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Abkürzungsverzeichnis  
 
Abkürzung Name 
% Prozent 
°C Grad Celcius 
µg Mikrogramm 
µl Mikroliter 
µm Mikrometer 
ADCY3 Adenylyl  
AFP Alpha Fetoprotein 
ASCL1 Achaete-scute homolog 1 
BDNF Brain Derived Neurotrophic Factor 
BMP4 Bone Morphogenetic Protein 4 
ca. Circa 
Ca2+ Kalzium-Ionen 
CALB2 Calbindin 2 
cAMP Cyclic Adenosine Monophosphat 
cDNA Copy Desoxyribonukleinsäure 
Cl- Chlorid-Ionen 
CO2 Kohlenstoffdioxid 
d Tag 
DAPI 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 
DMEM Dulbecco´s Modified Eagle Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate 
DLX3/5 Distal Less Homeobox 3/5 
DPBS Dulbecco´s Phosphate-Buffered Saline 
EB Embryoid Bodies 
et al. Und andere 
EtOH Ethanol 
EYA1/2 Eye absent homolog 1/2 
FACS Fluorescence-activated Cell Sorting 
FBS Fetal Bovine Serum 
FGF2 Fibroblast Growth Factor 2 
FGF8 Fibroblast Growth Factor 8 
FTDA FGF2/TGFß/Dorsomorphin/ActivinA 
g Erdbeschleunigung 
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
GBZ Globose Basalzellen 
GDNF Glial Cell Derived Neurotrophic Factor 
GnRH Gonadotropin Releasing Factor 
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GOLF Guanin-Nucleotide Binding Protein Subunit alpha olfac-
tory type 

h Stunde 
HBZ Horizontale Basalzellen 
HCl Salzsäure 
heSZ Humane embryonale Stammzellen 
hiPSZ Humane induzierte pluripotente Stammzellen 
In vitro ‘im Glas’ 
In vivo ‘im Lebendigen’ 
ITS Insulin/Transferrin/Selenit 
KLF4 Kruppel Like Factor 4 
MEF Mausembryo-Fibroblasten 
min Minuten 
ml Milliliter 
MSX2 Msh homeobox 2  
MYH6 Myosine Heavy Chain 6 
n Anzahl 
NCAM2 Neural Cell Adhesion Molecule 2 
O2 Sauerstoff 
OBP Odorant Binding Protein 
OCT4 Octamer Binding Transcription Factor 4 
OE Olfaktorisches Epithel 
OMP Olfaktorisches Marker Protein 
OR Olfaktorischer Rezeptor 
OR1A1 Olfactory Receptor Family 1 Subfamily A Member 1 
OR1G1 Olfactory Receptor Family 1 Subfamily G Member 1 
ORN Olfaktorische Rezeptorneurone 
PAX6 Paired Box 6 
PBS Phosphate-Buffered Saline 
PFA Paraformaldehyd 
PPR Präplakodale Region 
qRT-PCR Quantitative Real-time Polymerase Chain Reaction 
RA Retinsäure 
REF Rattenembryo-Fibroblasten 
RNA Ribonukleinsäure 
rpm Rounds per Minute 
SIX1/3/4 Sine oculis homeobox 1/3/4 
SOX2/9/10 Sex Determining Region Y-Box 2/9/10 
SSEA4 Stage-Specific Embryonic Antigen 4 
TGF-ß1 Transforming Growth Factor Beta 1 
TMEM16B Transmembrane Protein 16B 
TUBB3 Beta 3 Tubulin 
UCHL1 Ubiquitin C-Terminal Hydrolase L1 
z.B. Zum Beispiel 
ZNS Zentrales Nervensystem 
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1. Einleitung 
 
Der Geruchssinn ist mit dem Geschmacksinn der phylogenetisch älteste Sinn, aber auch 

der am wenigsten erforschte Sinn der Biologie [1]. Das olfaktorische System wird erst 

seit wenigen Jahren eingehender analysiert und verstanden, was vor allem daran liegt, 

dass das optische und das auditive System im menschlichen Leben einen höheren Stel-

lenwert haben.  

Nichtsdestotrotz geht man gegenwärtig davon aus, dass ca. 5 % der Bevölkerung an einer 

Anosmie (Verlust des Riechsinnes) leiden, eine häufig unterschätzte, deutliche Ein-

schränkung im alltäglichen Leben, die keinen Bezug zu chronisch nasalen Entzündungen 

aufweist [2, 3]. Riechstörungen nehmen vor allem im Alter zu, ab 65 Jahren ist circa ein 

Viertel der Bevölkerung – meist unbewusst – „riechschwach“. Bei 80-Jährigen zeigt sich 

sogar eine Inzidenz von Riechstörungen von 50 %. [4] Dabei legen Studien dar, dass, von 

den an objektiven Riechstörungen leidenden Patienten, bis zu 74 % diese selbst nicht 

bemerken [2]. Außerdem sind Riechstörungen Frühsymptome neurodegenerativer Er-

krankungen wie z.B. Morbus Parkinson oder Morbus Alzheimer. Hinsichtlich dieser Er-

krankungen wird in Zukunft eine frühe Diagnose von Vorteil und von Bedeutung für die 

Prognose sein [5]. 

Die weitere Analyse und ein tiefergehendes Verständnis des Geruchssinns sind nicht nur 

hinsichtlich der Funktionalität und chemischen sowie physiologischen Abläufe, sondern 

vor allem auch hinsichtlich der Entwicklung notwendig, um Riechstörungen adäquat ein-

ordnen und therapieren zu können. 

 

1.1 Funktionalität des Geruchssinns 
 

Im Folgenden wird die Funktionalität des Geruchssinns kurz beleuchtet.  

Beim Menschen ist der Geruchssinn von besonderer Bedeutung, beispielsweise für die 

Erkennung von Gefahren, der interpersonellen Kommunikation oder der Nahrungsauf-

nahme, bzw. Nahrungsinterpretation. 

Der Geruchssinn ist wie der auditive und optische Sinn ein Fernsinn, er dient unter ande-

rem der Ortung von Nahrung, Territorien und Feinden sowie der Erkennung chemischer 

Signale von Artgenossen (Pheromone, chemische Kommunikation, Gruppenduft, chemi-

sche Ökologie) [6]. Der Geruchssinn ist eng verbunden mit dem Geschmacksempfinden. 
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Das Geschmacksempfinden beschränkt sich auf der Zunge auf salzig, süß, sauer, bitter 

und umami. Nur mit Hilfe des Geruchssinns kann ein verfeinerter Geschmack wahrge-

nommen werden. Die bei Anosmikern erschwerte Beurteilung der Nahrung mindert den 

Genuss des Essens und beeinflusst damit die Lebensqualität erheblich [2] Zusätzlich ist 

ein Belohnungsgefühl durch gutes Essen oder Trinken eingeschränkt. Die bei Anosmie-

Patienten fehlende Warnfunktion kann auch dazu führen, dass verschimmelte oder ver-

gorene Speisen eingenommen werden und Lebensmittelvergiftungen auftreten. [7] Die 

genaue Rolle der olfaktorischen Eindrücke bei der Regulierung des Appetits benötigt 

noch weiterer Erforschung [8]. 

Hinsichtlich der interpersonellen Kommunikation, der chemischen Signale zwischen Art-

genossen und dem Aufbau von Erinnerungen spielen wohl vor allem die Verschaltungen 

vom Bulbus olfactorius zu Amygdala, piriformem und entorhinalem Cortex, die zu af-

fektiven Begleitreaktionen führen, eine große Rolle. [9] So verbinden wir nicht nur be-

stimmte Gerüche mit Angst oder Ekel, wie zum Beispiel Feuerrauch, anbrennendes Es-

sen, Gase oder Erbrochenes, sondern viele Gerüche auch mit angenehmen Empfindun-

gen. Diese Lerneffekte sind unter anderem auch für die emotionale Entwicklung von gro-

ßer Bedeutung. Ebenso wird unser Sexualverhalten unbewusst von Duftstoffen, insbe-

sondere von Pheromonen, beeinflusst. Besonders beeindruckend ist die Zeitspanne von 

Jahrzehnten, die durch einen Geruch überwunden werden kann, der mit emotionalen Er-

innerungen verknüpft ist. So sind viele unserer Kindheitserinnerung weniger stark visuell 

oder auditiv als olfaktorisch abgespeichert. [8] Die wiederum fehlende Wahrnehmung 

von Körpergerüchen bei Anosmie-Patienten verursacht eine verstärkte Unsicherheit in 

Partnerschaften und im Umgang mit Kindern. Nicht nur, dass unangenehme Gerüche wie 

Schweiß oder Urin und Stuhl bei einem selbst nicht wahrgenommen werden, auch der 

fehlende Geruch bei anderen erschwert Bindungen und Erinnerungsverknüpfungen. [7] 

Hinsichtlich psychologischer Abläufe führt der mangelnde Riechsinn sowohl zu einer 

Einschränkung der Lebensqualität als auch zu andauernden Unsicherheiten im Alltag. 

Die psychischen Folgen können von Depressionen, über Angststörungen vor unangeneh-

men Eigengeruch bis hin zu Verhaltensstörungen reichen [3, 10, 11]. 
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1.1.1 Überblick über Riechstörungen, Therapie und Prognose  
 

Ursächlich für eine Riechstörung oder eine komplette Anosmie können unterschiedliche 

Konstellationen sein. Traumata, virale Infektionen, Rhinosinusitis oder Polyposis nasi 

sowie neurodegenerative Erkrankungen wie Parkinson und Morbus Alzheimer sind die 

häufigsten Ursachen für Riechstörungen [3]. Eine angeborene Anosmie wird einerseits 

im Rahmen des Kallmann-Syndroms (Olfaktogenitales Syndrom) beschrieben, welches 

sich durch Anosmie und Hypogonadismus auszeichnet [12-14]. Andererseits wird in der 

Literatur eine isolierte angeborene Anosmie beschrieben [15]. Hier ist anzufügen, dass 

höchstwahrscheinlich aufgrund des bislang niedrigen Stellenwerts des Geruchssinns bei 

vielen Erkrankungen nicht überprüft ist, ob und inwiefern der Riechsinn beeinflusst ist.  

Obwohl bekannt ist, dass olfaktorische Neurone die Fähigkeit zur Regeneration besitzen 

[16], ist es noch nicht möglich, die individuelle Besserungstendenz olfaktorischer Stö-

rungen vorherzusagen. Bisher bieten sich nur für sinunasal bedingte Riechstörungen The-

rapieansätze mithilfe von Antibiotika, Steroiden oder chirurgischen Eingriff an. Sowohl 

bei durch Traumata bedingten als auch bei postviralen Riechstörungen konnte bislang 

keine Behandlungsoption etabliert werden. [4] 

 

1.1.2 Bezug zur Differenzierung von olfaktorischen Rezeptorneuronen in vitro aus hu-
manen induziert pluripotenten Stammzellen 
 

Ein Ziel dieser Dissertation ist die Differenzierung von olfaktorischen Rezeptorneuronen 

(ORN) in vitro auf Grundlage von humanen induziert pluripotenten Stammzellen 

(hiPSZ). Dabei werden verschiedene Stufen in der Entwicklung der ORN untersucht. Ei-

nerseits dient diese Grundlagenforschung der Analyse der Entwicklung des bisher unzu-

reichend erforschten olfaktorischen Systems, welches durch seine Fähigkeit zur Regene-

rierung und durch die direkte Verbindung der primären Sinnesneurone zur Außenwelt als 

neurales System besonderes Interesse verdient. Andererseits werden hiPSZ in Zukunft 

die Möglichkeit klinischer Anwendung auch im Bereich der Olfaktion bieten. Vor der 

Entwicklung von hiPSZ durch Takahashi und Yamanaka [17] war die Forschung an 

Stammzellen auf die Arbeit mit humanen embryonalen Stammzellen (heSZ) beschränkt. 

Die (h)iPSZ-Technik ermöglicht es, somatische adulte Zellen mit Hilfe von bestimmten 

Transkriptionsfaktoren, meist Klf4, Myc, Oct4 und Sox2, zu pluripotenten Stammzellen 
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zu reprogrammieren [17]. In den meisten Laboren wurde hier die lentivirale Transduktion 

verwendet. Eine der größten Problematiken bei dieser Art der Reprogrammierung ist das 

Verbleiben der transduzierten Faktoren in der DNA der resultierenden Stammzelle, wes-

halb weiter an einer Verbesserung der Methode gearbeitet wird. Ein Ansatz ist hierbei die 

Reprogrammierung mit dem Sendai-Virus, welcher nicht in das Genom integriert wird 

und hierdurch geringere Gefahren einer Alternierung des Genoms birgt [18]. Weiterhin 

zur Diskussion steht, inwieweit hiPSZ von heSZ zu unterscheiden sind, und welche Li-

mitierungen der Arbeit mit hiPSZ gesetzt sind. HiPSZ bieten den Vorteil – im Gegensatz 

zu heSZ – keine ethischen Kontroversen auszulösen und gleichzeitig enorme klinische 

Möglichkeiten zu bieten, z.B. zur Analyse von Erbkrankheiten oder personenspezifischen 

Medikamenteneinflüssen. [19] Außerdem bieten sie unbegrenzte Zellbestände und inzwi-

schen auch erfolgsversprechende Analysen im Hinblick auf die Differenzierung von adul-

ten Zelltypen [20]. Aus heSZ und hiPSZ wurden bereits erfolgreich Zellen der Trigemi-

nus-, der Ohr- und der Linsenplakode differenziert [21-23]. In dieser Arbeit wurde aus 

oben genannten Gründen mit hiPSZ gearbeitet.  

Langfristig gesehen könnte eine adäquate Differenzierung von ORN auch dazu dienen, 

Menschen, die unter dem Verlust von olfaktorischen Nerven, Riechstörungen oder ange-

borener Anosmie leiden, durch Implantation von differenzierten Stammzellen eine The-

rapieoption zu bieten. Allemal bietet die Differenzierung aus hiPSZ aber die Option, die 

Entwicklung ORN eingehender zu untersuchen und die vergleichsweise raren Analysen 

des olfaktorischen Systems im Menschen zu vervollständigen.  

 

1.2. Embryonale Entwicklung im Hinblick auf das olfaktorische System 

 

Nach Einnisten der Blastozyste in die Gebärmutterschleimhaut unterteilt sich der Keim 

in Embryoblast und Trophoblast. Der Trophoblast ist vor allem an der Ausbildung des 

pränatalen Versorgungsystems beteiligt. Der Embryoblast differenziert sich weiter in 

Epiblast und Hypoblast; die zweitblättrige Keimscheibe entsteht. An den Epiblasten 

grenzt die Amnionhöhle, welche im Verlauf den Embryo beherbergt. An den Hypoblasten 

grenzt der Dottersack, welcher im Verlauf Stoffwechselfunktionen besitzt und Stamm-

zellen für die Hämatopoese bereitstellt (Abb. 1). 
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Im Rahmen der Gastrulation findet in der dritten und vierten Woche die Entwicklung des 

Epiblasten in drei Keimblätter statt. Zwischen Epi- und Hypoblast wandern Zellen des 

Epiblasten ein, die sich zum intraembryonalen Mesoderm entwickeln. Weiterwachsende 

Zellen des Epiblasten verdrängen die Hypoblastenzellen und entwickeln sich zum En-

doderm. Der ursprüngliche Epiblast differenziert zum Ektoderm (Abb. 1), welches sich 

dann weiter in neurales und epidermales Ektoderm unterteilt. Unter anderem wird auch 

die mesodermale Herzanlage in diesen zwei Wochen ausgebildet. Parallel zur dreiblättri-

gen Keimscheibe entsteht die Chorda dorsalis aus dem Chordafortsatz als schlauchför-

mige Einstülpung zentral zwischen Ektoderm und Endoderm. Anschließend vollzieht 

sich die Neurulation, wobei sich die neuralen Zellen des Ektoderms, die zentral lokalisiert 

und als Neuralplatte bezeichnet werden, absenken und die Platte zur Rinne wird. An den 

Längsseiten der Neuralrinne entwickeln sich die Neuralfalten und durch das Aufeinan-

derzuwachsen der Neuralfalten entsteht das Neuralrohr, welches sich zum Zentralnerven-

system entwickelt. Oberhalb der Verschmelzung der Falten entsteht das Oberflä-

chenektoderm, das an die Amnionhöhle grenzt und sich später zur Epidermis des Rückens 

entwickelt. [Embryologie Lehrbuch] Einige neurale Zellen, die sich während des Prozes-

ses der Verschmelzung der Falten ablösen, lagern sich in einer Region zwischen Neural-

rohr und Oberflächenektoderm ab. [24] Aus dieser sogenannten neuralen Grenzregion 

entwickelt sich neben der Neuralleiste auch die präplakodale Region (PPR), aus welcher 

sich unter anderem die gesuchten ORN entwickeln. (Abb. 2) [25]. 



   12  

  
Abbildung 1: Schematische Darstellung der zweiblättrigen Keimscheibe und der Gastrula-
tion 
In A schematisch dargestellt ist das Stadium der zweiblättrigen Keimscheibe mit Epiblast und Hypoblast, 
entstanden aus dem Embryoblasten, sowie dem Primitivstreifen. Gekennzeichnet sind zusätzlich die Am-
nionhöhle sowie der Dottersack. In B schematisch dargestellt ist die Gastrulation mit Entstehung der drei-
blättrigen Keimscheibe. Gezeigt wird das Einwandern von Epiblastzellen in den Zwischenraum von Epi- 
und Hypoblast (späteres Mesoderm) und weiter in den Hypoblasten (späteres Endoderm), sowie die Diffe-
renzierung des Epiblasten zu Ektoderm. 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Neurulation mit Entstehung der Grenzregion 
Dargestellt ist in A die Unterteilung des Ektoderms in Neuroektoderm (Neuralplatte), Grenzregion und 
Oberflächenektoderm. In B ist die Absenkung der Neuralplatte zur Neuralrinne dargestellt. In Schema C 
wird das Neuralrohr mit rostral gelegener Grenzregion, bestehend aus eingestreuten neuralen, ektoder-
malen und präplakodalen Zellen, sowie Zellen der Neuralleiste ersichtlich.   
 
 
1.2.1 Die Präplakodale Region 
 

Alle spezialisierten sensorischen Organe im Kopf der Wirbeltiere entstehen aus Verdi-

ckungen des embryonalen, kranialen Ektoderms, welche kraniale sensorische Plakoden 

genannt werden [13, 26]. Diese Plakoden entstehen anterior und lateral zur Neuralleiste 

aus der PPR [21, 27]. Im menschlichen Embryo sind die ektodermalen Verdickungen im 

Somitenstadium 4-20 zu erkennen und enthalten alle sensorischen Plakoden [13]. Die 

Induzierung der PPR ist ein multimodaler Prozess, der viele verschiedene Signale von 

unterschiedlichen Geweben miteinbezieht [13]. 

Im Laufe der Gastrulation differenziert sich, wie oben beschrieben, die ektodermale 

Keimscheibe, induziert durch Signale umliegender Gewebe, in prä-neurales und nicht-

neurales Ektoderm, dabei ist die Aufteilung nicht strukturiert, sondern weitgehend über-

lappend [24, 28]. Neurale Marker wie Sox2/3 [29], ERNI, Geminin und SoxD sind in die-

ser Region durchmischt mit nicht-neuralen Markern wie Dlx3-5, GATA2/3, FoxI3, Bmp4 

und Msx1 [28].  
 



   14  

Die durch die Ausstreuung einzelner Neuralplattenzellen gebildete neurale Grenzregion 

zwischen der Neuralplatte und den darüber liegenden epidermalen Zellen [28] ist Ur-

sprung der PPR und der Neuralleiste [24, 30].  

Dabei scheinen sich Neuralleistenzellen in Experimenten im Krallenfrosch (Xenopus) aus 

den ausgestreuten neuralen Zellen der Neuralplatte und präplakodale Zellen aus dem da-

zwischenliegenden nicht-neuronalen Ektoderm zu entwickeln [32]. Spezifische Neural-

leistenmarker sind FoxD3 und Sox9/10 und im Verlauf Msx1 [30, 32]. Präplakodale Mar-

ker können vor allem um die Grenzen der eingestreuten Neuralplattenzellen herum de-

tektiert werden [24] und lokalisieren sich im Verlauf hufeisenförmig um die rostrale neu-

rale Platte, bzw. das Neuralrohr [31]. 

Im Xenopus wird diese hufeisenförmige Region unter anderem definiert durch die Ex-

pression von den PPR-Markern Six1 und Six4, Eya1 und Eya2, Dlx3 und Dlx5, Sox2, Sox3 

und Msx1 [31, 33, 34]. Sox2 und Sox3 werden aber auch in der Neuralplatte exprimiert 

sowie Dlx3 und Dlx5 auch in der Epidermis exprimiert werden [31] (Abb. 4). Aus der 

Neuralleiste entwickeln sich sensorische Neurone, Gliazellen, pigmentierte Zellen sowie 

kranialer Knochen und Knorpel [32].  

Erst im späten Neurulationsstadium, ab dem 4-5-Somitenstadium, mit dem Abschluss der 

Faltung der Neuralplatte, sind Neuralleistenzellen und präplakodale Zellen molekular und 

zellulär abgrenzbarer von anderen ektodermalen Derivaten [28].  

