede in der Expression weiterer untersuchter Marker

festgestellt werden. Da sich alle Ubrigen Marker in beiden Gruppen vergleichbar
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nachweisen liel3en, erscheinen sowohl das selbst hergestellte FTDA-Medium als
auch das kommerziell erworbene PT-Medium grundsatzlich fur die otische
Differenzierung von hiPS-Zellen geeignet. Allerdings kann es zu moglichen
Unterschieden in der Effizienz spezifischer Signalwege kommen, die durch
weiterfihrende funktionelle Analysen zu Uberprifen waren. Eine parallele
Analyse mehrerer Marker zur Unterscheidung der Zelltypen stellt einen
wertvollen Ansatz fir zukinftige Studien dar, um Ubergangszustande und
gemischte Differenzierungsstadien innerhalb der Organoide, sowie bestimmte

Zellpopulationen praziser zu charakterisieren.

4.2.3 RNA-Expression

In Bezug auf die untersuchten RNA-Expressionsdaten konnte an Tag 6 kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden verwendeten Stammzellmedien
festgestellt werden. Auch an Tag 20 zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden verwendeten Stammzellmedien (vgl. Tabelle 13). An Tag
12 war lediglich in Bezug auf EYAZ2 in hiPSZ eine signifikant hdhere Expression
im FTDA-Medium festzustellen. Vor diesem Hintergrund ist festzuhalten, dass
sich mit Ausnahme des genannten Einzelbefundes keine statistisch signifikanten
Hinweise auf Unterschiede hinsichtlich der RNA-Expression zwischen den
beiden Stammzellmedien ergeben haben. Die im Folgenden diskutierten
Expressionsmuster sind daher primar deskriptiv und hypothesengenerierend zu
interpretieren.

PAX8 zeigte zu allen untersuchten Zeitpunkten eine hohere Expression im
FTDA-Medium, wobei diese Unterschiede jedoch in keinem Fall eine statistische
Signifikanz aufwiesen. PAX8 ist ein etablierter Marker fur die otische Plakode und
spielt eine zentrale Rolle in der frihen otischen Spezifikation (Doda et al., 2023,
Ealy et al., 2016, Lahlou et al., 2018).

Im Gegensatz dazu waren andere Marker wie SIX71, SOX2 und SOX9, die in
spateren Phasen der otischen Differenzierung eine wichtige Funktion
ubernehmen, in den hiPS-Zellen im PT-Medium starker exprimiert. Da diese

Unterschiede jedoch ebenfalls nicht signifikant waren, erlauben sie keine
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belastbare Aussage Uber unterschiedliche Differenzierungseffizienzen der
Medien.

Magliche Ursachen flr die beobachteten, jedoch statistisch nicht abgesicherten
Expressionsunterschiede kdnnten in unterschiedlichen zeitlichen Ablaufen der
otischen Induktion oder in der unterschiedlichen Zusammensetzung der beiden
Medien liegen. Diese Uberlegungen bleiben jedoch spekulativ, da keine
funktionellen Analysen oder quantitativen Bestimmungen der enthaltenen
Wachstumsfaktoren durchgefuhrt wurden. Zwar ist bekannt, dass Faktoren wie
FGF2 eine Schlusselrolle bei der Induktion der otischen Plakode spielen (Saeki
et al.,, 2022), jedoch lasst sich aus den vorliegenden Daten kein direkter
Zusammenhang zwischen der Zusammensetzung der Medien und den
gemessenen Expressionswerten ableiten.

Ein weiterer moglicher Einflussfaktor kdnnte die Herstellungsweise der Medien
sein. Wahrend das PT-Medium unter industriellen, standardisierten Bedingungen
produziert wird und regelmafRigen Qualitatskontrollen unterliegt, erfolgt die
Herstellung des FTDA-Mediums manuell im Labor. Hierdurch sind
Chargenvariabilitat, Konzentrationsschwankungen oder potenzielle
Verunreinigungen nicht auszuschlie®en. Es ware daher sinnvoll, die
tatsachlichen Konzentrationen kritischer Faktoren wie FGF2, BMP oder TGFf in
beiden Medien analytisch zu Uberprufen, um die Korrelation mit den
Expressionsdaten zu untersuchen. Ohne eine entsprechende analytische
Uberpriifung der tatsachlichen Konzentrationen relevanter Faktoren bleibt dies
jedoch hypothetisch.

Zusammenfassend zeigen die RNA-Analysen, dass sich zwischen den beiden
Stammzellmedien lediglich im Fall der Expression von EYAZ2 ein signifikanter
Unterschied feststellen lie3. Die tendenziell hdhere Expression spater otischer
Marker im PT-Medium kénnte auf Unterschiede in der Differenzierungsdynamik
hindeuten, ist jedoch aufgrund fehlender statistischer Absicherung zurtickhaltend
zu interpretieren.

Zuklnftige Studien sollten grolkere Stichproben einbeziehen, um maogliche
medienabhangige Effekte valide Uberprifen zu kénnen. Zudem ware es von

Interesse, durch gezielte Modulation einzelner Signalwege, wie beispielsweise
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durch Aktivierung oder Inhibition von FGF2, BMP, TGFB oder WNT, die

beobachteten Ergebnisse zu Uberprifen und zu validieren.

4.3 Lassen sich publizierte Vertreter der Annexin Familie in den
(frihen) otischen Organoiden nachweisen?

4.3.1 Protein-Expression

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die Annexine A1, A2, A4 und A5
wahrend der Differenzierung von hiPS-Zellen in Richtung der otischen Plakode
exprimiert wurden. Diese Befunde deuten auf eine mdgliche funktionelle
Beteiligung dieser Proteine in der frihen otischen Entwicklung hin.

Annexin A1 wurde insbesondere an Tag 20, dem Zeitpunkt der Plakodenbildung,
detektiert. Die membranstandige Lokalisation von Annexin A1 legt eine Rolle bei
der Strukturierung der Plasmamembran und der zellularen Homdéostase nahe,
welche als Funktion in anderen Geweben bereits beschrieben wurde (Gerke et
al., 2024). Da Annexin A1 zudem an antiinflammatorischen Signalwegen beteiligt
ist (Kelly et al., 2022), kdnnte es auch in der Differenzierung stresssensitiver
Zelltypen eine Rolle spielen.

Annexin A2 wurde ebenfalls exprimiert und zeigte eine Lokalisation an Zell-Zell-
Kontaktstellen, was auf eine Beteiligung an Zelladhasion und epithelialer
Integritat hinweist (Hansen et al., 2002). Diese Eigenschaften sind besonders
essenziell fur die Organisation von Zellschichten wahrend der
Plakodenmorphogenese. Fruhere Arbeiten zeigen, dass Annexin A2 mit anderen
Proteinen wie z.B. AHNAK Komplexe bildet, bei welchen eine Beteiligung an der
Strukturierung und dem Aufbau des Zytoskeletts im Bereich der Plasmamembran
nachgewiesen werden konnte (Benaud et al., 2004). Die Expression des Proteins
ANAHK wurde bereits im Bereich des vaskularen Epithels der Blut-Hirn-Schranke
und auch im peripheren Nervensystem vornehmlich in den Schwann-Zellen
nachgewiesen (Salim et al., 2009). Ein funktioneller Zusammenhang im otischen
Kontext ist denkbar, insbesondere im Hinblick auf die Ausbildung neuronaler oder
vaskularer Strukturen.

Annexin A4 war ebenfalls an Tag 20 nachweisbar und wurde Uberwiegend im

Zytoplasma detektiert. In tierexperimentellen Studien war Annexin A4 hingegen
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sowohl in der Zellmembran als auch in den Stereozilien von Haarzellen lokalisiert
(Li etal., 2021).

Auch Annexin A5 konnte zum selben Differenzierungszeitpunkt nachgewiesen
werden. Hier zeigte sich, wie bereits bei Annexin A4, eine Uberwiegend
zytoplasmatische Verteilung. Frihere Arbeiten identifizieren Annexin A5 als das
dominierende membranstandige Protein in den Haarbindeln der Haarzellen
sowohl in Maus- als auch in Hihnermodellen (Krey et al., 2016).