 

  
Abbildung 3: Schematische Übersicht der definierenden Faktoren im Stadium der Neuru-
lation 
Schematisch dargestellt das neurale Ektoderm (Neuralrohr), Oberflächenektoderm sowie PPR und Neu-
ralleiste, Schema angelehnt an Moody et al. [30]. In dieser Arbeit verwendete und definierende Faktoren 
der PPR: SIX1/4, EYA1/2, DLX3/5, SOX2, MSX1; der Neuralleiste: SOX9, MSX1; des Neuralrohrs: 
SOX2/3; des Oberflächenektoderms DLX3/5; zu diesem frühen Stadium sind einige Faktoren noch nicht 
spezifisch und werden in mehreren Zelltypen exprimiert. 
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1.2.1.1 Vorstellung der Transkriptionsfaktoren bezüglich der Differenzierung und Wei-
terentwicklung der Grenzregion- Msx, Dlx und Sox 
 

Msx und Dlx sind wichtige Faktoren bei der Differenzierung und Spezifizierung der Zel-

len der Grenzregion. Msx1 ist einer der frühesten spezifischen Marker für die Grenzregion 

und wird direkt von BMP moduliert [28]. 

In Frosch-, Fisch- und Huhnarten wurden Dlx3-5 als wichtige intrazelluläre Mediatoren 

für die Differenzierung der Grenzregion und die Positionierung der PPR ausgemacht [24, 

28]. Dabei wird davon ausgegangen, dass die Dlx-Gene vor allem als Regulatoren eines 

BMP-Antagonisten der Grenzregion fungieren [24]. 

Dlx und Msx stehen zwar in engem Verhältnis zueinander, wirken aber oft gegensätzlich 

in überlappenden Gebieten und bestimmen hierdurch Gewebegrenzen- und Interaktionen. 

Eine Co-Expression von Dlx und Msx Genen dient mit großer Wahrscheinlichkeit dazu, 

ein Gleichgewicht zwischen Differenzierung, gefördert durch Dlx, und Proliferation, ge-

fördert durch Msx, zu erreichen [33, 35]. In Knock-down Experimenten im Zebrafisch 

(Danio Rerio) und im Xenopus wurde nachvollzogen, dass für die Differenzierung der 

PPR eine niedrige Msx1-Expression und eine hohe Dlx-Expression förderlich sind, wäh-

rend die Neuralleiste durch eine hohe Msx1-Expression und eine niedrige Dlx-Expression 

gefördert wird [28, 33]. Msx1 bindet an die Enhancer des Six1-Gens der anterioren PPR-

Region und unterdrückt dadurch die Expression des Six1-Gens, während Dlx durch eine 

Bindung die Expression des Six1-Gens fördert [24, 27, 36].  

Wie bei der Betrachtung aller Expressionsdaten ist auch hier wichtig zu bemerken, dass 

vor allem die verschiedenen zusätzlichen Signaleinwirkungen die Effekte des jeweilig 

untersuchten Gens beeinflussen. So ist die Expression von Six1 bei Dlx3 Expression unter 

dem Einfluss von BMP und WNT-Antagonisten, sowie FGFs signifikant erhöht [32].  

Sox2 und Sox3 sind wie oben beschrieben nicht nur in präplakodalem Ektoderm, sondern 

auch in der Neuralplatte exprimiert [13, 24]. Sox2 wird in neuralen Stammzellen und in 

frühen Vorläuferzellen exprimiert und spielt eine entscheidende Rolle bei der Differen-

zierung von neuralen Zellen und deren Regenerierung. So ist Sox2 auch im reifen olfak-

torischen Epithel (OE) aufzufinden und scheint für die Aufrechterhaltung des undifferen-

zierten Stammzellzustands der Basalzellen verantwortlich zu sein. [37-39] Die Expres-

sion von Sox2 persistiert im Xenopus im Laufe der Differenzierung nicht nur im Neural-

rohr, sondern auch in den olfaktorischen [30] und adenohypophysealen Plakoden. Nach 
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Schluss der Neuralfalte entsteht eine neue Sox2-positive Region im Bereich der zukünf-

tigen Linsenplakode [31]. Sox3, zu Beginn noch co-exprimiert mit Dlx3 beschränkt sich 

im Laufe der Differenzierung auf das (prä-) neurale Ektoderm [32]. Sox9 und Sox10 sind 

spezifische Gene, exprimiert in der Neuralleiste [32, 39, 40].  

Der neuroektodermale Marker Sox1 [41] spielt eine Rolle bei der Definierung der neura-

len Grenzzone. Im Verlauf spielt Sox1 dann eine tragende Rolle bei der Entwicklung der 

Linsenplakode [42]. 

 

1.2.1.2 Vorstellung der Transkriptionsfaktoren bezüglich der Differenzierung und Wei-
terentwicklung der PPR – Six, Eya und Pax 
 

Nur Mitglieder der Six- und Eya- Familien sind spezifische panplakodale Marker, im Ge-

nauen Six1 und Six4, sowie Eya1 und Eya2 [31]. In der Larve des Xenopus sind dies die 

einzigen Gene, deren Expression in fast allen Plakoden, außer der Linsenplakode, bis ins 

späte Schwanzknospenstadium aufrechterhalten wird [31, 36, 43].  

In Wirbeltieren wurden sechs Six- und 4 Eya-Gene identifiziert [28]. Das Six1-Protein, 

für welches das Six1-Gen codiert, ist ein Homeobox Protein, welches dem Drosophila 

„sine oculis“ Genprodukt ähnelt [44]. Der Transkriptionsfaktor Six1 benötigt eine Inter-

aktion mit einem Mitglied der Eya-Familie, um aktiv transkribieren zu können und besitzt 

für diese Interaktion eine N-terminale Bindungsstelle (SD), an die das Eya-Protein mit 

seiner C-terminalen Bindungsstelle (ED) andocken kann [24]. Six- und Eya- Expressio-

nen lassen sich in späteren Entwicklungsstadien unter anderem auch in Muskeln, den 

Nieren und den Knospen der Gliedmaßen detektieren [30, 43].  

Bei Erkrankungen mit Mutationen in Six1- oder Eya1-Genen (Branchio-Otogenes-Syn-

drom) liegt die Mutationsstelle entweder in SD oder in ED, also in der jeweiligen Bin-

dungsstelle. Dies lässt vermuten, dass vor allem die fehlende Interaktion zu Defekten 

führt [24].   

Im Huhn ist Six4 während der Neurulation korrespondierend zur hufeisenförmig lokali-

sierten PPR exprimiert und im Anfangsstadium in allen Plakoden (außer der trigeminalen 

und hypophysealen) aufzufinden [13, 35].  

Das Eya-Protein scheint anfänglich zytoplasmatisch lokalisiert zu sein und von Six-Pro-

teinen in den Nukleus transloziert zu werden [45, 46]. Six- und Eya-Proteine sind oft co-
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lokalisiert mit Pax-Proteinen, welche für die Differenzierung und Aufrechterhaltung der 

Plakoden von Bedeutung sind.  

Pax-Gene sind nicht panplakodal lokalisiert und es wird angenommen, dass sie eine dem-

entsprechende Rolle bei der späteren Differenzierung der PPR in Subdomänen spielen 

[24, 31]. Alle Plakoden exprimieren im Laufe ihrer Entwicklung ein oder mehrere Mit-

glieder der Pax-Familie. Dabei ist Pax6 in der frühen Entwicklung definierend für die 

anteriore Plakodenregion, sowie einer der frühesten Marker der olfaktorischen Plakode. 

[13, 47].  

Die genauen spezifischen Funktionen und Bedeutungen sowie das Zusammenspiel der 

einzelnen Faktoren und Gene sind noch nicht vollständig erforscht und benötigen weiterer 

Aufklärung [24].  

 

1.2.2 Weiterentwicklung und Unterteilung der Präplakodalen Region 
 

Die gesamte PPR ist vorerst als Linse spezifiziert [24, 28, 48]. Um die Entwicklung an-

derer Plakoden zu ermöglichen, ist eine Suppression der Linsensignale notwendig, hier-

bei spielen unter anderem FGF8 und Signale der Neuralleistenzellen eine zentrale Rolle 

[28, 48].  

Während der frühen Neurulation teilt sich die PPR in verschiedene Subregionen, vorläu-

fig in eher anteriore und eher posteriore Regionen, auf [24, 30, 31]. Eher rostral bilden 

sich die Vorläufer der anterioren Region für die olfaktorischen, die phakale (Linsen-) und 

die adenohypophyseale Plakoden aus. Die Vorläufer der posterioren Region für die trige-

minalen, epibranchialen, otischen und lateralen Plakoden entwickeln sich eher kaudal 

(Abb. 7). [49] So ist auch eine regional begrenzte Expression von Transkriptionsfaktoren 

nach der Induzierung des plakodalen Territoriums ersichtlich. Anterior lassen sich vor 

allem die Transkriptionsfaktoren Otx2, Pax6 und Six3 finden, während posterior vor al-

lem Gbx2, Pax8 und Irx1/2/3 exprimiert werden. [24, 28, 31]  Dabei wird angenommen, 

dass sich die Transkriptionsfaktoren durch antagonistische Effekte auf die Grenzformati-

onen des Gewebes auswirken [49, 50]. So unterdrücken sich Otx2 und Gbx2 gegenseitig 

und stellen damit die Grenzen zwischen den zukünftigen Domänen auf [24]. Matsuo et 

al. zeigen, dass Otx2 mutierte Mäuse deformiertes bis hin zu vollständig fehlendem Rie-

chepithel aufweisen [51]. Im Huhn wurde gezeigt, dass auch Pax6 mit Pax2 bzw. Pax3, 

welches eher intermediär vorkommt, plakodale Territorien definiert. Die genauen 
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Mechanismen, mit welchen die verschiedenen Pax-Gene bei der Etablierung der unter-

schiedlichen Plakoden mitwirken, sind noch nicht vollständig verstanden, auch hier wird 

dem Zusammenspiel mit anderen Faktoren eine große Rolle beigemessen [24, 31, 49]. 

Auch Six3 und Irx3 wirken durch ihre antagonistischen Effekte, nicht nur in der PPR, 

sondern beispielsweise auch an der Grenze des Vorderhirns, später der Zona limitans in-

trathalamica entsprechend [28].  

Im Anschluss an die posterior-anterior-Achsenteilung findet eine Entwicklung in kleinere 

Subdomänen statt, die sich sowohl morphologisch, als auch hinsichtlich der zu analysie-

renden Transkriptionsfaktoren voneinander unterscheiden [28]. Dabei rangiert die Spann-

breite der entstehenden Zellen von neurosekretorischen Zellen, über sensorische Neurone 

bis hin zu kranialen sensorischen Organen [52].  

 

  
Abbildung 4: Schematische Darstellung der Differenzierung der Plakoden 
Schematisch dargestellt die Entstehung der Grenzregion aus nicht- neuralem und neuralem Ektoderm mit 
anschließender Unterteilung in Neuralleiste und PPR. Aufgezeigt ist die weitere Differenzierung der prä-
plakodalen Region in die verschiedenen Plakoden. 
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Abbildung 5: Schematische Übersicht der definierenden Faktoren von PPR zu Plakoden 
Schematische Darstellung der Differenzierung der PPR in anteriore Regionen, definiert durch Six3, Pax6 
und Otx2, und posteriore Regionen, definiert durch Irx1/2/3, Pax8 und Gbx2. Besonderes Augenmerk liegt 
auf der Entwicklung der olfaktorischen Plakoden mit den definierenden Faktoren Ebf2, Emx2 und Foxg1. 
Schema angelehnt an Moody et al. [30] 
  
  
  

  
Abbildung 6: Schematische Übersicht der Lokalisation der Plakoden 
Schematische Darstellung eines Embryos in anterior-posteriorer Achse mit Kenntnismachung der räumli-
chen Aufteilung der Plakoden. Besonders hervorzuheben die räumlichen Beziehungen von olfaktorischer 
und adenohypophysealer Plakode, sowie der Linsenplakode. Nicht dargestellt sind die lateralen Plakoden.  
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1.2.3 Die olfaktorischen Plakoden  
 

Die olfaktorischen Plakoden (OP) entstehen lateral der adenohypophysealen Plakode und 

in räumlicher Nähe zu den Linsenplakoden. Aus ihnen entspringen neben Basalzellen und 

Stützzellen auch die primär sensorischen ORN, die sich in Richtung des Riechkolbens 

ausbilden. [52] Außerdem entwickeln sich aus der olfaktorischen Plakode neuroendo-

krine Zellen, GnRH sekretierende Neurone, die ins Prosencepahlon einwandern [53]. Die 

enge embryologische Verbindung von Riechen und Reproduktion ist wiederum interes-

sant hinsichtlich der psychologischen Aspekte des Riechens. Zusätzlich spielen die OP 

bei der Entwicklung des Riechkolbens und des restlichen Telencephalons eine Rolle. [54] 

Bezogen auf die zeitliche Komponente unterscheidet sich die Differenzierung olfaktori-

scher Zellen von Spezies zu Spezies. Im Axolotl ist die Differenzierung zu olfaktorischen 

Vorläuferzellen bereits ab dem 4-Somitenstadium ersichtlich, während sich OE im Huhn-

Embryo erst im 23-Somitenstadium ausbildet. [13] Die OP erreichen im Huhn-Embryo 

erst im 26-Somitenstadium ihre typische morphologische Ausprägung und exprimieren 

dann die spezifischen Marker Foxg1 und Eya2 [48]. 

Ebf2 ist ebenfalls ein früher Marker für unreife olfaktorische Vorläuferneurone sowie 

reife ORN und wird in dieser Arbeit deshalb unter anderen als Marker für die OP ver-

wendet [55, 56]. 
 

1.3 Induzierende Signalwege von PPR bis zur olfaktorischen Plakode 
 

Von der Entstehung der PPR bis hin zur Entwicklung der OP wurden die gleichen Sig-

nalwege für die Induktion der Differenzierung als wesentlich erkannt. Im Folgenden wird 

auf die BMP-, FGF- und Wnt-Signale und ihre Bedeutung für die Differenzierung bis hin 

zu OP eingegangen.  

    
1.3.1 Signale des Bone Morphogenetic Proteins (BMP) 
 

BMP-Signale scheinen für die Ausbildung der PPR essentiell zu sein [21]. Sie können in 

zwei Zeiträume unterteilt werden. Während der Gastrulation wird ein verstärktes BMP-

Signal benötigt, um die Ausbildung der Grenzregion und der PPR zu fördern [28]. Wäh-

rend der Neurulation und der Differenzierung der Zellen der Grenzregion initiiert ein 

niedrigeres BMP-Signal die Expansion von PPR-Genen [24, 36, 57]. So werden BMP-
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Signale auch für die Expression von Dlx- und Msx-Genen in Froscharten, Huhn und Zeb-

rafisch benötigt, sind aber allein nicht ausreichend, um die PPR zu induzieren [29, 33, 

35]. Auch in heSZ konnte gezeigt werden, dass BMP-Signale einer zweiphasigen Eintei-

lung unterliegen. Zur Förderung der Differenzierung der Grenzregion sind BMP Signale 

in der frühen Gastrulation vonnöten. Anti-BMP-Signale fördern dann bei bereits beste-

hender PPR die Differenzierung zu anterioren präplakodalen Vorläuferzellen [21, 57]. 

Nach der Ausbildung der Grenzregion mit Neuralleistenzellen und präplakodalen Zellen 

konzentriert sich BMP4 in den sich formierenden Neuralfalten der anliegenden Neural-

platte, in denen auch Wnt exprimiert wird [24, 29]. Gemeinsam fördern diese Signalwege 

(BMP+, Wnt+) die Ausbildung der Neuralleistenzellen. Das zukünftige Herzmesoderm 

wächst währenddessen Richtung anterior unter der Grenzregion ein [29]. Dieses Gewebe 

exprimiert FGF4, BMP- und Wnt- Antagonisten und induziert damit einerseits die wei-

tere Ausbildung der präplakodalen Zellen und schützt diese andererseits vor störenden 

Faktoren an den lateralen, medialen und posterioren Grenzrändern. [28] Auch im Huhn-

Embryo ist für diese Prozesse das unterliegende Mesoderm verantwortlich [24, 29].  

Auch Analysen im Xenopus zeigen auf, dass die PPR-Marker Six1, Six4 und Eya2 unter 

dem Einfluss von anti-BMP, FGF8 und anti-Wnt exprimiert werden [58].  

Die Signale werden hier von der naheliegenden Neuralplatte, dem nicht-neuralen 

Ektoderm und dem naheliegenden Endomesoderm ausgesendet [29, 36, 58]. Im Xenopus 

werden bei hohen Konzentrationen von BMP vor allem epidermale Marker exprimiert, 

bei mittleren Konzentrationen vor allem Neuralleisten- und präplakodale Marker und bei 

niedrigen Konzentrationen Neuralplattenmarker [29]. Es wird angenommen, dass im in-

termediären Bereich niedrigere Dosierungen von BMP4 die PPR fördern, während höhere 

Dosierungen die Neuralleiste fördern [29, 31, 59]. Wahrscheinlich ist, dass weitere Me-

diatoren wie Dlx, Msx und FoxI1 notwendig sind, um die präplakodale Genexpression zu 

induzieren. Im Verlauf führt im Xenopus eine längere Signalwirkung von BMP im Zu-

sammenhang mit anderen Faktoren zur Ausbildung der phakalen Plakode, eine kurze Sig-

nalwirkung hingegen führt zur Ausbildung der OP [24, 60]. 

 

TGF-Beta ist ein weiterer wichtiger Signalweg, der mit dem BMP-Signalweg in Verbin-

dung steht. Beide regulieren über zytoplasmatische Smad Moleküle Wachstum und Dif-

ferenzierung von Zellen in vielen biologischen Systemen [61]. Die Kombination der 
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Inhibition beider Signalwege (BMP und TGF-Beta) wird duale SMAD-Inhibition ge-

nannt (dSMADi) [62]. TGF-Beta Signale werden in Neuralleistenzellen generiert [36]. In 

Differenzierungen auf Grundlage von hiPSZ/hePSZ induzieren Anti-TGF-Beta Signale 

in Verbindung mit BMP4 (-Antagonisten) die Differenzierung der PPR [22]. Im adulten 

olfaktorischen System inhibieren TGF-Beta Signale die neuronale Differenzierung [63].  

  
1.3.2 Signale des Fibroblast Growth Factors (FGF) 
 

FGFs zählen zu den Faktoren, die die Ausbildung der Grenzregion und die Differenzie-

rung der PPR induzieren [24, 57, 64]. Sie werden im Kopfmesoderm und paraaxialen 

Stammmesoderm exprimiert, das der Grenzregion unterliegt (im Huhn), oder im anterio-

ren Ende der Neuralplatte (Xenopus) [28]. Im Xenopus und im Huhn kann fehlendes Me-

soderm die Induktion der spezifischen PPR-Gene Six und Eya verhindern [65].  

Für die Ausprägung von PPR-Genen ist neben FGF-Signalen zusätzlich, wie oben bereits 

erwähnt, die Reduktion von Wnt- und BMP-Signalen notwendig. 

Besonders FGF8 spielt eine Rolle bei der Entwicklung der PPR [24]. Im Huhn wird FGF8 

in der anterioren Neuralplatte [48] exprimiert und ein Knock-down von FGF8 hat einen 

umfangreichen Verlust von präplakodalen Markern zur Folge [58]. Auch im Huhn-Emb-

ryo induziert FGF8 die Expression von Dlx5 und Eya2, präplakodalen Markern. Alleinige 

FGF8 Signale können jedoch keine Six1 und Six4 Expressionen hervorrufen [29]. 

FGFs, im besonderen FGF8, scheinen in Huhn-Embryos neben Signalen der umliegenden 

Neuralleistenzellen auch bei der Unterdrückung der frühen präplakodalen Linsensignale 

essentiell zu sein [22, 52] und gleichzeitig die Differenzierung zu olfaktorischen Vorläu-

ferzellen zu induzieren [48]. Auch die umliegenden Neuralleistenzellen sind für die Un-

terdrückung der Linsensignale verantwortlich und ermöglichen damit eine weitere Diffe-

renzierung [48]. Im Xenopus fördert FGF8 bei Anwesenheit eines BMP4-Antagonisten 

die Expression von spezifischen olfaktorischen Plakodengenen [24, 58]. 

Interessanterweise scheinen diese Bedingungen (FGF8+) spezifisch für die Differenzie-

rung der OP zu sein, da spezifische Gene anderer Plakoden dabei nicht aktiviert werden. 

Bei verschiedenen Spezies scheinen durch verschiedene Kombinationen der FGF-Fakto-

ren unterschiedliche Subdomänen induziert zu werden [24]. FGF8 scheint nicht nur bei 

der Differenzierung der OP, sondern auch bei der anschließenden Differenzierung zu 

ORN von Bedeutung zu sein [48]. FGFs sind somit in der weiteren olfaktorischen 
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Entwicklung auch von Bedeutung bei der Differenzierung von Globosen Basalzellen zu 

reifen ORN [66]. 