Da fur die Annexine A4 und A5 keine eindeutige membranstandige Lokalisation
beobachtet werden konnte, unterscheiden sich die Beobachtungen in der
vorliegenden Arbeit von den in der Literatur beschriebenen Ergebnissen. Dies
deutet darauf hin, dass die Differenzierung zum untersuchten Zeitpunkt noch
nicht weit fortgeschritten war. Zur Darstellung der Stereozilien von Haarzellen
ware eine spezifische Fluoreszenzfarbung erforderlich, beispielsweise mittels
Phalloidin fur die Bindung an F-Aktin zur Darstellung der Stereozilien, mit Espin
(ESPN) als spezifischem Marker ebenfalls fur die Darstellung der Stereozilien
und mit Myosin VIIA (MYO7A) als zytoplasmatischem Marker flr die Haarzellen
notwendig. Die zuvor genannten Marker wurden bereits in vergangenen
Publikationen, beispielsweise bei Koehler et al. (2017), zur ldentifikation von
Haarzellen eingesetzt. In der Literatur wird unter anderem eine Expression von
Haarzellmarkern ab Tag 40 beschrieben (Koehler et al., 2017). Um eine
Expression im Bereich von Haarzellen darstellen zu koénnen, sollten daher
spatere Differenzierungszeitpunkte analysiert werden. Zudem ist eine
kombinierte Anwendung der genannten Marker erforderlich, um Haarzellen und
deren Stereozilien eindeutig zu identifizieren.

Die beobachteten Expressionsmuster deuten darauf hin, dass Annexine im
Rahmen der otischen Differenzierung nicht nur als strukturelle Membranproteine,
sondern mdoglicherweise auch im Kontext von Signaltransduktion und
Zytoskelettdynamik wirken. So ist bekannt, dass FGF-Aktivierung und
gleichzeitige BMP-Inhibition entscheidende Signale zur Plakodenbildung liefern
(Koehler et al., 2017). Ob die Expression der Annexine jedoch durch etablierte
Signalwege der otischen Induktion wie FGF-Aktivierung und BMP-Inhibition

direkt reguliert wird, ist bislang unklar. Das Vorhandensein der Annexine in der
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Zellmembran kénnte drauf hinweisen, dass sie einen Beitrag zum Aufbau des
Zytoskeletts leisten (Tzima et al., 2000). So ist es also denkbar, dass die den
Annexinen nachgeschalteten Effektoren die zuvor genannten Signalwege
darstellen und zur mechanischen und funktionellen Ausgestaltung otischer
Zelltypen beitragen.

Die Analyse der Expression der untersuchten Annexine A1, A2, A4 und A5 in den
Organoiden erfolgte, wie bei den Transkriptionsfaktoren, mittels
Immunfluoreszenzfarbung. Die  zugrunde liegenden  Schnittpraparate
reprasentieren auch hier nur ausgewahlte Ebenen der dreidimensionalen
Struktur der Organoide, wodurch hier ebenso nicht samtliche Schichten der
Organoide erfasst werden konnten. Die erhobenen Daten lassen somit
ausschlieBlich eine Beurteilung der jeweils analysierte Schnittebene zu. Dies
stellt, wie bei den untersuchten Transkriptionsfaktoren, eine Limitation der
Methodik dar.

Die komplexe dreidimensionale Organisation der Organoide sowie die potenziell
eingeschrankte Penetration der Antikorper konnen auch hier zu einer
heterogenen Signalverteilung fihren. Wie bereits in Kapitel 4.2.2 beschrieben, ist
die Fluoreszenzmikroskopie limitiert, wodurch eine eindeutige Abgrenzung
membranassoziierter  Signale von zytoplasmatischen  Strukturen nur
eingeschrankt moglich ist. Neben der bereits beschriebenen beugungsbedingten
Auflosungsgrenze, wodurch  eine  eindeutige  raumliche  Trennung
membranassoziierter Fluoreszenzsignale von angrenzenden zytoplasmatischen
Strukturen nicht madglich ist, stellt die Punktspreizfunktion einen weiteren
limitierenden Faktor dar, der eine Signalverbreiterung der Fluoreszenzabbildung
zur Folge hat und somit zu Uberlagerungen raumlich benachbarter Strukturen
fuhrt. Dies stellt eine mogliche Erklarung dafiir dar, dass die membranstandige
Lokalisation der Annexine in den vorliegenden Schichtaufnahmen nicht klar
abgrenzbar ist.

Da wie bei den Versuchen mit den Transkriptionsfaktoren keine Mehrfachfarbung
mit zelltypspezifischen Markern durchgefuhrt wurde, ist eine definitive Zuordnung
der Annexin-Expression zu spezifischen Zellpopulationen innerhalb der

dargestellten Schnittebene nicht moglich. Die Ergebnisse beschranken sich
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folglich auf Aussagen zur allgemeinen Prasenz und subzellularen Verteilung der
Annexine, ohne eine eindeutige zelltypspezifische Charakterisierung zu
erlauben.

Far weiterfuhrende Analysen konnten auch hier kombinierte Farbestrategien mit
etablierten Zelltypmarkern (z. B. ECAD fir epitheliale Zellpopulationen) sowie
optimierte Protokolle zur Verbesserung der AntikOrperpenetration eingesetzt
werden. Ebenso kdnnte auch hier der Einsatz hoher auflosender bildgebender
Verfahren, beispielsweise der Super-Resolution-Mikroskopie, eine
differenziertere Beurteilung subzellularer Lokalisationen erméglichen.
Zusammenfassend legen die Daten nahe, dass die Annexine A1, A2, A4 und A5
durch ihre zytoplasmatische und membranstandige Lokalisation, sowie ihre
bekannten Interaktionen mit dem Zytoskelett einen Beitrag zur frihen
morphologischen Entwicklung otischer Strukturen leisten kénnen, etwa durch die
Stabilisierung von Zellgrenzen, die Regulation von Zelladhasion und die
Beeinflussung von Differenzierungsprozessen. Funktionelle Studien waren

erforderlich, um ihre Rolle in der otischen Entwicklung weiter aufzuklaren.

4.3.2 RNA-Expression
Die hohe Expression von ANXA2 und ANXA1 kdonnte im Zusammenhang mit dem

zeitlichen Verlauf der otischen Entwicklung stehen, da die von diesen Genen
kodierten Proteine bereits im Bereich der Plasmamembran nachgewiesen
wurden. Dies spricht dafir, dass diese Annexine bereits in frihen
Entwicklungsstadien eine Rolle spielen kénnten. Im Gegensatz dazu kénnte die
geringe Expression von ANXA4 und ANXAS darauf hinweisen, dass die
Entwicklung noch nicht so weit fortgeschritten ist, dass in den Organoiden bereits
Haarzellen entstanden sind. Beide Gene kodieren Proteine, die in fruheren
Studien spezifisch in Haarblndeln lokalisiert wurden. Diese treten erst in
spateren Stadien der otischen Entwicklung auf.

Derzeit existieren keine vergleichbaren Studien, die die Expression dieser
untersuchten Annexine im Kontext einer frihen otischen Differenzierung beim
Menschen in vitro systematisch untersucht haben. Ein direkter Vergleich ist daher
momentan nicht moglich. Zukunftige Untersuchungen sollten den potenziellen

81



Einfluss einzelner Annexin-Familienmitglieder auf die otische Zellreifung und
Morphogenese naher beleuchten, um ein besseres Verstandnis ihrer

funktionellen Rolle in der humanen Innenohrentwicklung zu ermaoglichen.

4.4 Ausblick

Die vorliegende Arbeit hat den direkten Vergleich zweier unterschiedlicher
Stammzellmedien, namlich des kommerziell erhaltlichen PeproGrow™ von
PeproTech (PT) und des nach Frank et al. (2012) erstmals beschriebenen selbst
hergestellten FTDA, geschaffen. Beide Medien zeigten in den durchgefuhrten
Experimenten das Potenzial, die Kultivierung und Expansion humaner induziert
pluripotenter Stammzellen (hiPSZ) unter definierten Bedingungen zu
unterstitzen. Dennoch offenbarten sich Unterschiede im Verlauf, im Hinblick auf
die Protein- und RNA-Expression. Ein besonderer Fokus lag zusatzlich auf der
otischen Entwicklung, insbesondere auf der Fahigkeit der Medien, die
Differenzierung in Richtung otischer Progenitorzellen und entsprechender
Zelllinien zu unterstitzen. Die Beobachtungen deuten darauf hin, dass die
spezifische Zusammensetzung der Medien auch einen maf3geblichen Einfluss
auf die Qualitat und die Effizienz der otischen Differenzierung ausubt.