 

1.3.3 Wnt-Signalweg 
 

Der Wnt-Signalweg ist für viele Vorgänge in der Embryologie, wie zum Beispiel bei der 

Ausbildung der Körperachse, von Bedeutung. In adulten Zellen ist er zumeist inaktiviert, 

kann aber in Tumorzellen aktiv sein.  

In Bezug auf die Ausbildung der PPR vermindern verstärkte Wnt-Signale im Xenopus 

die Expression von präplakodalen Genen [28, 29]. Ein abgeschwächtes Signal fördert 

plakodale Vorläufer, ein starkes Signal fördert Neuralleistenzellen [28]. Damit überein-

stimmende Ergebnisse lassen sich auch im Huhn finden. Im Huhn exprimieren auch die 

anteriore Neuralplatte und das unterhalb der PPR liegende Kopfmesoderm anti-Wnt- Sig-

nale, welche die Ausbildung der Neuralleiste eindämmen [24, 29]. 

Eine Aktivierung des Wnt-Signalwegs im weiteren Verlauf der Entwicklung reduziert die 

Expression anteriorer Plakodengene und fördert die posteriore Plakode, spezifisch otische 

Gene [30]. Auch im Zebrafisch führt eine erhöhte Wnt-Aktivität zum Verlust der olfak-

torischen und Linsen- Plakode, während die posterior befindliche trigeminale Plakode 

expandiert [24]. Diese Ergebnisse lassen rückschließen, dass die anterioren Plakoden 

durch ein vermindertes Wnt-Signal und die posterioren Plakoden durch ein verstärktes 

Wnt-Signal gefördert werden [24] (Abb. 9). 

 

1.3.4. Interaktionen der Signalwege  
  
 
Die Interpretationen der Signalwege sind hochgradig abhängig vom jeweiligen Kontext 

sowie der Entwicklungsstufe. Als induzierende Gewebe werden primär das umliegende 

Mesendoderm, aber als verstärkender Signalgeber auch die anteriore Neuralrinne/-platte 

eingestuft [13, 31, 48, 58]. Die örtliche Nähe von Vorläufern der Neuralleiste und den 

olfaktorischen Vorläufern lässt vermuten, dass auch die Neuralleiste einen Teil zu der 

Entwicklung des olfaktorischen Systems beiträgt [24].  

Zusammenfassend fördern zum jetzigen Wissensstand ein kurzes BMP Signal, FGF- und 

anti-Wnt-Signale die Ausbildung der neuralen Grenzregion. Eine anschließende 
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Reduktion des BMP Signals auf ein niedriges intermediäres Level, sowie weitere FGF- 

und Anti-Wnt Signale fördern auf Kosten der Neuralleiste die Ausbildung der PPR. Be-

sonders FGF8 unterstützt dabei die Differenzierung der PPR in Richtung der olfaktori-

schen Plakode (Abb. 8). 

 
Eine zusätzliche Rolle spielt Retinsäure. Sie fördert in der frühen Differenzierung die 

Entwicklung der posterioren PPR. Im Verlauf ist sie jedoch auch an der Entwicklung der 

OP und des Riechkolbens beteiligt [67, 68]. Sie wird im frontonasalen Mesenchym gene-

riert [24] und wird im Somitenstadium 21-29 auch von olfaktorischen Zellen selbst pro-

duziert [69]. 

  
Abbildung 7: Signalwege in der frühen Gastrulation und der frühen Neurulation 
Schematisch dargestellt in A ist das Stadium der Grenzregion. FGF, BMP4 und anti-Wnt-Signale fördern 
die Differenzierung der Grenzregion sowie die Ausbildung der PPR.  
In B wird gezeigt, dass FGF-Signale sowie BMP4- und Wnt-Antagonisten, exprimiert v.a. von unterwach-
sendem Mesoderm, die Ausbildung der PPR fördern, während BMP4- und Wnt- Signale die Ausbildung 
der Neuralleiste fördern.  
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Abbildung 8: Signalwege der Achsenteilung der PPR  
Schematisch dargestellt ist die Unterteilung der PPR in anteriore und posteriore Regionen. FGF, BMP4-, 
TGF-Beta- und Wnt-Antagonisten fördern die Differenzierung der anteriore PPR. Wnt-Signale und Retin-
säure fördern die posteriore PPR. 
 
  
1.4 ORN und ihre Einbettung ins olfaktorische Epithel 
 

ORN entwickeln sich nicht aus dem Neuralrohr oder der Neuralleiste, sondern aus der 

OP. Sie sind bipolare Neurone, primäre Sinneszellen und stellen eine direkte Verbindung 

der Außenwelt (OE) zum Gehirn (Bulbus olfactorius) dar. Zusätzlich sind sie hinsichtlich 

ihrer Regenerationseigenschaften bislang einzigartig, da über die Basalzellen eine lebens-

lange Neurogenese stattfindet und die ORN somit einer lebenslangen Veränderung und 

Erneuerung unterliegen [16]. Sie erneuern sich alle 4-8 Wochen und regenerieren damit 

öfter nach Degeneration als die wenigen anderen bisher bekannten regenerationsfähigen 

Neurone [6, 70]. ORN werden deshalb auch als Modellvorlage herangezogen, um die 

Regeneration von Neuronen zu untersuchen. 

In der OP entstehen neben ORN zahlreiche andere Neurone. Darunter auch GnRH-expri-

mierende Neurone, Neuropeptid Y-exprimierende Neurone und Calbindin-immunreak-

tive Neurone, die den olfaktorischen Nerv und sein Wachstum Richtung Bulbus olfacto-

rius als Leitstruktur für ihre Migration nutzen [53, 71]. 

Die olfaktorische Region in der Nase lässt sich in OE und Lamina propria unterteilen. 

Das Riechepithel zeigt sich als ca. 2-3 cm großes Areal am hinteren Nasendach (Regio 
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olfactoria). Es enthält ca. 10-12 Mio. Sinneszellen. Da beispielsweise Hunde weitaus 

mehr Sinneszellen besitzen (bis zu 300 Millionen), werden Menschen als Mikrosmatiker 

bezeichnet [6]. Erst seit der 2004 mit dem Nobelpreis gewürdigten Arbeit von Richard 

Axel und Linda B. Buck ist bekannt, dass rund 3 % der menschlichen Gene die Funktion 

des Geruchssinns beeinflussen [72]. Dank ihrer Arbeiten hat sich das Verständnis für die 

Organisation des olfaktorischen Systems sowie die Funktion olfaktorischer Rezeptoren 

vertieft [73].  

Anatomisch gesehen ist die Riechregion nur durch die Lamina cribrosa vom Gehirn ge-

trennt. Das OE setzt sich aus ORN, Stützzellen und Basalzellen zusammen.  

Die Stützzellen durchqueren das OE über die gesamte Dicke, stützen und isolieren be-

nachbarte ORN und dienen damit auch als Diffusionsbarriere. Gemeinsam mit den Bow-

man-Drüsen produzieren sie Riechschleim. Sie besitzen einen Saum aus Mikrovilli [74]. 

In der Lamina propria befinden sich die Bowman-Drüsen, welche den Riechschleim se-

zernieren, der als oberste Schicht das OE bedeckt [70]. 

Die Basalzellen lassen sich in Globose Basalzellen (GBZ) und Horizontale Basalzellen 

(HBZ) unterteilen. Die HBZ sind ganz basal im OE direkt auf der Basalmembran lokali-

siert, während GBZ in der Schicht über den HBZ zu finden sind [63]. GBZ sind multipo-

tente, aktiv proliferierende Vorläuferzellen und exprimieren neurale Differenzierungs-

marker. HBZ exprimieren keine neuralen Differenzierungsmarker und sind im intakten 

Epithel inaktive Vorläuferzellen. Sie können sich aber bei extremen Schädigungen des 

OE aktivieren und wie die GBZ sowohl neurale als auch nicht neurale Zellen des OEs 

regenerieren [16, 75].  

Die Zellkörper der ORN liegen im OE. ORN sind morphologisch bipolare Neurone. Ihre 

apikalen dendritischen Fortsätze enden als feinste Kinozilien im Riechschleim, wo die 

ankommenden Duftstoffe gelöst, bzw. an „odorant binding proteins“ gebunden sind [16]. 

Die Duftstoffrezeptoren befinden sich in den Zellmembranen der Kinozilien, sie sind G-

Protein gekoppelte Rezeptorproteine und binden Geruchsstoffe spezifisch [6]. Bis jetzt 

wurden etwa 360 verschiedene Duftrezeptor-Typen differenziert, mit denen wir ca. 10000 

verschiedene Duftstoffmoleküle wahrnehmen können [6]. Ausgelöste Membranpotenzi-

ale werden über den Zellkörper in das Axon weitergegeben. Basal bündeln sich die Axone 

zu Fila olfactoria (Abb. 10). Auf jeder Nasenseite finden sich etwa 35 Fila, die von spe-

ziellen Gliazellen ummantelt sind, welche aus Neuralleistenzellen differenzieren und die 
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Axonregeneration anregen [6, 76]. Die zusammengefassten Fila bilden den Nervus olfac-

torius, der zum Bulbus olfactorius zieht. Im Bulbus olfactorius vereinigen sich Neurone 

mit gleicher Selektivität in Glomeruli. Dort findet die Verschaltung auf das zweite Neu-

ron, die Mitralzellen oder Büschelzellen statt. Hierbei werden die Informationen stark 

reduziert und dann über die Projektionsneurone in verschiedene Hirnregionen weiterge-

leitet [6]. Projektionsziele sind hierbei die Amygdala, der präpiriforme Cortex mit An-

schluss über den Thalamus an den orbitofrontalen Cortex, der enthorhinale Cortex mit 

Beziehung zum Hippocampus als weiterer Teil des limbischen Systems und der Gedächt-

nisbildung, das Tuberculum olfactorium sowie die Septumregion, auch mit Beziehung 

zum limbischen System und der Gedächtnisbildung [6, 77] [Anatomie Prometheus Kopf 

Hals]. 

Bipolarzellen kommen selten im Organismus vor und sind spezialisierte Sensorneurone. 

Neben der olfaktorischen Region wirken sie in der Retina als Vermittler zwischen Stäb-

chen, Zapfen und den Ganglienzellen [78]. Zusätzlich lassen sie sich im Ganglion coch-

leare der Gehörschnecke finden [25] und spielen eine Rolle beim Tasten, Schmecken und 

Gleichgewicht.  
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Abbildung 9: Schematische Darstellung des olfaktorischen Epithels 
Schematisch dargestellt sind die basal liegenden Stammzellen, bestehend aus den unterliegenden HBZ so-
wie den GBZ, aus welchen die bipolaren ORN in 4-8-wöchigem Abstand regenerieren. Apikal gezeigt die 
Dendriten mit ziliaren Ausläufern, welche die olfaktorischen Rezeptoren enthalten, basal gezeigt, die sich 
zu Fila olfactoria zusammenschließenden Axone, welche durch die Lamina cribrosa zum Bulbus olfactorius 
ziehen. In stützender und isolierender Funktion grenzen die Stützzellen benachbarte ORN voneinander ab 
und sezernieren Riechschleim. 
 

1.4.1 Olfaktorische Rezeptorneurone – spezifische definierende Faktoren  
 

Reife ORN lassen sich anhand ihrer Expression von OMP (Olfactory Marker Protein) 

erkennen [79]. Das OMP zeigt seine höchsten Ausprägungen in reifen ORN [80]. Wei-

terhin erwähnenswert sind unter anderen auch die Faktoren der olfaktorischen Signal-

kaskade Golf, Tmem16B, OR1A1 und OR1G1, welche zur Überprüfung der Funktiona-

lität der ORN analysiert werden können. Beispielsweise spielt Golf eine tragende Rolle 

in der Signalkaskade des Riechens und wird in den Zilien der ORN exprimiert [81]. Bin-

det ein Duftstoff an einen olfaktorischen Rezeptor, aktiviert sich die alpha- Untereinheit 

der Golf-Proteins und über ADCY3 wird das cAMP in der Zelle erhöht [81-83]. Memb-

ranständige Kanäle binden cAMP und ein Einstrom von Ca2+ Ionen findet statt. Darauf-

hin werden Chlorid-Kanäle wie z.B. TMEM16B eröffnet, die Cl- aus der Zelle befördern 

[84]. Das generierte Aktionspotential wird über die Axone ins Gehirn weitergeleitet.  
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1.5 Zielstellung  
 

Die Entwicklung des olfaktorischen Systems ist in ihrer Komplexität bis dato noch nicht 

vollständig verstanden. Diese Arbeit soll dazu beitragen, bisherige Erkenntnisse sowie 

neue Ansätze zu überprüfen. 

Ziel dieser Arbeit ist es, anhand der bisherigen Erkenntnisse Differenzierungsprotokolle 

zu analysieren, die die Entwicklung von olfaktorischen Rezeptorneuronen ermöglichen 

sollen. Dafür werden im ersten Schritt zwei Protokolle hinsichtlich der Entwicklung einer 

präplakodalen Region und einer olfaktorischen Plakode verglichen. Das Protokoll O-

BWF8 bezieht die Signalwege BMP, WNT, FGF8 und TGF-Beta mit ein. Als verglei-

chende Differenzierung wird das Kombinationsprotokoll O-BWF8-TGFB mit zusätzli-

chem Fokus auf der Beeinflussung des TGF-Beta-Signalwegs herangezogen. Es wird un-

tersucht, ob die Differenzierungen überhaupt dazu geeignet sind, Zellen der jeweiligen 

Entwicklungsschritte zu generieren. Dabei werden die Zellen an den Tagen 12-20 auf ihre 

präplakodale Entwicklung und an den Tagen 25-30 auf ihre plakodale Entwicklung hin 

untersucht.  

Im zweiten Schritt wird im Langzeitversuch die Differenzierung nach neuronalem Proto-

koll (O-BWF8/RA) untersucht. Hierfür werden die Zellen an Tag 78, 100, 120 und 140 

auf die Entwicklung olfaktorischer Rezeptorneurone hin charakterisiert. (Abb. 11) 

Ziel der Arbeit ist es, zu zeigen, dass sowohl plakodale Zellen, als auch olfaktorische 

Rezeptorneurone in der Differenzierung aus humanen induziert pluripotenten Stammzel-

len generiert werden können und gleichzeitig Ansätze für Verbesserungen des Differen-

zierungsprotokolls zu überprüfen, um in Zukunft eine noch spezifischere Induktion ol-

faktorischer Zellen ermöglichen zu können.  
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Abbildung 10: Übersicht der Arbeitsabschnitte 
Im ersten Schritt werden zwei Protokolle, unterschieden durch eine Variation des TGF-Beta Signalwegs 
auf die Differenzierung von PPR und olfaktorischer Plakode hin verglichen., Im zweiten Schritt wird die 
Tauglichkeit eines Protokolls hinsichtlich der Differenzierung zu olfaktorischen Rezeptorneuronen geprüft.  
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2. Material  
 
2.1. Ethikvotum  
 
Für die Arbeitsgruppe Liebau gilt folgendes Aktenzeichen der Ethikkommission:  
205/2020BO2.  
 

2.2. Zellkultur 
 

Die Arbeit in der Zellkultur fand unter sterilen Bedingungen an einer sterilen Laborbank 

statt. Inkubiert wurde in einem 37 °C warmen Brutschrank in einer Atmosphäre von 5 % 

CO2 und 5 % O2. Alle Medien, die bei erhöhten Temperaturen verwendet werden sollten, 

wurden in einem 37 °C warmen Wasserbad (autoklaviertes H2O und Aquaguard (2 ml 

pro l H2O)) aufgewärmt.  

 

2.2.1. Zelllinien 
  
In Tabelle 1 werden alle in der Zellkultur verwendeten Zelllinien aufgeführt.  
Tabelle 1: Verwendete Zelllinien 
Zelllinie Herkunft  Organismus Verwendung  
iPSZ K2  Reprogrammierte Kera-

tinozyten der Kontroll-
person 2 

Mensch  Grundlage für die 
Differenzierung zu 
olfaktorischen Re-
zeptorneuronen 

Keratinozyten 
K16 

Kopfhaar der Kontroll-
person 16 

Mensch Grundlage für die 
Reprogrammierung 
zu iPSZ 

REF  Rattenembryo-Fib-
roblasten E14.5 

Ratte Ammenzellen 

          

2.2.2 Medien  
 

2.2.2.1. Grundmedien  
 
In Tabelle 2 werden alle in der Zellkultur verwendeten Grundmedien aufgelistet. 
Tabelle 2: Grundmedien 
Grundmedium  Firma  Bestellnummer  
DMEM/F-12, Gluta-
MAX™ 

Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 

31331-028  

EpiLife® Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 

M-EPI-500-CA 
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Human Keratinocyte 
Growth Supplement 
(HKGS) 

Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 

S-001-5 

Knockout™ DMEM Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 

10829-018 

 

2.2.2.1.1. Grundmedien für die Differenzierung  
 
In Tabelle 3 werden die zusammengesetzten Grundmedien für die Differenzierungspro-

tokolle aufgelistet. 
Tabelle 3: Grundmedien der Differenzierungsprotokolle 
Name Grundmedium   Zusatz Konzentrationsverhältnis 
hESC hESC Embry-

onic Stem Cell 
Media 

-Animal-Free Growth Fac-
tor Component 
-Antibiotikum-Antimy-
kotikum 
-Blebbistatin 
- Y-27632 2HCl  
 

 
 
- 1 % 
 
- 10 nM 
- 10 nM 

5KO DMEM/F-12, 
GlutaMAX™ 

- KnockOut™ Serum Re-
placement 
- Antibiotikum- Antimy-
kotikum 
- MEM Non-Essential 
Amino Acids 
- ß-Mercaptoethanol 

- 5 % 
 
- 1 % 
 
- 1 % 
 
 
- 0,2 % (0,1 mM) 

B27-A DMEM/F-12, 
GlutaMAX™ 

- B-27® Supplement with-
out Vitamin A 
- Antibiotikum- Antimy-
kotikum 
- MEM Non-Essential 
Amino Acids 
- GlutaMAX™ 

- 2 % 
 
- 1 %  
 
- 1 % 
 
 
- 1 % 

20KO DMEM/F-12, 
GlutaMAX™ 

- KnockOut™ Serum Re-
placement 
- GlutaMAX™ 

- 20 % 
 
- 1 % 

GM DMEM/F-12, 
GlutaMAX™ 

- GlutaMAX™ 
- Antibiotikum- Antimyko-
tikum 

- 2 % 
- 1 % 
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2.2.2.2. Zusätze  
 
In der Tabelle 4 werden alle in der Zellkultur verwendeten Zusätze zu Grundmedien auf-

gelistet.  
Tabelle 4: Zusätze 
Zusatz Firma  Bestellnummer  
(±)-Blebbistatin BIOTREND Chemika-

lien GmbH, Köln, 
Deutschland 

BN0640 

Activin A Cell Guidance Systems, 
Cambridge, United King-
dom 

GFH6 

Antibiotikum- Antimy-
kotikum 

Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 

15240-062 

B-27® Supplement with-
out Vitamin A  

Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 

17504-044 

BMP4 PeproTech, Hamburg, 
Deutschland 

120-05ET 

Brain-derived neu-
rotrophic factor  

Cell Guidance Systems, 
Cambridge, United King-
dom 

GFH1 

Chemisch definiertes Li-
pidkonzentrat 

Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 

11905-031 

Dibutyryl-cAMP Enzo Life Sciences GmbH, 
Lörrach, Deutschland 

BML-CN125 

Dorsomorphin   Abcam, Cambridge, 
United Kingdom 

Ab120843 

FGF2 Cell Guidance Systems, 
Cambridge, United King-
dom 

GFH146 

FGF8 PeproTech, Hamburg, 
Deutschland 

100-25 

GDNF Cell Guidance Systems, 
Cambridge, United King-
dom 

GFH2 

GlutaMAX™ Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 

35050-038 

Humanes Serumalbumin Biological Industries, Kib-
butz Beit-Haemek, Israel 

05-720-1B 

Human Keratinocyte 
Growth Supplement 
HKGS 

Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 

S-001-5 

ITS Premix Corning, Amsterdam, Nie-
derlande 

354350 

KnockOut™ Serum Re-
placement 

Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 

10828-028 
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MEM Non-Essential 
Amino Acids  

Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 

11140-050 

Retinsäure Sigma Aldrich Chemie 
GmbH, Taufkirchen, 
Deutschland 

R2625 

SB431542 Selleckchem, München, 
Deutschland 

S1076 

ß-Mercaptoethanol Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 

31350-010 

TGF-ß1 PeproTech, Hamburg, 
Deutschland 

100-21 

Vitamin C Carl Roth GmbH + Co. 
KG, Karlsruhe, Deutsch-
land 

3525.1 

 
2.2.2.3. Zusammensetzung der Medien  
 
In Tabelle 5 wird die Zusammensetzung der Medien dargestellt.  
Tabelle 5: Zusammensetzung der Medien 
Medium  Grundmedium  Zusätze   
FTDA  DMEM/F-12, Gluta-

MAX™ 
1 % Chemisch definierte Lipide 
1 % Humanes Serumalbumin 
1 % Antibiotikum- Antimykotikum 
0,1 % ITS Premix 
5 ng/ml Activin A 
10 ng/ml FGF2 
0,5 ng/ml TGF-ß1 
0,05 nM Dorsomorphin 

Haare  DMEM/F-12, Gluta-
MAX™ 

MEF cond. Med 
10 µM Rock  
50 µg/ml Vit C  
10 ng/ml FGF2  
 

Keratinozyten EpiLife® HKGS 
Rock 10 µM 

EB Formation  Peprotech 1 % Antibiotikum- Antimykotikum 
10 µM Rock  
10 nM Blebbistatin  

Differenzierung* 5KO 
20KO 
B27-A 
GM 

Growth Factor Reduced Matrigel 
10 ng/ml BMP4 
1 oder 10 µM SB431542 
25 ng/ml FGF2 
2 µM Dorsomorphin 
2,8 µM IWR1e 
FGF8  
 

Neurone B27-A 1 % Antibiotikum- Antimykotikum  
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2 % B-27 Supplement  
50 µg/ml Vitamin C 
10 ng/ml BDNF 
10 ng/ml GDNF 
500 nM cAMP 

 

2.2.2.4 Zellkultivierung von in vitro generierten Olfaktorischen Rezeptorneuronen 
 

Für die Differenzierung von olfaktorischen Rezeptorneuronen werden im ersten Schritt 

Embryonic Bodies aus hiPS geformt. Im ersten Schritt erfolgt eine 24h-stündige Inkuba-

tion in hESC-Medium. Die in den folgenden Tagen durchgeführte Differenzierung ist in 

tabellarischer Form zusammengefasst. In Tabelle 6 ist die Differenzierung von Protokoll 

O-BWF8, welches bis Tag 30 differenziert wurde, aufgezeigt.  
Tabelle 6: Differenzierung Protokoll O-BWF8 
Tag Grundmedium  Zusatz Endkonzentration Kultivierung 
1 5KO GFRM  Suspension  
2 5KO BMP4 

SB431542 
10 ng/ml 
1 µM 
 

Suspension 

4/5 5KO FGF2  
Dorsomorphin  
IWR1e  
 

25 ng/ml  
2 µM  
2,8 µM 

Ausplattiert auf 
Matrigel-KO 
DMEM  

8 B27-A FGF8  1:1000 Ausplattiert auf 
Matrigel-KO 
DMEM  

 

In Tabelle 7 ist die Differenzierung des Protokolls O-BWF8/TGF, welches bis Tag 30 

differenziert wurde, aufgezeigt.  

  
Tabelle 7: Differenzierung Protokoll O-BWF8/TGF 
Tag Grundmedium  Zusatz Endkonzentration Kultivierung 
1 100% 20KO GFRM  Suspension  
2 75% 20KO –  

25% GM 
BMP4 
SB431542 

10 ng/ml 
1 µM 
 

Suspension 

4 50% 20KO – 50% 
GM 

FGF2  
Dorsomorphin  
IWR1e  
SB 
 

25 ng/ml  
2 µM  
2,8 µM 

Ausplattiert auf 
Matrigel-KO 
DMEM  
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6 25% 20KO 
75% GM 

FGF8  
SB 
Dorsomorphin 
IWR1e 

1:1000 
 
2 µM  
2,8 µM 

Ausplattiert auf 
Matrigel-KO 
DMEM  

 

In Tabelle 8 ist die Differenzierung von Protokoll O-BWF8/RA, welches bis Tag 140 

differenziert wurde, aufgezeigt. Dabei wurden die differenzierten Zellen an Tag 4 auf 

Laminin/-Poly-L-Ornithine beschichteten Wells ausplattiert, um eine stabile langfristige 

neurale Differenzierung zu ermöglichen.  
Tabelle 8: Differenzierung Protokoll O-BWF8/RA 
Tag Grundmedium  Zusatz Endkonzentration Kultivierung 
1 5KO GFRM  Suspension  
2 5KO BMP4 

SB431542 
10 ng/ml 
1 µM 
 

Suspension 

4 5KO FGF2  
Dorsomorphin  
IWR1e  
 

25 ng/ml  
2 µM  
2,8 µM 

Ausplattiert auf 
Laminin/Poly-
L-Ornithine 

8 B27-A FGF8  1:1000 Ausplattiert auf 
Laminin/Poly-
L-Ornithine 

10 B27-A FGF8  
Dorsomorphin 

 
2 µM 

Ausplattiert auf 
Laminin/Poly-
L-Ornithine 

15 B27-A Retinsäure 0,1 µM 
 

Ausplattiert auf 
Laminin/Poly-
L-Ornithine 

ab 30 B27-A GDNF 
BDNF 
Vit C 
cAMP 

10 ng/ml 
10 ng/ml  
50 µg/ml  
500 nM  

Ausplattiert auf 
Lamininpoly-
orthinin  

 

2.3 Chemikalien, Enzyme, Zusätze 
 

In Tabelle 9 werden alle verwendeten Chemikalien, Enzyme und Zusätze aufgelistet. 

 
Tabelle 9: Chemikalien, Enzyme, Zusätze 
Substanz Firma  Bestellnummer  
1x Halt™ Protease 
+ Phospatase In-
hibitor Cocktail 

Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, USA 

78440 
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CaCl2 Carl Roth GmbH + Co. 
KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

HN04.1 

Cryostem Biological Industries, 
Kibbutz Beit-Haemek, 
Israel 

05-710-1E 

D(+)- Sucrose Carl Roth GmbH + Co. 
KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

4621.1 

Dimethylsulfoxid 
(DMSO) 

Carl Roth GmbH + Co. 
KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

4720.1 

Dispase Corning, Amsterdam, 
Niederlande 

354235 

Dnase 1 Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, USA 

18047-019 

DPBS Calcium, 
Magnesium 

Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, USA 

14040-091 

DPBS ohne Cal-
cium, ohne Mag-
nesium 

Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, USA 

14190-094 

Kollagen IV Sigma Aldrich Chemie 
GmbH, Taufkirchen, 
Deutschland 

C5533 

Laminin Sigma Aldrich Chemie 
GmbH, Taufkirchen, 
Deutschland 

11243217001 

Lenti-X Concen-
trator 

Takara Clontech, 
Saint-Germain-en-
Laye, Frankreich 

631232 

Matrigel® hESC-
Qualified Matrix 

Corning, Amsterdam, 
Niederlande 

354277 

MgCL2 Carl Roth GmbH + Co. 
KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

8283.2 

Mitomycin C Biomol GmbH, Ham-
burg, Deutschland 

11435 

NaCl Carl Roth GmbH + Co. 
KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

3957.1 

NaH2PO4 Carl Roth GmbH + Co. 
KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

2370.3 

NaHCO3 Carl Roth GmbH + Co. 
KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

HN01.1 
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Natriumselenit  Sigma Aldrich Chemie 
GmbH, Taufkirchen, 
Deutschland 

S5261 

NBT Sigma Aldrich Chemie 
GmbH, Taufkirchen, 
Deutschland 

N5514 

Normal Donkey 
Serum 

Sigma Aldrich Chemie 
GmbH, Taufkirchen, 
Deutschland 

D9663 

Paraformaldehyd Carl Roth GmbH + Co. 
KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

0335 

Poly-L-Ornithin Sigma Aldrich Chemie 
GmbH, Taufkirchen, 
Deutschland 

P4957 

ProLong® Gold 
Antifade 
Mountant with 
DAPI 

Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, USA 

P36935   

ReLeSR™ Stem Cell Technolo-
gies, Köln, Deutsch-
land 

05873 

Synth-a-Freeze® Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, USA 

A12542-01 

Triton® X 100 Carl Roth GmbH + Co. 
KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

3051.3 

TrypLE™ Ex-
press 

Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, USA 

12604-021 

 

2.4 Vektoren  
 
In Tabelle 10 werden alle verwendeten Vektoren aufgelistet 
 
Tabelle 10: Vektoren 
Cyto Tune Sendai vector  Factor GenBank ID 
CytoTune 2.0 KOS Human Klf4  

Human Oct3/4 
Human Sox2 

BC029923.1 
NM_002701.4 
NM_003106.2 

Cytotune 2.0 hc-Myc Human c-Myc K02276.1 
CytoTune 2.0 hKlf4 Human Klf4 BC029923.1 
 
CytoTune-EmGFP-Sen-
dai Fluorescence Re-
porter (Cat. No. A16519)  
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2.5 Kits 
 
In Tabelle 11 werden alle verwendeten Kits aufgelistet. 
 
Tabelle 11: Kits 
Kit   Firma Bestellnummer 
PreAmp Master Mix Fluidigm, San Fransisco, 

USA 
100-5581 

QuantiFast SYBR® 
Green RT-PCR Kit 

Qiagen, Hilden, Deutsch-
land 

204156 

RNeasy Mini Isolations-
kit 

Qiagen, Hilden, Deutsch-
land 

74106 

 
2.6 Primer  
 
In Tabelle 12 sind alle für das QuantiFast SYBR® Green RT-PCR Kit verwendeten Pri-
mer aufgelistet.  
 
Tabelle 12: Primer 
Primer Firma Bestellnummer 
Hs_EYA1_1_SG Qiagen, Hilden, Deutschland QT00070980 
Hs_EYA2_1_SG Qiagen, Hilden, Deutschland QT00076573 
Hs_GAPDH_1_SG Qiagen, Hilden, Deutschland QT00079247 
Hs_SIX1_1_SG Qiagen, Hilden, Deutschland QT00010584 
Hs_SIX4_1_SG Qiagen, Hilden, Deutschland QT00035959 
   
   

 
2.7 Antikörper  
 
In Tabelle 13 sind alle verwendeten Primärantikörper, in Tabelle 14 alle verwendeten 
Sekundärantikörer aufgelistet. 
 
Tabelle 13: Primärantikörper 
Bezeichnung Spezies  Verdünnung  Firma Bestellnum-

mer 
Anti-Ascl1(N17) Ziege 1:400 Santa Cruz Bi-

otechnology, 
Inc., Heidel-
berg, Deutsch-
land 

Sc-13219  

 

Anti-CALB2 Maus 1:500 Merck Mili-
pore, Massa-
chusetts, USA  

Sc-13219  

 

Anti-EBF2 Schaf 1:40   
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Anti-EYA1 Kaninchen 1:100 Protein 
TechTM, Man-
chester, UK  

22658-1-AP  

 

Anti-EYA2 Maus 1:100 Abnova, Hei-
delberg, 
Deutschland  

H00002139-
M04  

 

Anti-EYA2 Kaninchen 1:50   

Anti-GOLF 
(K19) 

Kaninchen 1:100 Santa Cruz Bi-
otechnology, 
Inc., Heidel-
berg, Deutsch-
land  

Sc-385  

 

Anit-MSX1 Kaninchen  1:200   

Anti-NCAM2 Kaninchen  1:100   

Anti-OMP Ziege 1:200 Wako Chemi-
cals GmbH, 
Neuss, 
Deutschland  

544-10001  

 

Anti-PAX6 Maus 1:100   

Anti-SIX1 Kaninchen  1:100 Protein 
TechTM, Man-
chester, United 
Kingdom  

10709-1-AP  

 

Anti-SIX4(M09) Maus 1:100 Abnova, Hei-
delberg, 
Deutschland  

H00051804-
M09  

 

Außerdem wurden aus dem StemLightTM Pluripotency Antibody Kit verwendet:  

 

Anti- OCT-4A 
(C30A3) 

Kaninchen  1:200  

Cell Signaling, 
Leiden, Nieder-
lande 

   

 

 

9656 
Anti- SOX2 
(D6D9)  

Kaninchen 1:200 

Anti- NANOG Kaninchen 1:200 
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(D73G4)   

Tabelle 14: Sekundärantikörper 
Bezeichnung Spezies  Verdünnung  Firma Bestellnum-

mer 
Anti-Kaninchen-
IgG H%L (Alexa 
Fluor® 488)  

Esel  1:1000 Abcam, 
Cambridge, 
United King-
dom  

ab150073  

 

Anti-Kaninchen-
IgG H%L (Alexa 
Fluor® 568) 

Esel 1:1000 Abcam, 
Cambridge, 
United King-
dom 

ab175470  

 

Anti-Kaninchen-
IgG H%L (Alexa 
Fluor® 647) 

Esel  1:1000 Abcam, 
Cambridge, 
United King-
dom 

Ab150075  

 

Anti-Maus-IgG 
H%L (Alexa 
Fluor® 488) 

Esel 1:1000 Abcam, 
Cambridge, 
United King-
dom 

Ab150105  

 

Anti-Maus-IgG 
H%L (Alexa 
Fluor® 568) 

Esel 1:1000 Abcam, 
Cambridge, 
United King-
dom 

Ab175472  

 

Anti-Maus-IgG 
H%L (Alexa 
Fluor® 647) 

Esel 1:1000 Abcam, 
Cambridge, 
United King-
dom 

Ab150107  

 

Anti-Ziege-IgG 
H%L (Alexa 
Fluor® 488) 

Esel 1:1000 Abcam, 
Cambridge, 
United King-
dom 

Ab150129  

 

Anti-Ziege-IgG 
H%L (Alexa 
Fluor® 568) 

Esel 1:1000 Abcam, 
Cambridge, 
United King-
dom 

Ab175474  

 

 
2.8 Verbrauchsmaterialien 
 
In Tabelle 15 werden alle verwendeten Verbrauchsmaterialien aufgelistet.  
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Tabelle 15: Verbrauchsmaterialien 
Material Firma  Bestellnummer  
0,5 ml Reaktionsgefäß Sarstedt, Nümbrecht, 

Deutschland 
72.704.700 

1,5 ml Reaktionsgefäß Sarstedt, Nümbrecht, 
Deutschland 

72.706.700  

12 Well Kulturplatten Corning, Amsterdam, Nie-
derlande 

353043 

15 ml Zentrifugenröhr-
chen 

Sarstedt, Nümbrecht, 
Deutschland 

62.554.502 

24 Well Kulturplatten Greiner Bio One, Fricken-
hausen, Deutschland 

662168 

25 cm2 Kulturflaschen Corning, Amsterdam, Nie-
derlande 

3815 

250 ml Zellkulturflasche Greiner Bio One, Fricken-
hausen, Deutschland 

658175 

50 ml Zentrifugenröhr-
chen 

Greiner Bio One, Fricken-
hausen, Deutschland 

227261 

6 Well Kulturplatten Corning, Amsterdam, Nie-
derlande 

353046 

96 Well Kulturplatten Sarstedt, Nümbrecht, 
Deutschland 

83.3926.500 

BD Plastipak 50 ml Sprit-
zen 

VWR, Darmstadt, 
Deutschland 

300869 

Clip Tip™ Pipettenspit-
zen 1- 10 µl 

Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 

94410210 

Clip Tip™ Pipettenspit-
zen 10- 100 µl 

Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 

94410310 

Clip Tip™ Pipettenspit-
zen 100- 1000 µl 

Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 

94410710 

Cryoröhrchen 1,2 ml Corning, Amsterdam, Nie-
derlande 

430487 

Nitril powderfree Hand-
schuhe  

ABENA, Zörbig, Deutsch-
land 

290417 

Pipettenspitzen 10 µl  Biozym, Hessich Olden-
dorf, Deutschland  

720011 

Pipettenspitzen 1000 µl Greiner Bio One, Fricken-
hausen, Deutschland 

740290 

Pipettenspitzen 200 µl Sarstedt, Nümbrecht, 
Deutschland 

70.760.002 

Serologische Pipette 10 
ml 

Sarstedt, Nümbrecht, 
Deutschland 

86.1254.001 

Serologische Pipette 25 
ml 

Corning, Amsterdam, Nie-
derlande 

357525 

Serologische Pipette 5 ml Sarstedt, Nümbrecht, 
Deutschland 

86.1253.001 
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2.9 Geräte und Software  
 
In Tabelle 16 werden alle verwendeten Geräte und in Tabelle 17 jede verwendete Soft-

ware aufgelistet.  
 
Tabelle 16: Geräte 
Geräte Firma  

Analysenwaage BP2218-0CE Satorius 
Axio Imager M2 Forschungsmikros-
kop 

Zeiss 

Eppendorf Multipette Stream Eppendorf 
Eppendorf Research Plus Pipette 0,1 
– 2,5 µl 

Eppendorf 

Eppendorf Research Plus Pipette 0,5 
– 10 µl 

Eppendorf 

Eppendorf Research Plus Pipette 0,5 
– 5 ml 

Eppendorf 

Eppendorf Research Plus Pipette 10 
– 100 µl 

Eppendorf 

Eppendorf Research Plus Pipette 
100 – 1000 µl 

Eppendorf 

Eppendorf Research Plus Pipette 20 
– 200 µl 

Eppendorf 

Eppendorf Research Plus Pipette 
500 – 5000 µl 

Eppendorf 

EVOS® FL Cell Imaging System Thermo Fischer Scientific 
F1-ClipTipTM Einkanalpipetten 1 – 
10 µl 

Thermo Scientific 

F1-ClipTipTM Einkanalpipetten 10 – 
100 µl 

Thermo Scientific 

F1-ClipTipTM Einkanalpipetten 100 
– 1000 µl 

Thermo Scientific 

Flockeneisbereiter AF-103 Scotsman 
Gefrierschrank GN 4113-20K Liebherr 
Heracell 240i CO2 Incubator Thermo Scientific 
HeraeusTM FrescoTM Zentrifuge Thermo Scientific 
HeraeusTM MegafugeTM 16 Univer-
salzentrifuge 

Thermo Scientific 

InoLab® Labor-pH-Meter WTW 
Kühl-Gefrierkombination CUN 
3933-21B 

Liebherr 

Magnetrührer MR3001K Heidolph 
Mikrowelle MW13145W Amica 
Minizentrifuge Sprout Biozym 
MSC-AdvantageTM biologische Si-
cherheitswerkbank, Klasse 2 

Thermo Scientific 
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NanophotometerTM P-Class Implen 
NeoVortex D-6012 NeoLab 
Odyssey FC Imaging System Li-Cor 
PCR-Cycler 732-1210 Gene Technologies 
Pipetus® Hirschmann 
PowerPacTM 200 Bio-Rad 
Primovert inverses Mikroskop Zeiss 
Quantum ST4 Vilber Lourmat 
Schüttelinkubator 3031 GFL 
StepOnePlusTM Real-time PCR Sys-
tem 

Applied Biosystems 

Thermomixer Pro CellMedia 
Ultra-Tiefkühlschrank Forma 900 
Series 

Thermo Scientific 

 
Tabelle 17: Software 
Software Firma  Verwendung 
AxioVision SE64 
Rel 4.9 

Carl Zeiss AG, Ober-
kochen, Deutschland 

Mikroskopie 

StepOne Software 
V 2.3 

Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, USA 

qRT-PCR 

Microsoft Office Microsoft Corpora-
tion, Redmond, USA 

Schreiben, Rechnen 

ZEN Carl Zeiss AG, Ober-
kochen, Deutschland 

Mikroskopie 

ImageJ Wayne Rusband Zellauszählungen 
 

3. Methoden  
 

3.1 Kultivierung von Keratinozyten  
 

Vorbereitend werden zwei Kulturflaschen mit je 700 µl Matrigel in Epilife (1:10) bei 37 

°C für eine Stunde inkubiert.  

Dem freiwilligen Spender werden mit einer breitflächigen Pinzette Haare mitsamt Haar-

wurzel aus dem Hinterkopf herausgezogen. Die Haare werden in einer mit DMEM be-

füllten Petrischale sortiert. Eine dicke weißliche Wurzelscheide ist essentiell für das Aus-

wachsen der Keratinozyten. Das Haar wird circa 3mm hinter der Wurzel abgeschnitten 

und je fünf Wurzeln werden in die vorbereiteten Kulturflaschen gelegt. Jede Wurzel wird 

mit einem Tropfen Matrigel in Epilife 1:5 fixiert. Die Kulturflaschen werden bei 37 °C 

für 2 h inkubiert, anschließend werden pro Flasche 1 ml Haar-Medium zugegeben, dieses 

wird täglich gewechselt, bis Keratinozyten auswachsen. Es erfolgt dann der Umstieg auf 
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Keratinozyten-Medium, dieses wird circa 2-3 Wochen alle 2 Tage neu zugegeben, bis die 

Keratinozyten dicht genug sind für die Infektion mit viralen Partikeln.  

Für die Kryokonservierung werden die Keratinozyten mit 700 µl Dispase nach 5-10 min 

Inkubationszeit bei 37 °C abgelöst, zentrifugiert und nach Zugabe des Einfriermediums 

Synth-a-Freeze in Kryoröhrchen überführt. Diese werden in flüssigem Stickstoff gelagert.  

 

3.1.2 Reprogrammierung von Keratinozyten zu induziert pluripotenten Stammzellen 
 

Ausplattiert werden Keratinozyten in 6 Well Platten, welche mit 700 µl in PBS-/- gelös-

tem Kollagen IV (Endkonzentration 20 µg/ml) 1 h bei 37 °C beschichtet wurden. 1-2 

Tage bevor die Dichte der Keratinozyten 70% des Wells entsprechen, werden die bereits 

hergestellten Ammenzellen ausplattiert. Bei diesen handelt es sich um, durch Mitomycin 

in ihrem Zellzyklus gestoppte, also inaktivierte Fibroblastenzellen der Ratte (REFs). 