Im weiteren Verlauf kdénnten vertiefende molekulare Analysen, etwa durch
Transkriptom- oder Proteom-Profiling, dazu beitragen, die durch die
unterschiedlichen Mediumkomponenten ausgelosten zellularen Signalwege
detaillierter zu verstehen und durch Variation der Medienkomponenten eine
Optimierung der Differenzierung zu erhalten.

Besonders interessant ware hierbei eine systematische Untersuchung der
Langzeiteffekte beider Medien in Bezug auf spatere Zeitpunkte in Richtung der
otischen Entwicklung.

Zudem ware es im Sinne der Standardisierung und Reproduzierbarkeit lohnend,
das FTDA-Medium weiter zu optimieren und zu validieren. So kdnnen selbst
hergestellte Medien unter standardisierten Bedingungen eine kostengunstige
und zudem gleichwertige Alternative zu kommerziellen Medien darstellen. Dies
wurde in der vorliegenden Arbeit im Hinblick auf die frihe otische Entwicklung
gezeigt. Ein mogliches Ziel konnte auch sein, ein kostengunstiges, vollstandig

82



definiertes Medium zu etablieren, welches mit den vorhandenen kommerziell
erhaltlichen Medien hinsichtlich Effizienz und Verfligbarkeit konkurrieren kann.
Dabei konnten Variationen einzelner Komponenten (z. B. Konzentrationen von
FGF2, TGFB oder Inhibitoren) gezielt getestet werden, um das Medium an
unterschiedliche Zelllinien oder experimentelle Fragestellungen anzupassen.
Dies ware vor allem fur akademische Forschungseinrichtungen mit geringem
Budget und begrenzten Ressourcen vor Ort von Vorteil.

Langfristig konnte die Kombination der beiden Ansatze, also die Verwendung
eines standardisierten, kommerziell erhaltlichen Basismediums und die
Individualisierung mit Hilfe der Variation einzelner modifizierbarer Komponenten
neue Wege in der Stammzell-Kultivierung eroffnen. Das konnte auch zu einer
Reduktion der Variabilitat zwischen den verschiedenen Forschungseinrichtungen
fuhren. So ware dies nicht nur unter wissenschaftlichen, sondern auch unter
translationalen Gesichtspunkten von Bedeutung, etwa im Hinblick auf Good
Manufracturing Practice (GMP) konforme Zellkulturen fur zukinftige
therapeutische Anwendungen. Im Hinblick auf die Erstellung von
Krankheitsmodellen ist in Bezug auf die hiPSZ allerdings zu beachten, dass Teile
des somatischen Gedachtnisses in den reprogrammierten Zellen persistieren
kénnen, was zu einer Beeinflussung fihren kann (Avior et al., 2016).

Da in der vorliegenden Arbeit in Bezug auf die fruhe otische Entwicklung
festgestellt werden konnte, dass beide verwendeten Stammzellmedien fur die
Kultivierung funktional sind, kdnnen auch grundsatzlich beide Stammzellmedien
fur kommende Forschungsarbeiten Verwendung finden.

Perspektivisch kdnnten mit Hilfe korrekt abgestimmter Medien standardisierte
Protokolle fur die optimale Erzeugung von patientenspezifischen otischen
Zelltypen entstehen, die sowohl in der Krankheitsmodellierung als auch in
zellbasierten Therapieansatzen bei sensorischem Hoérverlust Anwendung finden

konnen.