Diese sondern Wachstumsförderungsstoffe ab und erleichtern das Absetzen der repro-

grammierenden Zellen. Sie werden mit REF-Medium versorgt.  

 

Über einen lentiviralen Vektor werden vier Pluripotenzgene (cMYC, KLF4, OCT4 und 

SOX2) in das Genom der Keratinozyten integriert. An zwei aufeinanderfolgenden Tagen 

werden pro Well je 40 µl Lenti-Virus und 1 µg/ml Polybrene zugegeben. Die Zellen wer-

den bei 37 °C inkubiert.  

Die infizierten Zellen werden mit 500 µl TrypLE Express abgelöst und nach der Zentri-

fugation mit Reprogrammierungs-Medium resuspendiert. Anschließend werden je 2 ml 

auf ein Well mit ausplattierten REFs übertragen. Das Reprogrammierungs-Medium wird 

alle zwei Tage gewechselt.  

Etwa ab Tag 7 sind erste Stammzellkolonien sichtbar und nach circa 3 Wochen sind die 

ersten Kolonien groß genug, um umgesetzt zu werden. Vorbereitend wird ein Well einer 

6-Well Platte 1 h bei 37 °C mit 700 µl Matrigel in KO-DMEM beschichtet.  

Die Kolonie wird manuell mit einer 100 µl Pipettenspitze abgekratzt, mit der Pipette auf-

gesaugt und in das beschichtete 6-Well mit vorgelegtem FTDA-Medium übertragen.  

In dieser Doktorarbeit wurden als Grundlage für die Differenzierungen nur bereits voll-

ständig charakterisierte hiPSZ aus Keratinozyten, reprogrammiert mit Hilfe von Lenti-

viren, herangezogen. 
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3.2 Kultivierung von hiPSZ 
 
hiPSZ werden in einem Inkubator bei 37 °C mit 5 % O2 und 5 % CO2 kultiviert. Die 

Zellen befinden sich auf Matrigel in KO-DMEM beschichteten Platten und das für 

Stammzellen verwendete FTDA Medium wird täglich mit je 1,5 ml pro 6-Well gewech-

selt. 

Stammzellen werden passagiert, dabei wird meist ein Verhältnis von 1:6 verwendet. Soll 

1 Well auf 6 Wells gesplittet werden, werden die 6 Wells zuvor 1 h mit Matrigel in KO-

DMEM bei 37 °C beschichtet. Auf das zu splittende Well werden 500 µl ReleSR gegeben. 

Dieser wird nach 1 min wieder abgenommen. Nach weiteren 4 min Inkubationszeit bei 

Raumtemperatur werden die Zellen mit 1ml FTDA Medium abgelöst und in ein vorbe-

reitetes Falcon mit 4 ml FTDA Medium überführt. Das Well wird nochmals mit 1 ml 

FTDA Medium gespült und die restlichen Zellen werden übertragen.  

Das Matrigel der 6 beschichteten Wells wird nach der Stunde Inkubationszeit abgesaugt 

und je 500 µl FTDA Medium werden vorgelegt. Anschließend werden aus dem Falcon, 

mit den gesammelten Zellen, die man vorsichtig, ohne sie zu vereinzeln, resuspendiert 

hat, je 1 ml pro Well zugegeben.  

 

Beim Einfrieren werden die Zellen ebenfalls mit ReleSR behandelt, im Anschluss aber 

nicht mit FTDA-Medium, sondern mit DMEM-F12+ Glutamax abgelöst und in ein Fal-

con mit 2 ml Vorlage überführt. Sind alle Zellen gesammelt werden sie bei 1500 rpm 

2min zentrifugiert und im Einfriermedium Kryostem resuspendiert. Anschließend wer-

den je 0,8 µl in ein Kryoröhrchen überführt, wobei pro gelöstes Well ein Kryporöhrchen 

verwendet wird. Diese werden eingefroren und in flüssigem Stickstoff gelagert.  

 

Beim Auftauen wird wiederum ein 6-Well mit Matrigel-Beschichtung vorbereitet. Das 

Kryoröhrchen wird in einem 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut und schnellstmöglich 

in ein vorbereitetes Falcon mit DMEM F12 überführt. Die Zellen werden bei 1500 rpm 2 

min zentrifugiert und der Überstand abgekippt. Anschließend werden die Zellen mit 

FTDA-Medium vorsichtig resuspendiert und in die vorbereiteten Wells gegeben.  

Bei spontaner Differenzierung sollten die differenzierten Zellen unter dem Mikroskop 

mit einer 100 µl Pipettenspitze abgekratzt und das Well vor dem Mediumwechsel mit 500 

µl PBS-/-gewaschen werden. 
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3.2.1 Charakterisierung von iPSZ 
 

Eine neue iPSZ-Linie sollte auf ihr Pluripotenzpotential getestet werden.  

Dafür werden verschiedene Analysen durchgeführt.  

Nach Protokoll des Pluripotenzfärbekits (Tabelle 11) wird mit den hiPSZ eine Immun-

fluoreszenzfärbung durchgeführt. Dabei wird die Existenz der Pluripotenz- (SOX2, NA-

NOG, OCT4) und Oberflächenmarker (SEAA4, TRA-1-60 und TRA-1-81) immunolo-

gisch nachgewiesen. Die Pluripotenzmarker sind Transkriptionsfaktoren und im Kern lo-

kalisiert. Die Oberflächenmarker binden an Glykoproteine der Zellmembran und sind 

membranständig lokalisiert. Zur Detektion des Nukleus wird eine DAPI-Färbung durch-

geführt.   

Außerdem wird eine Keimblattdifferenzierung ausgeführt, um zu beweisen, dass die 

hiPSZ sich in alle 3 Keimblätter entwickeln können. Hierfür werden zum einen die RNA-

Expressionendaten von keimblattspezifischen Markern ermittelt und mit iPSZ Expressi-

onsdaten verglichen. Zum anderen wird auch hier für die Marker der Keimblätter eine 

Immunfluoreszenzfärbung durchgeführt.  

Für die Differenzierung wird eine 6 Well Platte mit dichten hiPSZ mit je 500 µl ReleSR 

abgelöst, indem nach 1min der ReleSR wieder abgenommen wird und dann weitere 4 min 

bei Raumtemperatur inkubiert wird. Die Zellen werden zweimal mit je 1 ml EB-Forma-

tionsmedium abgelöst und in ein vorbereitetes Falcon mit 4 ml EB-Formationsmedium 

gegeben. Die insgesamt 10 ml werden mit einer Multipipette gleichmäßig mit je 100 µl 

auf einer v-förmigen 96-Platte verteilt und nach 5 Minuten Zentrifugation bei 1200 rpm 

bei 37 °C, 5 % O2 und 5 % CO2 kultiviert. Das Reprogrammierungsmedium wird jeden 

2. Tag gewechselt. Nach 7 Tagen werden für die Immunfluoreszenzfärbung je 2 bis 3 

EBs in ein mit Matrigel in KO-DMEM beschichtetes 24er-Well mit Deckglas mit 500 µl 

Reprogrammierungsmedium überführt. Für die RNA-Expressions-Analyse werden je 3-

4 EBs mit 1ml Reprogrammierungsmedium in ein 12er-Well ohne Deckglas gegeben. 

Alle zwei Tage wird das Medium gewechselt.  

Überprüft werden die Zellen bei der RNA-Expressionsanalyse auf die Marker T und 

MYH6 für Mesoderm, AFP und FOXA2 für Endoderm und PAX6 und TUBB3 für 

Ektoderm.  
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Bei der Immunfluoreszenz-Färbung werden die Marker TUBB3 für Ektoderm, DESMIN 

für Endoderm und SOX17 für Mesoderm überprüft.  

 

3.3 Olfaktorische Differenzierung  
 

3.3.1 EB-Formation  
 

Zur Formierung von Embryoid Bodys werden vier dichte 6-Wells verwendet. Diese wer-

den an Tag 0 mit je 500 µl PBS-/- gewaschen, anschließend werden 500 µl ReleSR zu-

gegeben. Nach einer Minute Inkubation bei Raumtemperatur wird der ReleSR wieder 

abgenommen und für weitere 4 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 

werden die Zellen mit je zweimal 1ml EB-Formationsmedium abgelöst und in ein vorbe-

reitetes Falcon mit 2 ml EB-Formationsmedium-Vorlage überführt. Die insgesamt 10 ml 

werden mit einer Multipipette gleichmäßig mit 100 µl pro Well auf eine 96-Well Platte 

übertragen. Anschließend wird die Platte 5 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert und dann 

bei 37 °C, 5 % O2 und 5 % CO2 kultiviert. 

Ab Tag 1 wird das dem jeweiligen Protokoll entsprechende Grundmedium mit Zusätzen 

zugegeben. Der Mediumwechsel erfolgt täglich. Das alte Medium wird vorsichtig abge-

saugt, sodass sich der EB noch in circa 20 µl Medium befindet. Anschließend werden 

vorsichtig mit der Multipipette neue 100 µl zugegeben. 

 

3.3.2. Auswachsen der EBs in 2D Kultur 
 

An Tag 4 oder 5 werden die Embryoid Bodys zur weiteren Differenzierung ausplattiert. 

Dieser Vorgang hat unter anderem den Vorteil, dass die Morphologie der auswachsenden 

Zellen leichter beurteilt werden kann.  

Für Versuche bis zu 30 Tagen wird nachfolgender Vorgang verwendet. 

Hierfür werden zwei 24-Well-Platten mit 13mm Deckgläsern bestückt und anschließend 

1 h bei 37 °C mit Matrigel in KO-DMEM beschichtet. In der 96-Well-Platte wird das 

Medium wie oben beschrieben gewechselt, wobei auch hier die Zusätze nach Protokoll 

verändert werden. In den 24-Well-Platten wird das Matrigel abgesaugt und 300 µl des 

neuen Mediums werden vorgelegt. Mit einer 1000 µl Pipette wird ein EB vorsichtig mit 

dem neuen Medium aufgenommen und in das Well der 24-Platte übertragen, sodass er 
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auf dem Deckglas zu liegen kommt. Immer zwei EBs werden in 1 Well übertragen, bis 

alle 96 EBs übertragen sind. Anschließend werden die Platten vorsichtig in den Brut-

schrank gestellt und das Medium wird am zweiten Tag nach dem Ausplattieren sehr vor-

sichtig mit dem Pipetus mit einer 5ml Pipette gewechselt. Der Medienwechsel erfolgt 

dann jeden zweiten Tag mit je 500 µl pro Well.  

Für Versuche über 30 Tage wird statt Matrigel in KO-DMEM mit Laminin/Poly-L- Or-

nithine 1:100 beschichtet, dabei beträgt die Inkubationszeit 2 h bei 37 °C. Das restliche 

Verfahren entspricht dem oben beschriebenen, wobei ab Tag 30 der Medienwechsel nur 

noch alle 3 Tage erfolgt. Die Generierung der Neurone erfolgte im durchgeführten Pro-

tokoll bis Tag 140.  

 
3.4 Charakterisierung olfaktorischer Rezeptorneurone  
 

Zur Charakterisierung der Zellen auf den verschiedenen Stufen der Differenzierung wur-

den zwei Methoden der Analyse präferiert.  

  
3.4.1 Proteinanalyse per Immunfluoreszenzfärbung  
 
Im ersten Schritt werden die auf Deckglas ausgewachsenen EBs nach einer Waschung 

mit PBS-/- mit 4 % Paraformaldehyd 10 % D+ Sucrose für 20 min fixiert. Anschließend 

werden die Deckgläser zweifach mit PBS-/- abgewaschen.  

Zur Permeabilisierung und Blockierung werden die Zellen mindestens 1 h mit 0,2 % Tri-

tonX und 10 % Normal Donkey Serum bei Raumtemperatur behandelt. Die Zellmembran 

wird durchlässig und ermöglicht den Eintritt der Antikörper in das Zytoplasma und den 

Nukleus. Alle freien Proteinstellen werden durch das Normal Donkey Serum blockiert. 

Die Primärantikörper werden in dem gleichen Serum angesetzt und über Nacht bei 4 °C 

auf den Zellen angewendet. Nach wiederholten Waschschritten mit PBS wird der in PBS-

/- gelöste Sekundärantikörper in Dunkelheit für 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 

erneutem Waschen mit PBS und einer 15-sekündigen Inkubation mit destilliertem Wasser 

werden die Proben in DAPI-haltiger Lösung eingedeckelt. Die Proben werden ca. 1-2 h 

bei Raumtemperatur getrocknet und anschließend entweder direkt unter dem Mikroskop 

analysiert oder bei 4 °C gelagert.  

Zum immunologischen Beweis der Pluripotenz der Stammzellen wird ein spezielles Fär-

bekit verwendet. Abweichend vom normalen Protokoll werden die Färbungen gegen 
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Transkriptionsfaktoren nicht mit TritonX, sondern vor der Blockierung mit eiskaltem 100 

% Methanol 10 min permeabilisiert. Der restliche Ablauf entspricht dem oben beschrie-

benen Vorgang.  

 

3.4.1.1 Auszählung von Zellen in immunhistochemischen Färbungen  
 

Als TIFF-Datei exportierte Bilder wurden mit ImageJ und dem Plugin Cell-Counter aus-

gezählt. Dabei wurde jede Zelle angeklickt und automatisch gezählt. Für die Analyse der 

allgemein im Bild befindlichen Zellen wurden die mit DAPI gefärbten Kerne ausgezählt. 

Zur Analyse der untersuchten Marker wie z.B. SIX1 wurden alle nukleär gefärbten SIX1-

positiven Zellen gezählt. Alle Auszählungen erfolgten im Umfang n=3 für jeden spezifi-

schen Marker. Anschließend wurde das Verhältnis von spezifischen Marker zu DAPI 

ausgerechnet und mit 100 multipliziert, um eine prozentuale Angabe über die Anzahl der 

spezifisch gefärbten positiven Zellen zu erhalten. In Ergebnisteil 4.3.2 wurden Regionen 

ausgewählt, die großflächig SIX1-positive Zellen aufwiesen. Ausschnitte aus diesen Re-

gionen wurden ausgezählt.  

In Ergebnisteil 4.3.3 wurden zufällig Regionen in unmittelbarer Nähe des EB`s ausge-

wählt und ausgezählt. Dabei wurde der EB als Referenz gesehen, um eine statisch ver-

gleichbare Lokalisation auszuwählen und es wurde darauf geachtet, jeweils einen ver-

gleichbaren Abstand zum EB einzuhalten.  

 

3.4.2 RNA-Analyse  
 
3.4.2.1 Isolation der RNA  
 
Für den ersten Schritt Isolation der RNA wurden zwei Wege verwendet.  

Einmal werden die Zellen mit 500 µl TrypLE 5-10 min bei 37 °C inkubiert, gelöst, in ein 

15 ml Falcon überführt und anschließend 2 min bei 1500 rpm zentrifugiert. Anschließend 

wird der Überstand verworfen und die Zellen des Pellet werden in 350 µl RLT Plus Buffer 

des RNeasy Mini Isolationkits (Qiagen) gut resuspendiert und dann bei -80 °C eingefro-

ren oder direkt für die weitere Isolation nach Protokoll des Kits verwendet. Im zweiten 

Ansatz werden die Zellen direkt mit je 175 µl RLT Plus Buffer des RNeasy Mini Isolati-

onskits in ein Eppendorf-Gefäß überführt und bei -80 °C eingefroren oder ebenfalls direkt 

nach Protokoll des Kits weiterverarbeitet.  
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Beide Ansätze wurden mit 30 µl RNAse freiem H20 (50 °C, 6min Inkubationszeit vor 

Zentrifugation) eluiert. 

 
3.4.2.2 Quantitative Real Time PCR 
 
Für die Analysen der RNA wurden zwei verschiedene Geräte verwendet, der 

StepOnePlusTM und der BiomarkTM von Fludigm. Beide Geräte funktionieren mit ähnli-

chen Ansätzen.  

Zugrunde liegt eine Polymerase Kettenreaktion (PCR). Diese ermöglicht die Vervielfäl-

tigung einer Sequenz, bestimmt durch die zugegeben Primer. Hierfür reagieren Proben in 

einem Thermocycler in 3 Grundschritten. Alle doppelsträngigen Gebilde werden bei einer 

Temperatur von 94-96 °C denaturiert, sodass sowohl Primer als auch cDNA in Einzel-

strängen vorliegen. Anschließend wird die Temperatur schnell auf ca. 60 °C gesenkt, um 

eine erneute Bildung von Doppelsträngen zu verhindern. Im nächsten Schritt binden die 

Primer an ihre spezifischen Sequenzen, dabei unterscheidet sich die Annealingtemperatur 

(hier ca. 68 °C) je nach Länge und Sequenz der Primer. Es folgt der Schritt der Elonga-

tion, die DNA-Polymerasen füllen die fehlenden Stränge mit freien Nukleotiden auf. Die 

Temperatur liegt im Arbeitsoptimum der jeweiligen Polymerase (hier ca. 72 °C). Die 3 

Schritte werden je nach PCR in beliebig vielen Zyklen wiederholt. Da in unserem Fall 

RNA als Probe vorliegt, wird diese im Voraus bei ca 50 °C durch eine Reverse Transkrip-

tase in cDNA umgeschrieben. 

Bei der Real-Time-PCR im StepOnePlus wird zusätzlich ein DNA interkalierender Farb-

stoff beigemischt. Die Fluoreszenz kommt also bei jeder Entstehung einer DNA-Doppel-

helix mehr zum Tragen. Die Quantifizierung erfolgt durch die Messung der Fluoreszenz, 

die proportional zur Menge der PCR-Produkte zunimmt. Um die Proben untereinander 

vergleichen zu können, wird ein Referenzgen eingesetzt. Die relative Menge der RNA 

wird also anhand der Intensität der Fluoreszenz im Verhältnis zu dem Referenzgen er-

rechnet.  

Bei dem Fluidigm von Biomark wird statt eines DNA-interkalierenden Farbstoffs eine 

TaqMan-Sonde eingesetzt. Diese bindet an eine spezifische Sequenz und besitzt auf der 

einen Seite ein Reporter Fluoreszenzfarbstoff und auf der anderen Seite einen Quencher, 

welcher die Fluoreszenz der Sonde solange unterdrückt, bis die Sequenz von der 

TaqMan- Polymerase, welche auch Exonukleaseaktivität besitzt, abgebaut wird. Sobald 
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der Quencher sich räumlich von dem Fluophor entfernt, kann eine steigende Reporter 

Fluoreszenz gemessen werden. Während der DNA-interkalierende Farbstoff die Gesamt-

menge an DNA misst, kann die Fluoreszenz der spezifischeren TaqMan-Methode also 

nur dann gemessen werden, wenn eine Sonde abgebaut wird.  

 

3.4.2.2.1 StepOnePlusTM Real-Time-PCR-System 
 

Das StepOnePlus wird für kleinere Ansätze verwendet.  

Es wird nach Protokoll des Herstellers vorgegangen.  

Wie oben beschrieben benötigt man eine reverse Transkriptase, spezifische Primer der zu 

analysierenden Gene und des Referenzgens, eine DNA-Polymerase, ein Puffergemisch 

mit dNTPs und einen DNA-interkalierenden Farbstoff.  

Der Mastermix wird wie in Tabelle 3.1 beschrieben hergestellt. Zu den 19 µl Mastermix 

werden 1 µl RNA zugegeben.  
 
Tabelle 18: Mastermix 
Zusatz Menge in µl  
H20 6,8 
Primer 2 
2x PCR Mix 10 
Polymerase  0,2 

 

In Tabelle 3.2 sind die PCR-Laufzeiten angegeben.  
 
Tabelle 19: PCR-Laufzeiten 
Phase Temperatur [°C] Zeit [sec] Anzahl 
Start 50 600 1 

95 300 1 
Zyklen 95 10 40 

60 30 
Schmelzkurven 60-95 - Alle 0,3 °C messen 

  

3.4.2.2.2 BiomarkTM  von Fludigm 

 

Das Biomark wird für die Analyse großer Datenmengen verwendet, da hier bis zu 96 

Proben mit 96 Primern verglichen werden können. Auch hier wird eine Real-Time-PCR 
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zur Quantifizierung verwendet, dabei werden aber wie oben beschrieben TaqMan-Son-

den eingesetzt.  

Hier muss die cDNA Synthese vorher erfolgen. Dafür wird zunächst die DNA in den 

RNA-Proben durch die DNase 1 verdaut. Nach 15 min wird das Enzym direkt mit der 

Stop-Lösung inaktiviert. Für die cDNA Synthese werden 80 ng RNA, 1 µl 5x RT Puffer, 

0,25 µl dNTPs, 0,313 µl Hexanukleotide, 0,25 µl MMLV RT und 0,438 µl H2O gemischt 

und für 1 h bei 37 °C und 10 min bei 85 °C inkubiert.  

Die Reaktionsplatte wird dann nach dem Protokoll des Herstellers beladen und in den 

BiomarkTM platziert. 

Die statistische Analyse der RNA-Ergebnisse erfolgte mittels t-Test, bei 3 biologischen 

Replikaten (n=3). Signifikanz wurde wie folgt wiedergegeben: p ≤ 0,05: *; p ≤ 0,005: **; 

p ≤ 0,0005: *** 
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4. Ergebnisse 
 

4.1. Olfaktorische Differenzierung  
 

Im Rahmen der olfaktorischen Differenzierung in vitro sollen die in der menschlichen 

Embryologie ablaufenden Entwicklungen nachvollzogen werden. Dabei wurden drei Ent-

wicklungsschritte ausgewählt, zu welchen die Protokolle O-BWF8, O-BWF8/RA und O-

BWF/TGF auf ihre Eignung geprüft werden. Als erster wichtiger Entwicklungsschritt 

wurde die Differenzierung der präplakodalen Region (PPR), als zweiter Schritt die Dif-

ferenzierung der olfaktorischen Plakode (OP) und als dritter Schritt die Differenzierung 

von olfaktorischen Rezeptorneuronen (ORN) ausgemacht.  

Die Untersuchungen sind wiederum in zwei Abschnitte unterteilt.  

Im ersten Abschnitt wurden Protokoll O-BWF8 und O-BWF/TGF auf die Entstehung der 

PPR und der OP geprüft und hinsichtlich ihrer morphologischen Eigenschaften und Eig-

nung verglichen. 

Im zweiten Abschnitt wurde Protokoll O-BWF8/RA auf die Entstehung von ORN hin 

geprüft.  

 
4.1.1 In vitro Entwicklungsschritte 
 

Das Differenzierungsprotokoll ist in verschiedene in vitro Entwicklungsschritte unterteilt. 

Im ersten Schritt wird aus humanen induziert pluripotenten Stammzellen (hiPSZ) ein 

Embryoid Body (EB) geformt. EBs sind kugelförmige, in Suspension gehaltene Zellag-

gregate (Abb. 16, A). Diese Aggregate spiegeln in vieler Hinsicht die Gastrulation nach, 

insbesondere differenzieren hier die Stammzellen zu Populationen der 3 Keimblätter. Um 

eine Analyse zu erleichtern und zur besseren Betrachtung der Morphologie werden die 

EBs an Tag 4/5 ausplattiert (Abb. 16, B). Nach wenigen Tagen bilden sich so genannte 

Rosetten, vergleichbar mit der Ausbildung des Neuralrohres (Abb. 16, C). Im Langzeit-

versuch entsteht eine Neuronenkultur (Abb. 16, D).  
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Abbildung 11: Olfaktorische Differenzierung in vitro 
Bild A zeigt einen Embryoid Body (EB), kultiviert in einer 96-Well Platte an Tag 1. In B zeigt sich ein 
ausplattierter EB an Tag 8 mit beginnender Entwicklung von Rosetten. In C erkennt man das Stadium der 
ausgeprägten Rosetten hier an Tag 15. Bild D zeigt deutlich Neuronen an Tag 120. Durchlichtbilder, Maß-
stab A+B 1000 µm, C 400µm, D 200 µm. 
 

4.2 Vergleich der Differenzierungsprotokolle O-BWF8 und O-BWF8/TGF  
  
Für die Entwicklung der PPR wurde ein Differenzierungsprotokoll, weiterhin genannt O-

BWF8, auf Basis des bisherigen Forschungsstandes entwickelt. Durch ein sehr frühes 

BMP4 Signal und eine anschließende Antagonisierung des Signals durch Dorsomorphin 

soll die PPR induziert werden. FGF-Signale sowie eine Antagonisierung des Wnt- und 

des TGF-ß-Signalwegs sind ebenfalls wichtige Faktoren bei der Entwicklung der PPR 

und werden dementsprechend im Differenzierungsprotokoll eingesetzt. (Tabelle 6) Das 

Differenzierungsprotokoll O-BWF8/TGF ist eine Abwandlung des Differenzierungspro-

tokolls O-BWF8. Verändert wurde es hinsichtlich der durchgehenden Anwendung des 

TGF-Beta-Inhibitors SB431542. Außerdem wurde der Wechsel von FGF2 auf FGF8 

nicht an Tag 8 sondern an Tag 6 vollzogen, um eine effizientere Differenzierung der ol-

faktorischen Vorläuferzellen zu gewährleisten. Wnt-Inhibitoren und Anti-BMP Signale 

wurden weiterhin zugefügt, um eine Differenzierung der PPR in Richtung der anterioren 

Plakoden und im speziellen in Richtung der olfaktorischen Plakode voranzutreiben. Des-

weiteren wurde ein Grundmedium ohne Zusatz von B27 verwendet. (Tabelle 7)  

 
4.2.1 Vergleich der Differenzierungsprotokolle O-BWF8 und O-BWF8/TGF  
hinsichtlich der Generierung einer PPR 
 

In den folgenden Abschnitten wird das Protokoll O-BWF8 einerseits auf seine Eignung 

hinsichtlich der Differenzierung der PPR auf Proteinebene untersucht und andererseits 

diesbezüglich mit dem Differenzierungsprotokoll O-BWF8/TGF verglichen. Die Diffe-

renzierung wurde an den Tagen 12 bis 20 auf die Entstehung präplakodaler Zellen hin 

analysiert.  
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Die differenzierten Zellen wurden auf Proteinebene auf die spezifischen PPR-Marker SIX 

und EYA, sowie auf die neuralen Grenzregion-Marker MSX1 und SOX2 hin analysiert. 

Auch der Marker der anterioren Plakodenregion PAX6 und EBF2, ein Marker exprimiert 

im embryonalen Nervensystem und später spezifisch für olfaktorische Vorläuferzellen 

und Neurone, wurden im Zellverbund analysiert.  Zusätzlich wurden SOX1, Marker für 

neuroepitheliale Vorläuferzellen sowie später der Linsenplakode und SOX9, Marker für 

die Neuralleiste zur Abgrenzung von neuralen zu präplakodalen Zellen, eingesetzt. Für 

die Darstellung der Zellkerne (Nuclei) wurde einheitlich die Kernfärbung DAPI verwen-

det.  

SIX1 lässt sich in der Differenzierung O-BWF8 sowohl an Tag 15, als auch an Tag 20 

nukleär darstellen. An Tag 12-14 konnten keine SIX1- positiven Zellen detektiert werden. 

Die SIX1-positiven Zellen stellen sich als verteilte Gruppierungen ohne flächendeckende 

Ausbreitung im Zellverbund dar. Auch in O-BWF8/TGF zeigen sich ab Tag 18 sehr ver-

einzelt positive SIX1-Regionen. (Abb. 17) 

SIX4 lässt sich in O-BWF8 schon ab Tag 12 zum Großteil flächendeckend im Zellver-

bund nukleär darstellen. Es weist an Tag 12 eine Co-Lokalisation mit PAX6 und an Tag 

18 eine Co-Lokalisationen mit MSX1 auf. Auch in O-BWF8/TGF lassen sich ab Tag 18 

SIX4-positive Zellen detektieren, vereinzelt in Co-Lokalisation mit PAX6, jedoch weit-

aus vereinzelter als in Protokoll O-BWF8. (Abb. 18) 

EYA2 ist in Protokoll O-BWF8 an Tag 12-20 nur zytoplasmatisch lokalisiert (Abb. 17, 

19). Dahingegen lässt sich EYA2 in der Differenzierung O-BWF8/TGF an Tag 18 nuk-

leär detektieren, teilweise in Co-Lokalisation mit PAX6. Auch können in der Differen-

zierung O-BWF8/TGF an Tag 12 erstmals EYA1 positive-Zellen auf Proteinebene ana-

lysiert werden. (Abb.19)  

EBF2 lässt sich in der Differenzierung O-BWF8 sowohl an Tag 12 als auch an Tag 18 

nukleär darstellen. Auffallend ist dabei eine teilweise zentrifugale Anordnung der EBF2-

positiven Zellen. EBF2 weist teilweise Co-Lokalisationen mit SOX1 an Tag 12 sowie mit 

SOX9 an Tag 18 auf. (Abb. 20) In der Differenzierung O-BWF8/TGF lassen sich nur 

sehr vereinzelt EBF2-positive Zellen detektieren (nicht gezeigt).   

SOX2 als früher Marker der Grenzregion und Marker für neurale Stammzellen zeigt in 

der Differenzierung O-BWF8 nukleäre Lokalisationen an Tag 20 in lokal begrenzten Tei-

len des Zellverbundes. (Abb. 21).  
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Abbildung 12: SIX1-Analyse der PPR auf 
Proteinebene 
Immunologische Detektion des präplakodalen 
Markers SIX1 nach Differenzierungsprotokoll 
O-BWF8 an Tag 15 (A) und Tag 20 (B) sowie 
nach Differenzierungsprotokoll O-BWF8/TGF 
an Tag 18 (C). A und B jeweils mit zytoplasma-
tischer Lokalisation des präplakodalen Markers 
EYA2. Die Kernfärbung erfolgte mit DAPI. 
Maßstab A: 50 µm, B: 100 µm, C: 50 µm   
  



   58  

  
 
 

Abbildung 13: SIX4-Analyse der PPR auf 
Proteinebene 
Immunologische Detektion des präplakodalen 
Markers SIX4 nach Differenzierungsprotokoll 
O-BWF8 an Tag 12 (A) und Tag 18 (B) sowie 
nach Differenzierungsprotokoll O-BWF8/TGF 
an Tag 18 (C). Teilweise Co-Lokalisation mit 
PAX6 in A und C sowie MSX1 in B. Die Kern-
färbung erfolgte mit DAPI.  
Maßstab A: 100 µm, B: 50 µm, C: 100 µm,   
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Abbildung 14: EYA-Analyse der PPR auf 
Proteinebene 
Immunologische Detektion des präplakodalen 
Markers EYA2 nach Differenzierungsprotokoll 
O-BWF8 in zytoplasmatischer Lokalisation in A 
sowie nach Differenzierungsprotokoll O-
BWF8/TGF in nukleärer Lokalisation in B an 
Tag 18. In B teilweise Co-Lokalisation mit 
PAX6. Immunologische Detektion des präpla-
kodalen Markers EYA1 nach Differenzierungs-
protokoll O-BWF8/TGF in C an Tag 18 ohne 
Co-Lokalisation mit TUBB3 und SOX1. Die 
Kernfärbung erfolgte mit DAPI. 
Maßstab A: 50 µm, B: 100 µm, C: 50 µm 
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Abbildung 15: EBF2-Analyse der PPR auf Proteinebene 
Immunologische Detektion des Markers EBF2 nach Differenzierungsprotokoll O-BWF8 in nukleärer Lo-
kalisation. An Tag 12 (A) in teilweiser Co-Lokalisation mit SOX1. An Tag 18 (B) in teilweiser Co-Lokali-
sation mit SOX9. Die Kernfärbung erfolgte mit DAPI.  Maßstab A und C: 50µm,   
 
 

  
 

 

 

Abbildung 16: SOX2-Analyse der PPR auf 
Proteinebene 
Immunologische Detektion des neuralen Stamm-
zellmarkers Markers SOX2 nach Differenzie-
rungsprotokoll O-BWF8 in nukleärer Lokalisa-
tion an Tag 20. Die Kernfärbung erfolgte mit 
DAPI. 
Maßstab: 50µm,   
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4.2.2 Vergleich der Differenzierungsprotokolle O-BWF8 und O-BWF8/TGF  
hinsichtlich der Generierung einer OP 
 

In den folgenden Abschnitten wird das Protokoll O-BWF8 einerseits auf seine Eignung 

hinsichtlich der Differenzierung einer OP auf Proteinebene untersucht und andererseits 

diesbezüglich mit dem Differenzierungsprotokoll O-BWF8/TGF verglichen.  

Auf Proteinebene wurden erneut die spezifischen Plakodenmarker SIX1 und SIX4 sowie 

EYA1 und EYA2 eingesetzt. Auch EBF2, zu den ausgewählten Zeitpunkten spezifisch 

für die OP, sowie PAX6, anteriorer PPR-Marker wurden erneut eingesetzt. Zusätzlich 

wurden die Neuralleistenmarker SOX9 und MSX1 zur Kennzeichnung nicht-plakodaler 

Zelltypen analysiert. Auch SOX1 wurde als Marker für die Linsenplakode erneut zur Ab-

grenzung zu olfaktorischen Zellen eingesetzt.  

Die differenzierten Zellen wurden an Tag 25 und Tag 30/31 auf Proteinebene analysiert. 

Für die Darstellung der Nuclei wurde einheitlich die Kernfärbung DAPI verwendet. 

An Tag 25 konnten in der Differenzierung O-BWF8 weiterhin verteilt gruppierte SIX1-

positive Populationen detektiert werden. An Tag 30 lassen sich erstmals flächendeckend 

deutliche SIX1-positive Populationen analysieren (Abb. 23, C). Auszählungen der nuk-

leären SIX1-Färbungen im Verhältnis zu DAPI-Kernfärbungen wurden mithilfe des Cel-

lCounters von ImageJ durchgeführt. In bezeichneten Populationen (vgl. Abb. 23, C) er-

wiesen sich 86 % der Zellen SIX1-positiv (Abb. 22). 

  
Abbildung 17: Schematische Darstellung der Auszählung der analysierten SIX1-positiven 
Zellpopulationen 
Schematische Darstellung der Auszählung der analysierten SIX1-positiven Zellen im Verhältnis zu DAPI-
positiven Zellen nach Differenzierungsprotokoll O-BWF8 an Tag 30. In 86 % der Zellen konnten sowohl 
deutliche nukleäre SIX1-Färbungen detektiert als auch ein gesunder Zellkern mittels DAPI analysiert wer-
den. 14 % der gesunden Zellen wiesen keine SIX1, sondern nur eine DAPI-Färbung auf. Ausgewählt wur-
den im Zellverbund nur deutlich positive flächendeckende SIX1-positive Zellpopulationen (vgl Abbildung 
23, C), n=3. Ausgezählt mit Hilfe von CellCounter von ImageJ.   
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Auch in der Differenzierung O-BWF8/TGF lassen sich SIX1-positive Zellpopulationen 

detektieren, allerdings weitaus vereinzelter und eher in Randbereichen, als flächende-

ckend wie in O-BWF8. 

In der Differenzierung O-BWF8 können sowohl an Tag 25 als auch an Tag 30 SIX4-

positive Populationen detektiert werden. Dabei lassen sich zum Teil klare Zellverbunds-

grenzen zwischen SIX4-positiven und SIX4-negativen Zelltypen ausmachen. Auch stel-

len sich sowohl in O-BWF8 als auch in O-BWF8/TGF SIX4-positive Zellen mitunter in 

einer SIX4-negativen Zellen ober- bzw. unterliegenden Ebene dar (vgl. Abb. 23, C und 

Abb.24, A). Co-Lokalisationen mit dem phakalen Marker SOX1 lassen sich an Tag 30 

nicht eindeutig analysieren. SIX4-negative Zelltypen weisen an Tag 25 nukleäre MSX1-

Färbungen auf (Abb. 24, A).  

 

In der Differenzierung O-BWF8 zeigt sich EYA2 an Tag 31 teilweise in nukleärer Fär-

bung, vermehrt im Bereich von Rosetten. Es zeigt sich zudem eine teilweise Co-Lokali-

sation mit PAX6 an Tag 30 (Abb. 25). Dahingegen können in der Differenzierung O-

BWF8/TGF zwar vereinzelt EYA1-positive Populationen detektiert werden, jedoch keine 

EYA2-positiven Zellen. Jedoch treten sowohl EYA1- als auch EYA2-positive Populati-

onen in beiden Differenzierungsprotokollen eher vereinzelt auf.  

EBF2-positive Populationen können in der Differenzierung O-BWF8 sowohl an Tag 25 

als auch an Tag 31 eindeutig detektiert werden, auch lässt sich eine Zunahme der positi-

ven Zellen im Zeitverlauf verzeichnen. An Tag 25 weist EBF2 teilweise Co-Lokalisatio-

nen mit SOX9 (Neuralleistenmarker) auf. An Tag 31 weisen die EBF2-positiven Zellen 

teilweise Co-Färbungen mit dem plakodalen Linsenmarker SOX1 auf. Auch in der Dif-

ferenzierung O-BWF8/TGF lassen sich an Tag 30 EBF2-positive Zellen detektieren, 

ebenfalls in Co-Lokalisation mit SOX1.  
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Abbildung 18: SIX1-Analyse der OP auf 
Proteinebene 
Immunologische Detektion des plakodalen 
Markers SIX1 nach Differenzierungsprotokoll 
O-BWF8 an Tag 25 (A) und Tag 30 (B) sowie 
nach Differenzierungsprotokoll O-BWF8/TGF 
an Tag 30 (C). A mit zytoplasmatischer Lokali-
sation des plakodalen Markers EYA2. C zeigt 
nukleäre Lokalisationen von SIX4 in deutlich 
abgrenzbaren, SIX1-negativen Zellen. Die 
Kernfärbung erfolgte mit DAPI.   
Maßstab A-C: 50 µm  
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Abbildung 19: SIX4-Analyse der OP auf 
Proteinebene 
Immunologische Detektion des plakodalen 
Markers SIX4 nach Differenzierungsprotokoll 
O-BWF8 an Tag 25(A) und Tag 30 (B) sowie 
nach Differenzierungsprotokoll O-BWF8/TGF 
an Tag 30 (C). Ohne Co-Lokalisation mit dem 
Neuralleistenmarker MSX1 bzw. phakalem 
Marker SOX1 in A bzw. B. Teilweise Co-Loka-
lisation mit dem anterioren Plakodenmarker 
PAX6 in C. Die Kernfärbung erfolgte mit 
DAPI. 
Maßstab A,C: 50 µm, B: 100 µm  
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Abbildung 20: EYA-Analyse der OP auf Proteinebene 
Immunologische Detektion des plakodalen Markers EYA2 nach Differenzierungsprotokoll O-BWF8 in 
nukleärer Lokalisation an Tag 31 (A). Teilweise Co-Lokalisation mit dem anterioren Plakodenmarker 
PAX6. Keine eindeutige Co-Lokalisation mit dem phakalen Marker SOX1. Immunologische Detektion des 
plakodalen Markers EYA1 nach Differenzierungsprotokoll O-BWF8/TGF an Tag 20 (B), ohne deutliche 
Co-Lokalisation mit dem olfaktorischen Progenitormarker CALB2, zum Teil nukleäre Lokalisation von 
SOX1. Die Kernfärbung erfolgte mit DAPI. Maßstab A,B: 50µm,   
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4.2.3 Vergleichende Analyse der Differenzierungsprotokolle O-BWF8 und O-
BWF8/TGF hinsichtlich der Auszählung definierter Präparatausschnitte 
 

Um eine statistische Aussage über den Vergleich von Differenzierungsprotokoll O-

BWF8 und O-BWF8/TGF treffen zu können, wurden an Tag 12, 18 und 30 differenzierte 

Zellen ausgezählt. Es wurden die immunhistochemischen Färbungen SIX1, SIX4 und 

SOX1 sowie die Färbungen EBF2, MSX1 und SOX1 ausgewählt. Dabei wurden pro Tag 

und pro Färbung jeweils drei Präparate ausgezählt. Es wurde jeweils ein zufälliger Aus-

schnitt in unmittelbarer Umgebung des zentral ausplattierten EB (Abstand etwa 100 µm) 

Abbildung 21: EBF2-Analyse der OP auf 
Proteinebene 
Immunologische Detektion des plakodalen 
Markers EBF2 nach Differenzierungsprotokoll 
O-BWF8 in nukleärer Lokalisation an Tag 
25(A) und Tag 31(B) sowie nach Differenzie-
rungsprotokoll O-BWF8/TGF in nukleärer Lo-
kalisation an Tag 30(C). In A teilweise Co-Lo-
kalisation mit dem Neuralleistenmarker SOX9. 
In B Co-Lokalisation mit dem phakalen Marker 
SOX1. In C in Co-Lokalisation mit SOX1 sowie 
mit umgebenden MSX1-positiven Zellen (Neu-
ralleistenmarker) erfasst. Die Kernfärbung er-
folgte mit DAPI. 
Maßstab A-C: 50 µm, 
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ausgewählt, um einen Bereich zu standardisieren. Dabei wurde nicht beachtet, dass vor 

allem die SIX1-positiven Populationen oft lokal begrenzt, über den Zellverbund verteilt, 

aber eher peripher detektiert werden konnten. Dementsprechend sind diese Auszählungen 

nicht mit oben genannten spezifischen Auszählungen in bezeichneten Regionen zu ver-

gleichen.  

 

 
Abbildung 22: Auswertung der Zellauszählung zum Vergleich von O-BWF8 zu O-BWF8/TGF 
an Tag 12 
Prozentual auf alle DAPI- positiven Kerne ausgerechnete nukleäre Färbungen der angegebenen Marker 
an Tag 12. Unterschiede in der Expression von SIX1 und SOX1 zu Gunsten des Protokolls O-BWF8 und 
SIX4 zu Gunsten des Protokolls O-BWF8/TGF ersichtlich. 
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Abbildung 23: Auswertung der Zellauszählung zum Vergleich von O-BWF8 zu O-BWF8/TGF 
an Tag 18 
Prozentual auf alle DAPI- positiven Kerne ausgerechnete nukleäre Färbungen der angegebenen Marker 
an Tag 18. Deutliche Unterschiede in der Expression von MSX1 und EBF2 zu Gunsten des Protokolls O-
BWF8/TGF ersichtlich. 
  