83



5. Zusammenfassung

Das Ohr vereint das Hor- und Gleichgewichtsorgan, wodurch es zu einem der
wichtigsten Sinnesorgane des Korpers zahlt. Das Gehor ist dabei von
essenzieller Bedeutung fur die Sprachentwicklung des Menschen. Des Weiteren
ist das Gleichgewichtsorgan verantwortlich flir die Aufnahme von
Bewegungsreizen und zur Orientierung der Lage des Kopfes im Raum. Die
Innenohrschwerhorigkeit zahlt weltweit zu dem am haufigsten auftretenden
Sinnesverlust. Ursachlich ist dabei, dass die Haarzellen im Corti Organ nicht
regenerationsfahig sind und ihre Anzahl begrenzt ist. Zurzeit sind die
Behandlungsmadglichkeiten der Innenohrschwerhorigkeit noch begrenzt. Zu den
Therapiemoglichkeiten, welche bereits bestehen, gehdrt unter anderem die
Anlage eines Cochleaimplantates. Um die Forschung auf diesem Gebiet
voranzubringen, kénnen in vitro-Modelle von groliem Nutzen sein. Hierflr sind
hiPSZ eine bereits etablierte Alternative, wobei ihre Kultivierung mit Hilfe
spezialisierter Medien von zentraler Bedeutung ist. Aus hiPSZ kdnnen im in vitro-
Modell organahnliche 3D Organoide erzeugt werden, wodurch ein definierter
Zeitraum der Embryonalentwicklung nachempfunden werden kann. So lassen
sich hierdurch auch in vivo-Studien an Tiermodellen vermeiden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle zweier definierter Kulturmedien flr
Stammzellen und deren Einfluss auf die Kultivierung, sowie den weiteren Verlauf
der frihen otischen Entwicklung, genauer untersucht. Die Stammzellmedien
werden unter anderem bendtigt, damit keine ungerichtete Differenzierung ablauft.
Um die Entwicklung darzustellen, wurde ein etabliertes Differenzierungsprotokoll
verwendet, womit 3D Organoide erzeugt werden konnten. Zur Generierung der
3D Organoide wurden hiPSZ aus Keratinozyten erzeugt und in zwei
verschiedenen Stammzellmedien kultiviert. Hierbei handelt es sich zum einen um
das kommerziell erhaltliche PeproGrow™ Medium von PeproTech und das von
Frank et al., 2012 entwickelte, sowie selbst hergestellte FTDA-Medium.

Im Verlauf wurden zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung (Tag 6,12
und 20) Proben fir Immunologische- und RNA-Analysen entnommen. Die

Organoide wurden mit Hilfe von Immunfluoreszenzfarbung und
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Fluoreszenzmikroskopie auf spezifische Proteine der otischen Entwicklung hin
untersucht. Die RNA- Analyse erfolgte zur Erfassung der Genexpression.

Ziel der Arbeit war es, zu evaluieren, ob und inwiefern die gezielte Differenzierung
in otische Zelllinien durch das jeweilige Stammzellmedium unterstutzt und
beeinflusst werden kann, inwieweit sich dabei Unterschiede zwischen den
Bedingungen zeigen und ob eines der beiden Medien, gegenuber dem anderen,
fur die otische Differenzierung besser geeignet ist. Beide Medien ermoglichten
grundsatzlich die Kultivierung von hiPSZ unter feederfreien Bedingungen.
Unterschiede zeigten sich jedoch in der Progression der otischen Entwicklung.
Dabei wurde insbesondere das Expressionsprofil spezifischer Marker analysiert,
die fur die otische Entwicklung charakteristisch sind (u.a. PAX8, SOX2 und
SOX9).

Die Resultate deuten darauf hin, dass die spezifische Zusammensetzung des
Mediums einen Einfluss auf die Qualitdt, sowie auf die Richtung der
Differenzierung ausubt. Beide Stammzellmedien zeigten unter optimierten
Bedingungen vergleichbare RNA-Expressionswerte und auch vergleichbare
morphologische Muster in Bezug auf die Proteinexpression zu den frihen
Zeitpunkten an Tag 6, 12 und 20. Lediglich an Tag 12 wurde eine signifikant
héhere Expression von EYAZ2 im FTDA-Medium festgestellt, wodurch sich hier
kein Vorteil eines der Medien gegenuber dem anderen ableiten lie®. Hinsichtlich
der Optimierung und Modifizierung bereits bestehender Formulierungen von
selbst hergestellten Stammzellmedien, wie z.B. FTDA, kann jedoch ein grof3es
Potenzial fir die gezielte Erforschung spezifischer Differenzierungsprozesse, wie
z.B. der otischen Differenzierung bestehen.

So liefern diese Ergebnisse wertvolle Hinweise fur die Weiterentwicklung
kosteneffizienter, leistungsfahiger und optimal abgestimmter Stammzell- und
Kulturmedien fir die otische Differenzierung.
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