 
Abbildung 24: Auswertung der Zellauszählung zum Vergleich von O-BWF8 zu O-BWF8/TGF 
an Tag 31 
Prozentual auf alle DAPI- positiven Kerne ausgerechnete nukleäre Färbungen der angegebenen Marker 
an Tag 31. Deutliche Unterschiede in der Expression von MSX1, EBF2 und SOX1 zu Gunsten des Proto-
kolls O-BWF8 und SIX4 zu Gunsten des Protokolls O-BWF8/TGF ersichtlich. 
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4.2.4 Morphologischer Vergleich von O-BWF8 und O-BWF8/TGF 
 

Einen Überblick über die morphologischen Unterschiede der Differenzierungsprotokolle 

O-BWF8 und O-BWF8/TGF erlauben die nachfolgenden Übersichtsbilder. An den Tagen 

6, 8, 10, 18 und 30 wurden Durchlichtaufnahmen angefertigt (Abb. 27). An den Tagen 

12, 18 und 30 wurden Übersichtsaufnahmen der immunhistochemischen Färbungen an-

gefertigt (Abb. 28).  

Die differenzierten Zellen wurden in Abbildung 28 auf SIX1, SIX4 und SOX1 gefärbt. 

Alle Analysen wurden mit der Kernfärbung DAPI gegengefärbt. Der Fokus der Betrach-

tung liegt nicht auf der Analyse der Marker, sondern auf den morphologischen Unter-

schieden der Zellverbünde. Alle Embryoid Bodies wurden an Tag 4 auf Matrigel ausplat-

tiert.  

An Tag 6 lässt sich feststellen, dass die differenzierten Zellen des Protokolls O-

BWF8/TGF flächenmäßig etwas breiter auswachsen (vgl. Abb. 27). An Tag 8 wird deut-

lich, dass sich in der Differenzierung O-BWF8/TGF deutlich mehr Rosetten entwickeln. 

Während sich in der Differenzierung des Protokolls O-BWF8 ein deutlicher Zellverbund 

mit klaren Grenzen aufzeigt, wachsen die Zellen der Differenzierung O-BWF8/TGF un-

strukturierter und mit Abbrüchen im Zellverbund aus. Dabei scheinen die differenzierten 

Zellen des Protokolls O-BWF8 rein morphologisch einem einheitlicheren Zelltyp anzu-

gehören. Im Verlauf bedarf die Zellkultivierung der Differenzierung O-BWF8/TGF grö-

ßere Vorsicht, die Zellverbünde erweisen sich als fragiler und die Zahl der inadhärenten, 

abgestorbenen Zellen nimmt zu. Die zu Beginn stärkere flächenmäßige Ausbreitung der 

Differenzierung O-BWF8/TGF ist im Verlauf der Entwicklung stark rückläufig, an Tag 

30 ist die Differenzierung O-BWF8/TGF8 nicht so sehr von der Anzahl der vorhandenen 

Zellen (Mittelwert Zellzahl in 1 Zählfeld in ausgewählter Vergrößerung 1200 µm; O-

BWF8: 464 (n=6) vs. Mittelwert Zellzahl O-BWF8/TGF: 435 (n=6)), sondern vor allem 

von der Ausbreitung der Zellen her deutlich von Differenzierung O-BWF8 zu unterschei-

den. (vgl. Abb. 30 C vs. D) Wie an Tag 30 ersichtlich, scheinen die randständigen Zellen 

der Differenzierung O-BWF8/TGF wallartige Ansammlungen zu bilden, die Fläche ist 

stark reduziert. Auffällig viele der Zellen in der Differenzierung O-BWF/TGF scheinen 

jetzt morphologisch einem gleichen Zelltyp mit großer runder Zellfläche zu entsprechen. 

In der Differenzierung O-BWF8 hingegen zeigt sich an Tag 30 eine breitflächige Aus-

dehnung über das ganze Deckglas hinweg. (Abb. 30). Es zeigen sich verschiedenartige 
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oft kreisrunde Zellansammlungen, mit ausgedehntem Wachstum nicht nur in der horizon-

talen, sondern auch in der vertikalen Achse, erkennbar an übereinander liegenden Zell-

schichten. 

 

  
Abbildung 30: Fluoreszenzaufnahme von O-BWF8 und O-BWF8/TGF an Tag 30 
Morphologischer Vergleich der Differenzierungen O-BWF8 (A, C) und O-BWF8/TGF (B,D) an den Tagen 
12(A,B) und 30 (C,D). Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von immunhistochemischen Färbungen mit 
SIX1 (grün), SIX4 (rot), SOX1 (weiß) und der Kernfärbung DAPI (blau). Maßstab 1200 µm 
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Abbildung 31: Lichtmikroskopische Aufnahmen von O-BWF8 und O-BWF8/TGF 
Gezeigt werden Lichtmikroskopische Aufnahmen der Differenzierungsprotokolle O-BWF8 und O-
BWF8/TGF an den Tagen 6, 8, 10, 18 und 30. Der Maßstab ist einheitlich 1000 µm. 
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4.3 Analyse des Differenzierungsprotokolls O-BWF8 auf RNA-Ebene 
 

Auf Grundlage der Ergebnisse der Kultivierung und Proteinanalyse der Differenzierungs-

protokolle O-BWF8 und O-BWF8/TGF wurde eine weiterführende Analyse auf RNA-

Ebene nur für die Differenzierung O-BWF8 durchgeführt.   

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der RNA-Analyse hinsichtlich der Ent-

wicklung einer PPR sowie einer OP vorgestellt.   

Die Expressionsdaten werden im Verlauf an Tag 16, 20, 25 und 30 dargestellt. Die Ex-

pressionen von spezifischen Markern werden hier hinsichtlich ihres zeitlichen Verlaufs 

aufgezeigt. Alle Expressionen wurden auf das Referenzgen GAPDH bezogen. Als Refe-

renzgruppe wurden hiPSZ eingesetzt.  

Die differenzierten Zellen wurden auf RNA-Ebene auf die spezifischen PPR-Marker SIX 

und EYA, sowie auf die zusätzlichen Marker DLX5, SIX3, EBF2 und FOXG1 hin unter-

sucht. Zusätzlich eingesetzt wurden SOX1 sowie FOXE3.  

SIX1 zeigt als spezifischer präplakodaler und plakodaler Marker (mit Ausnahme der Lin-

senplakode) bis Tag 25 einen flachen Anstieg, um dann an Tag 30 mit vielfacher (ca. 68-

fache) Expression aufzufallen. PAX8 gilt als Marker für die posteriore PPR zeigt wie SIX3 

einen konstanten Anstieg im Expressionsverlauf mit einzeitigem Abfall an Tag 25. SIX3 

wird als wichtiger Marker für die anteriore Plakodenregion gehandelt.  

Der präplakodale Marker EYA2 zeigt einen signifikanten Expressionsanstieg an Tag 16, 

dann jedoch einen konstanten leicht abfallenden Verlauf. Der präplakodale Marker EYA1 

zeigt konstant ansteigende Expressionsdaten mit Signifikanz an Tag 16.  

EBF2, früher Marker für das embryonale Nervensystem und später Marker für olfaktori-

sche Progenitoren zeigt ebenfalls konstant ansteigende Expressionsdaten mit Signifikanz 

an Tag 20.  

DLX5 gilt als wichtiger Faktor bei der Entwicklung der Grenzregion und der Differenzie-

rung der PPR. Es zeigt sich eine deutliche höchste RNA-Expression von DLX5 an Tag 

20 und ein steiler Abfall der Expression an Tag 25.  

Die Expressionsdaten von FOXE3, Marker für die PPR, spezifisch für die frühe Linsen-

plakode, zeigen einen steilen Expressionsgipfel an Tag 25 mit anschließender starker Re-

duktion der Ausprägung an Tag 30. Dabei fallen die Expressionsdaten unter die Ergeb-

nisse von Tag 20. 
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Die Expressionsanalysen von SOX1 zeigen einen konstant ansteigenden Verlauf mit 

ebenfalls drastischem Peak an Tag 25. Anschließend reduziert sich die RNA-Expression, 

zeigt aber im Vergleich zu Tag 20 weiterhin erhöhte Expressionen.  

 

  
Abbildung 25: SIX3 und DLX5 Genexpressionsanalyse 
Die Grafik zeigt die relative RNA-Expression von SIX3 und DLX5 an den Tagen 16, 20, 25 und 30. Die 
Daten sind bezogen auf hiPSZ und mit dem Referenzgen GAPDH verrechnet. Die Signifikanz bezieht sich 
auf hiPSZ: p ≤ 0,005: ** 
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Abbildung 26: SIX1, PAX8 und FOXG1 Genexpressionsanalyse 
Die Grafik zeigt die relative RNA-Expression von SIX1, PAX8 und FOXG1 an den Tagen 16, 20, 25 und 
30. Die Daten sind bezogen auf hiPSZ und mit dem Referenzgen GAPDH verrechnet. Die Signifikanz be-
zieht sich auf hiPSZ: p ≤ 0,05: * 
 
 

  
Abbildung 27: EBF2, EYA2 und EYA1 Genexpressionsanalyse 
Die Grafik zeigt die relative RNA-Expression von EBF2, EYA2 und EYA1 an den Tagen 16, 20 und 30. Die 
Daten sind bezogen auf hiPSZ und mit dem Referenzgen GAPDH verrechnet. Die Signifikanz bezieht sich 
auf hiPSZ: p ≤ 0,05: * 



   75  

  
Abbildung 28: FOXE3 und SOX1 Genexpressionsanalyse 
Die Grafik zeigt die relative RNA-Expression von FOXE3 und SOX1an den Tagen 16, 20, 25 und 30. Die 
Daten sind bezogen auf hiPSZ und mit dem Referenzgen GAPDH verrechnet. Die Signifikanz bezieht sich 
auf hiPSZ: p ≤ 0,05: * 
 
4.3.4 Zusammenführende Analyse des Differenzierungsprotokolls O-BWF8 hinsichtlich 
der Generierung der PPR 
 

Zusammenfassend konnten die präplakodalen Marker SIX1 sowie EYA2 auf Protein- und 

RNA-Ebene detektiert werden, wobei sich EYA2 jedoch nur zytoplasmatisch darstellt. 

Während SIX4-positive Zellen bereits ab Tag 12 analysiert werden können, können ein-

zelne SIX1-positive Zellen erst ab Tag 15 detektiert werden. Auf RNA Ebene konnte 

zusätzlich EYA1 detektiert werden. Eine gesteigerte Expression von SIX4 konnte jedoch 

auf RNA-Ebene nicht detektiert werden.  

Auch der neuroembryonale Marker EBF2 lässt zu diesen Zeitpunkten bereits analysieren.  

Zum Teil liegen Co-Lokalisationen der präplakodalen Marker untereinander, sowie auch 

mit den Markern MSX1, SOX1, SOX9 vor.  

  
4.3.5 Zusammenführende Analyse des Differenzierungsprotokolls O-BWF8 an Tag 25 
und 30 
 

Zusammenfassend lassen sich an Tag 25 und 30 sowohl auf Proteinebene als auch auf 

RNA-Ebene weiterhin positive SIX1-Signale analysieren. Dabei zeigen die Ergebnisse 
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wesentlich stärkere Signale an Tag 30, einerseits mit erhöhter Expression auf RNA-

Ebene, andererseits mit flächendeckender nukleärer Lokalisation in der immunhistoche-

mischen Färbung.  

SIX4 lässt sich weiterhin auf Proteinebene detektieren, zu diesen späteren Zeitpunkten 

jedoch vermehrt ohne Co-Lokalisation mit neuralen Markern. Auf RNA-Ebene bleibt die 

Expression aus. EYA1 und EYA2 lassen sich weiterhin auf RNA-Ebene detektieren, auf 

Proteinebene zeigt EYA2 an Tag 30 auch nukleäre Lokalisationen.  

EBF2 lässt sich als Marker für olfaktorische Vorläuferzellen sowohl auf Protein-, als auch 

auf RNA-Ebene mit ansteigendem Expressionsverlauf analysieren. Der ebenfalls spezi-

fische olfaktorische Marker für Vorläuferzellen FOXG1 lässt sich ebenfalls auf RNA-

Ebene detektieren.  

Auch eine starke Ausprägung der Linsenmarker FOXE3 und SOX1 an Tag 25 sowie ein 

deutlicher Expressionsanstieg des posterioren Plakodenmarkers PAX8 an Tag 30 wurden 

analysiert. 

 

4.4. Generierung olfaktorischer Rezeptorneurone 
 

Im folgenden Abschnitt wird untersucht, ob im Rahmen der in vitro Differenzierung mit 

dem Protokoll O-BWF8/RA ORN generiert werden können. Dabei wurden die Zellen im 

Langzeitversuch bis Tag 140 kultiviert. Protokoll O-BWF8/RA weicht dabei von Proto-

koll O-BWF8 hinsichtlich der Beschichtung, eines verlängerten Einsatzes des BMP4-

Antagonisten Dorsomorphin und der Zugabe von Retinsäure sowie neurotrophen Sub-

stanzen ab (vgl. Tabelle 2.7). Die differenzierten Zellen wurden auf Proteinebene und auf 

RNA-Ebene zu den Zeitpunkten Tag 78, Tag 100, Tag 120 und Tag 140 analysiert.  

Besonderes Augenmerk liegt dabei auf dem Marker OMP, der als spezifisch für reife 

ORN angesehen wird.  

 

4.4.1 Analyse des Differenzierungsprotokolls O-BWF8/RA auf Proteinebene  
 

Auf Proteinebene wurden alle Analysen neben OMP zusätzlich auf den neuronalen Mar-

ker TUBB3 hin analysiert, welcher hier als Abgrenzung reifer ORN zu anderen Neuronen 

herangezogen wird. Definiert wurden ORN als bipolare Neurone mit positiver OMP-Fär-

bung und negativer TUBB3-Färbung. Zusätzlich wurden auf Proteinebene Faktoren der 
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olfaktorischen Signalkaskade (GOLF und TMEM16B), Marker heranreifender ORN 

(CALB2) sowie weitere Marker reifer Neurone (NCAM2) zur Analyse herangezogen. 

Die differenzierten Zellen wurden auf Proteinebene an Tag 100, 120 und 140 auf die 

spezifischen Marker hin analysiert. 

Auf Proteinebene können ab Tag 100 OMP-positive Neurone ohne Co-Lokalisation mit 

TUBB3 detektiert werden (Abb. 36). Die Neurone besitzen eine eindeutige bipolare Mor-

phologie (vgl. Abb. 38). An Tag 100 können außerdem NCAM2-positive Zellen in Co-

Färbung mit OMP, ohne TUBB3 Co-Färbung detektiert werden. Auch an Tag 120 lassen 

sich Populationen von OMP-positiven, TUBB3-negativen bipolaren Neuronen analysie-

ren. Es können auch OMP-positive sowie TUBB3-positive Neurone an Tag 120 detektiert 

werden, die zusätzlich CALB2, einen Vorläufermarker, exprimieren. Diese Art der Neu-

rone werden hier als ORN in einer intermediären Reifungsstufe eingestuft. TMEM16B-

positive Neurone treten kaum auf, wenn, dann mit Lokalisation im Zellkörper. Die erwar-

tete Lokalisation von TMEM16B in den Dendriten der Neurone konnte nicht detektiert 

werden.  

Die OMP-positiven und TUBB3-negativen Neurone sind morphologisch bipolar und 

nicht nur einzeln in der Kultur zu finden, sondern in kleinen Populationen angeordnet. 

Eine Präferenz der Lokalisation oder der Anordnung der Populationen lässt sich nicht 

feststellen. Die Populationen scheinen an Tag 140 zuzunehmen und größer zu werden, 

eine Auszählung wurde jedoch nicht durchgeführt.  
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Abbildung 29: OMP-Analyse auf Proteinebene an Tag 100 – Übersichtsbild gruppierter ORN 
Immunologische Detektion von OMP (rot) an Tag 100 in bipolaren Neuronen ohne Co-Lokalisation mit 
TUBB3 (weiß). Die Kernfärbung erfolgte mit DAPI. A Vergrößerungsaufnahme von B. Maßstab A: 50 µm, 
B: 200 µm 
 

  
Abbildung 30: OMP-Analyse auf Proteinebene an Tag 140 – Übersichtsbild gruppierter ORN 
Immunologische Detektion von OMP (rot) an Tag 140 in bipolaren Neuronen ohne Co-Lokalisation mit 
TUBB3. Die Kernfärbung erfolgte mit DAPI. B Vergrößerungsaufnahme von A. Maßstab A: 100 µm, B: 50 
µm 
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Abbildung 31: Darstellung bipolarer Neurone - Proteinanalyse von OMP und TUBB3 an Tag 
100, 120 und 140 
Immunologische Detektion von OMP (rot) an Tag 100 (A), 120 (B) und Tag 140 (C, D) in bipolaren Neu-
ronen ohne Co-Lokalisation mit TUBB3 (weiß). Die Kernfärbung erfolgte mit DAPI. Maßstab A-D: 50 µm 
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Abbildung 32: NCAM2- und CALB2- Analyse auf Proteinebene an Tag 100 und 120 
Immunologische Detektion von NCAM2 (A) an Tag 100 in bipolaren Neuronen in Co-Lokalisation mit 
OMP, ohne CO-Lokalisation mit TUBB3. Detektion von CALB2 an Tag 120 (C) in einem bipolaren Neuron 
mit Co-Lokalisation von OMP und TUBB3.  Die Kernfärbung erfolgte mit DAPI. Maßstab A-D: 50 µm 
 

4.4.2 Analyse der RNA-Expressionen des Differenzierungsprotokolls O-BWF8/RA im 
Verlauf  
 

Im Folgenden werden die RNA-Expressionsdaten im Verlauf an Tag 78, Tag 100 und 

Tag 120 dargestellt. Die Expressionen von OMP, TUBB3, TMEM16B, GOLF, NCAM2 

und CALB2 wurden bestimmt. Zusätzlich wurden weitere Marker für olfaktorische Vor-

läufergene (EBF2, ASCL1, NGN1, NEUROD1) sowie zwei olfaktorische Rezeptorgene 

(OR1G1, OR1A1) analysiert. Alle Expressionen wurden auf das Referenzgen GAPDH 

bezogen. Als Referenzexpression werden hiPSZ eingesetzt.   

Die Marker für reife Neurone NCAM2 und TUBB3 zeigen in der Analyse einen vergleich-

baren Verlauf mit bereits erheblich gesteigerter Expression an Tag 78. Auch OMP, das 

Markerprotein für reife ORN, zeigt bereits an Tag 78 einen eindeutigen Anstieg der Ex-

pression. Ähnlich zum Verlauf der Expression von NCAM2 und TUBB3 stellt sich ein 

Abfall der Expressionsdaten an Tag 100 mit erneuter steiler Zunahme der Expression an 

Tag 120 dar. Auch die Expressionen der olfaktorischen Rezeptorgene OR1G1 und 

OR1A1 zeigen einen vergleichbaren Verlauf. Die RNA-Expression von GOLF, Faktor 

der olfaktorischen Signalkaskade, zeigt einen leichten Anstieg an Tag 78 und anschlie-

ßend einen konstanten bis leicht abfallenden Verlauf.   
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Die Expressionsdaten der olfaktorischen Vorläufergene EBF2, CALB2, ASCL1, NGN1 

und NEUROD1 zeigen einen ähnlichen Verlauf wie OMP mit signifikantem Anstieg an 

Tag 120. FOXG1, ebenfalls Marker für olfaktorischer Vorläufer, zeigt seine höchste 

RNA-Expression an Tag 100.  Die Expressionsverläufe deuten eventuell darauf hin, dass 

die olfaktorischen Neuronenpopulationen an Tag 100 einer vergleichsweise geringeren 

Ausprägung unterliegen. 

 

  
Abbildung 33: NCAM2, OMP und TUBB3 Genexpressionsanalyse 
Die Grafik zeigt die relative RNA-Expression von NCAM2, OMP und TUBB3 an den Tagen 78,100 und 
120. Die Daten sind bezogen auf hiPSZ und mit dem Referenzgen GAPDH verrechnet. Die Signifikanz 
bezieht sich auf hiPSZ: p ≤ 0,005: *** 
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Abbildung 34: OR1A1 und OR1G1 Genexpressionsanalyse 
Die Grafik zeigt die relative RNA-Expression von OR1A1 und OR1G1 an den Tagen 78,100 und 120. Die 
Daten sind bezogen auf hiPSZ und mit dem Referenzgen GAPDH verrechnet. Die Signifikanz bezieht sich 
auf hiPSZ: p ≤ 0,05: * 
 

  
Abbildung 35: EBF2, GOLF und CALB2 Genexpressionsanalyse 
Die Grafik zeigt die relative RNA-Expression von EBF2, GOLF und CALB2 an den Tagen 78,100 und 120. 
Die Daten sind bezogen auf hiPSZ und mit dem Referenzgen GAPDH verrechnet. Die Signifikanz bezieht 
sich auf hiPSZ: p ≤ 0,05: *, p ≤ 0,005: *** 
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Abbildung 36: ASCL1, NGN1, NEUROD1 und FOXG1 Genexpressionsanalyse 
Die Grafik zeigt die relative RNA-Expression von ASCL1, NGN1 und NEUROD1 an den Tagen 78,100 und 
120. Die Daten sind bezogen auf hiPSZ und mit dem Referenzgen GAPDH verrechnet. Die Signifikanz 
bezieht sich auf hiPSZ: p ≤ 0,05: *, p ≤ 0,01: ** 
 

4.4.4 Zusammenführende Analyse des Differenzierungsprotokolls O-BWF8/RA 
 

Sowohl auf Proteinebene als auch auf RNA-Ebene konnten deutlich OMP-positive Sig-

nale nachgewiesen werden. In der immunhistochemischen Färbung zeigten sich auch 

morphologisch typische bipolare Neurone, teils vereinzelt, teils in Populationen angeord-

net. Es konnte ein deutlicher Expressionsanstieg aller getesteten Vorläufermarker auf 

RNA-Ebene detektiert werden. Auch bei den Markern der olfaktorischen Rezeptoren so-

wie der olfaktorischen Signalkaskade konnte ein deutlicher Expressionsanstieg analysiert 

werden. Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass das Differenzierungsprotokoll O-

BWF8/RA dazu geeignet ist, sowohl auf Proteinebene OMP-positive Neurone zu gene-

rieren, als auch auf RNA-Ebene alle getesteten Marker für olfaktorische Vorläuferneu-

rone und ORN in gesteigerter Expression zu detektieren.  
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5. Diskussion  

Humane induziert pluripotente Stammzellen (hiPSZ) stellen eine enorme Errungenschaft 

für den Fortschritt der Stammzellforschung dar. Die Technik bietet im Vergleich zu emb-

ryonalen Stammzellen die Möglichkeit einer ethisch weitaus unbedenklicheren For-

schung mit einer großen Zahl an Wiederholungs- und Anpassungsmöglichkeiten. Dabei 

ist die Stammzellforschung mit hiPSZ, mit der Entdeckung durch Takahashi et al. im Jahr 

2007 [17] ein sehr junges Feld und auch die Differenzierung sensorischer Systeme ist 

noch unausgereift. Nach heutigem Wissenstand erfolgte bislang keine erfolgreiche spe-

zielle Generierung von olfaktorischen Rezeptorneuronen (ORN) aus der hiPSZ-Differen-

zierung außerhalb der Forschungsgruppe Scensation der Neuroanatomie Tübingen. In-

vitro Modelle anderer sensorischer Systeme aus hiPSZ und embryonalen Stammzellen, 

wie z.B. reife Linsenfasern, trigeminale Neurone, hormonproduzierende Adenohypophy-

senzellen und otische Vorläuferzellen konnten bereits generiert werden [22, 23, 40]. Ol-

faktorische Modelle aus embryonalen Mausstammzellen konnten mithilfe der Zugabe 

von adultem Gewebe bereits erfolgreich induziert werden [85]. 

Die Komplexität der embryologischen Entwicklung und des Zusammenspiels aus indu-

zierenden Faktoren erschwert eine olfaktorische Differenzierung in vitro ohne Gewebe-

zusätze. Nichtsdestotrotz sind eine tiefergehende Analyse und ein Nachvollziehen der 

embryologischen Vorgänge sowie die Generierung olfaktorischen Gewebes ungemein 

wichtig. Dabei wird gewährleistet, in Zukunft ein besseres Verständnis sowohl für das 

Riechen an sich entwickeln zu können, als auch Modelle zur Erforschung von Krankhei-

ten, von Behandlungskonzepten und Medikamenten zu erschaffen.  

Das Ziel dieser Arbeit ist, ORN und ihre embryologischen Entwicklungsschritte, die prä-

plakodale Region (PPR) und die olfaktorische Plakode (OP) zu erfassen.  

Im Folgenden werden die Auswertungen diskutiert, sowie die verwendeten induzierenden 

Signalwege und die zur Analyse herangezogenen Marker hinsichtlich ihrer Eignung be-

trachtet. 
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5.1 Kulturverhältnisse  
 

Nicht ganz eindeutig ist die Entscheidung über den Zeitpunkt der Anwendung der ver-

schiedenen Zusätze. Im Differenzierungsprotokoll O-BWF8 werden im ersten Schritt 

EBs generiert, welche als 3D-Kultur in den ersten 4/5 Tagen eine adäquate Differenzie-

rung nach möglichst naturgemäßem Modell ermöglichen sollen. Die dreidimensionale 

Kultur ermöglicht die Entstehung von komplexen Zelladhäsionen und parakriner Signal-

transduktion, welche die Differenzierung und Morphogenese von nativem Gewebe-Er-

satz fördern [86, 87]. Dabei wird zu Beginn der Rock-Inhibitor Y-27632 eingesetzt, um 

protektiv auf die vereinzelten hiPSZ zu wirken [88]. Die anschließende Ausplattierung 

der EBs als 2D-Kultur an Tag 4/5 ermöglicht eine einfachere und schnellere Beobachtung 

und Analyse der auswachsenden Zellkultur. Die Kombination aus 3D-und 2D-Kultur soll 

eine möglichst „reale“ Ausganssituation mit einfachen Analyse- und Kulturbedingungen 

schaffen [89]. Viele andere Modelle mit pluripotenten Stammzellen arbeiten nur in 2D-

Kultur [21, 22, 62], was einen Vergleich des zeitlichen Ablaufs der Differenzierung er-

schwert.  

 

5.2 Wurden im Laufe der Differenzierung die richtigen Signalwege beachtet?  

 

Im Laufe der Differenzierung wurden zu bestimmten Zeitpunkten Signalmoleküle und 

Wachstumsfaktoren zugegeben, um eine adäquate Differenzierung der PPR zu gewähr-

leisten.  

Dabei wurden in einer sehr frühen Phase, von Tag 3-5 der TGF-Inhibitor SB431542 so-

wie BMP4 zugegeben, um eine Induktion in Richtung nicht neurales Ektoderm zu bewir-

ken. BMP4 wird zwar benötigt, um nicht-neurales Ektoderm zu induzieren, jedoch nicht, 

um es aufrechtzuerhalten oder weiter zu differenzieren [65]. 

Eine längere Induktion mit dSMADi (BMP4- und TGF-Inhibition) führt zu einer Diffe-

renzierung in Richtung neuraler Zellen (ZNS), weshalb der TGF-Beta-Inhibitor 

SB431542 in Protokoll O-BWF8 an Tag 4 abgesetzt wird [22]. Mit Beginn der BMP4-

Antagonisierung durch Dorsomorphin an Tag 5 soll die Differenzierung in Richtung PPR 

gelenkt werden [58]. Der Zusatz von FGF2 induziert im frühen Stadium eher SIX1-posi-

tive Zellkulturen als der Zusatz von FGF8, weshalb erst an Tag 8 von FGF2 auf FGF8 

gewechselt wurde [62]. FGF8 unterdrückt im Anschluss die frühe Linsendifferenzierung 
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und fördert die Generierung olfaktorischer Vorläuferzellen [48]. Auch der Zusatz eines 

Wnt-Inhibitors ab Tag 5 fördert die Ausbildung der PPR auf Kosten der Neuralleisten-

zellen [24, 28, 29]. Die anterioren Plakoden werden durch ein vermindertes Wnt-Signal 

und die posterioren Plakoden durch ein verstärktes Wnt-Signal gefördert [24]. Die kom-

binierten Zusätze der Signalwege scheinen zu einer Generierung sowohl von PPR als 

auch von plakodalen Zellen geeignet sein. Nicht zu unterschätzen sind dabei jedoch auch 

die parakrinen Signalwege zwischen den verschiedenen Zelltypen. Es wurde in Protokoll 

O-BWF8 untersucht, ob ein verlängertes Signal des BMP4-Antagonisten Dorsomorphin 

und des Wnt-Antagonisten IWR1e sowie ein verlängerter Einsatz des TGF- Beta-Inhi-

bitors zu einer verstärkten Ausbildung anteriorer Plakodenregionen beitragen (s.u.). 

Zusammenfassung:  

à Variationen im zeitlichen Einsatz der Signalwege sollten weiter überprüft werden 

eventuell auch hinsichtlich der Dosierung 

 

5.2.1 Stellen die Anpassungen hinsichtlich des TGF-Beta Signalwegs eine Verbesserung 
der Differenzierung in Protokoll O-BWF8/TGF im Vergleich zu O-BWF8 dar? 
 

Schon hinsichtlich der Morphologie lassen sich Unterschiede in den Differenzierungen 

feststellen. Mithilfe des Differenzierungsprotokolls O-BWF8/TGF entwickeln sich weit-

aus mehr Rosetten, was für eine stärkere Induktion neuraler Zellen spricht [90, 91]. Auch 

können in der Zellkultur bereits an Tag 30 morphologisch Neurone detektiert werden, 

was in der Differenzierung mit O-BWF8 nicht der Fall ist (nicht gezeigt). TGF-Beta-

Signale spielen eine große Rolle bei der Differenzierung des neuralen Systems und schei-

nen so auch hier eher neurale Zellen zu induzieren [61, 92]. Nichtsdestotrotz werden im 

Zeitraum Tag 12-18 die präplakodalen Marker SIX1, SIX4, EYA1 und EYA2 detektiert. 

Dabei weisen SIX4 und EYA2 teilweise Co-Lokalisationen mit PAX6 auf, was für die 

Entwicklung anteriorer PPR-Zellen spricht. Die fehlenden Co-Lokalisationen mit SOX1 

deuten darauf hin, dass die analysierten Zellen (noch) keinen phakalen Charakter entwi-

ckelt haben.  

Besonders positiv ist hier die erstmalige Detektion von EYA1 auf Proteinebene sowohl 

an Tag 12 als auch an Tag 30, sowie die Detektion von EYA2 an Tag 18, welche in der 

Differenzierung mit Protokoll O-BWF8 ausbleibt. Dafür ist jedoch die Analyse von SIX1 

nicht so eindeutig und ergiebig wie in der Differenzierung O-BWF8 und auch an Tag 30 
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bleiben flächendeckende SIX1 Populationen aus. Der olfaktorische Vorläufermarker 

EBF2 ist selten und nur in sehr kleinen Populationen aufzufinden und zeigt Co-Lokalisa-

tionen mit dem Linsenmarker SOX1, ohne dabei jedoch Marker der Neuralleiste zu ex-

primieren, was eher für die Entwicklung plakodaler Zellen spricht.  

In der Zellauszählung zeigen sich unterschiedliche Ergebnisse, SIX4 tritt zu allen Zeit-

punkten in Protokoll O-BWF8/TGF gehäufter auf. Die Ergebnisse der Auszählung von 

SIX1 sind zu allen Zeitpunkten sehr niedrig (zwischen 10-20 %), leicht überlegen jedoch 

in Differenzierung mit O-BWF8. Beachtet werden muss, dass zufällig ein Bereich in un-

mittelbarer Nähe des ausplattierten EBs ausgewählt wurde und zu frühen Zeitpunkten oft 

nur einzelne Bereiche/Zellen z.B. SIX1 positiv sind. An Tag 30 konnten als Vergleich in 

speziell ausgewählten Regionen 86 % der Zellen als SIX1-positiv identifiziert werden. 

Auch wird in allen Differenzierungen ersichtlich, dass Marker der Neuralleiste gehäuft in 

Nähe des ausplattierten EBs auftreten, was die hohe Expression von MSX1 erklärt. Die 

hohe Expression von SOX1 in Differenzierung O-BWF8 an Tag 30 deutet darauf hin, 

dass in dieser Differenzierung wesentlich mehr plakodale Zellen, wenn auch mit phaka-

lem Charakter, differenziert wurden. Zu erwähnen ist hierbei, dass auch SOX1 gehäuft in 

der Nähe des ausplattierten EBs, bzw. um Zellanhäufungen wie z.B. Rosetten herum auf-

tritt. Das hier vorgenommene Auswertungsmodell sowie die auswählten Zahlfelder sind 

zu Analyse und Vergleich der Protokolle nicht optimal geeignet. Zudem sind die Unter-

schiede in der Zellauszählung nicht signifikant. Eine flächendeckendere Auszählung oder 

Analyse via FACS wäre hilfreich, um genauere Angaben über die Effizienz der Proto-

kolle geben zu können.  

Allerdings fällt besonders an Tag 30 ein eklatanter Unterschied in der Zellzahl und der 

Zellausbreitung auf (Abb. 28). Das Protokoll O-BWF8/TGF scheint zwar, ersichtlich an-

hand der positiven Analyse der spezifischen präplakodalen Marker, zu Beginn die Aus-

bildung der PPR ähnlich stark zu fördern wie das Protokoll O-BWF8. Im Zeitraum von 

30 Tagen scheint jedoch die Differenzierung die plakodalen Zellen nicht explizit geför-

dert zu werden und allgemein Zellwachstum verhindert zu werden. Beachtet werden muss 

hierbei jedoch auch, dass in Protokoll O-BWF8/TGF ein Grundmedium ohne den Zusatz 

von B27 verwendet wurde, was beim Wachstum differenzierter Neurone eine Rolle spielt 

[93]. Möglicherweise ist ein verlängerter Zusatz von TGF-Inhibitoren zu Beginn eines 

Differenzierungsprotokolls förderlich für die Ausbildung der PPR, günstig für die 
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Ausbildung der OP scheint eine dauerhafte TGF-Beta-Antagonisierung sowie der verlän-

gerte Einsatz von IWR1e und Dorsomorphin aber nicht zu sein. Um explizitere Aussagen 

treffen zu können, muss das Protokoll O-BWF8/TGF jedoch auch auf RNA-Ebene noch 

eindeutiger untersucht werden. Ebenso sollte eine Untersuchung hinsichtlich der Beein-

flussung des Grundmediums untersucht werden. Schon aufgrund der Kulturunterschiede, 

aber auch aufgrund der deutlich positiven Ergebnisse von Protokoll O-BWF8 wurde die 

nachfolgende Analyse und Differenzierung mit O-BWF8 fortgeführt. Auch die nachfol-

gende Diskussion orientiert sich hieran.  

 

Zusammenfassung:  

à das hier vorgenommene Auswertungsmodell zur Analyse ist nicht optimal geeignet, 

um die Protokolle miteinander zu vergleichen 

à O-BWF8/TGF scheint die Ausbildung der PPR zu Beginn ähnlich stark zu fördern wie 

O-BWF8, im 30-tägigen Zeitraum scheint die Differenzierung plakodaler Zellen jedoch 

nicht explizit gefördert und Zellwachstum generell verhindert zu werden 

à aufgrund der positiven Ergebnisse von O-BWF8 sowie der Kultivierungsunterschiede 

wurde die nachfolgende Analyse und Differenzierung mit dem Grundprotokoll O-BWF8 

fortgeführt  

 

5.3 Ist eine Identifikation der Präplakodalen Region durch das Differenzierungsprotokoll 
O-BWF8 möglich? 
 

5.3.1 Betrachtung von SIX und EYA hinsichtlich der Differenzierung der PPR 
 

Die Lokalisation der präplakodalen Zellen in vitro ist nicht spezifisch, wird aber im Zu-

sammenhang mit der Ausbildung der Rosetten beschrieben [94], weshalb die deutliche 

Ausprägung der Rosetten zwischen Tag 12-20 (vgl. Abb. 16, C) als günstig für eine Ana-

lyse der präplakodalen Marker in diesem Zeitraum angesehen wurde. 

Eine besondere Rolle in der Analyse spielen die spezifischen PPR-Marker SIX und EYA 

[29, 31, 34, 95]. In unserer Analyse konnten auf Proteinebene erst ab Tag 15 vereinzelte 

SIX1-positive Populationen in den randständigen Bereichen analysiert werden. In ande-

ren Publikationen konnten im 2D-Kulturmodell SIX1-positive Zellen bereits an Tag 11 

[22], bzw. Tag 8 [21] nachgewiesen werden. Wie bereits erwähnt, ist jedoch ein zeitlicher 
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Vergleich der Expressionen zwischen 2D und 3D bzw. 3D+2D Kultur nicht adäquat. Zu-

sätzlich müssen Unterschiede im verwendeten Zellmodell beachtet werden, da in anderen 

Publikationen heSZ verwendet wurden.  

In Experimenten im Xenopus wurde bewiesen, dass ein Knock-Down von Six1-Genen in 

der Grenzregion die Expression von anderen präplakodalen Markern reduziert und dage-

gen Neuralleisten- und epidermale Signale verstärkt werden [44]. Bei Gain-of function 

Experimenten im Xenopus traten dementsprechend umgekehrte Ergebnisse auf.  Auch in 

Mäusen führen Six1-Knock-out Experimente zu schweren Defekten in sensorischen 

Strukturen des olfaktorischen Systems sowie des Innenohrs [24, 28, 31]. Außerdem ent-

stehen weitere Defizite, unter anderem im muskulären oder nephrologischen Bereich, da 

wie bereits beschrieben auch hier Six1 eine Rolle in der Entwicklung spielt [22]. Zwar 

kann Six1 auch in der PPR der Maus detektiert werden, jedoch lassen sich Defekte bei 

Six1-Knock-out Mäusen eher in der späteren plakodalen Morpho- und Neurogenese als 

in der PPR finden. Vermutlich formiert sich die PPR aufgrund der verbleibenden Aktivi-

tät von Six2 und Six4 [24]. Präplakodale Gene werden bei Six1-Missexpression so zwar 

weiterhin exprimiert, es können aber weder Pax-Proteine, noch reife Plakoden ausgebil-

det werden [28]. Dies deutet darauf hin, dass die PPR (in evtl. reduzierter Form) auch 

ohne Expression von Six1 induziert werden kann, während Six1 für die Entwicklung der 

Plakoden von essentieller Bedeutung ist. Möglicherweise ist dies eine Erklärung für die 

lokal begrenzten und vereinzelten Expressionen von SIX1 an Tag 15-25 und die erst an 

Tag 30 ausgedehnten SIX1 Expressionen in der Differenzierung O-BWF8. Diese Er-

kenntnisse würden die Annahme erhärten, dass an Tag 12-25 vor allem präplakodale Zel-

len generiert werden, während an Tag 30 bereits eine spezifischere plakodale Kultur vor-

liegt. Gleichzeitig deuten die Erklärungen darauf hin, dass eine effizientere Differenzie-

rung der PPR vonnöten wäre und damit eine noch effizientere Ausbeute hinsichtlich pla-

kodaler Zellen möglich wäre. 

SIX4 ist schon ab Tag 12 großflächig nukleär lokalisiert, wie in Abbildung 18 ersichtlich 

ist. Zu einem früheren Zeitpunkt wurde keine Färbung durchgeführt, weshalb keine An-

gaben darüber gemacht werden können, ab wann SIX4 positive Zellen zu detektieren 

sind. Die Co-Lokalisationen mit dem neuroektodermalen Marker SOX1 [41] und dem 

nicht-neuroektodermalen Marker MSX1 [28] sprechen jedoch für ein sehr frühes Stadium 

der Differenzierung, der neuralen Grenzzone, in welcher nicht-neurales und neurales 
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Ektoderm weitgehend überlappen [28]. Im Verlauf spielt Sox1 eine Rolle bei der Ent-

wicklung der Linsenplakode und ist im Huhn bereits in Stadium 14 (ca. 50 h, 22 Somiten) 

in Linsenvorläufern zu detektieren [42]. Msx1-Genexpressionen gelten im Xenopus im 

frühen Entwicklungsstadium als Marker für die Epidermis. Schwache Signale zeigen sich 

auch in der Grenzregion anterior der Neuralplatte, stärkere Expressionen finden sich spä-

ter im posterioren Teil der PPR. Im Verlauf wird Msx1 als spezifisch für die Neuralleiste 

angesehen [30, 31, 33]. Im Gegensatz zu den Ergebnissen auf Proteineben lassen sich 

keine aussagekräftigen Ergebnisse der SIX4-Expression auf RNA-Ebene treffen, da die 

biologische Varianz sehr hoch ist. Es könnte entweder tatsächlich keine SIX4-RNA zu 

detektieren sein, oder bei der Analyse lagen technische Probleme vor. Die eindeutige 

Analyse auf Proteinebene macht wahrscheinlich, dass bei der Analyse technische Prob-

leme vorlagen.  

Die Detektion von EYA2 erfolgte an Tag 12 nur im Zytoplasma (Abb. 19), was darauf 

hindeutet, dass die Interaktion mit den Six-Proteinen, welche Eya in den Nukleus translo-

zieren [46, 96], an Tag 12 noch nicht gegeben ist. Es wird vermutet, dass die Funktion 

des Eya2-Proteins sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus erfüllt wird. [45] Auch die 

RNA-Expressionen stützen das Ergebnis, dass positive EYA2 Populationen bei der Dif-

ferenzierung mit Protokoll O-BWF8 entstehen. Auf Proteinebene konnten zu keinem 

Zeitpunkt (weder Tag 12, 18 oder 20) eindeutige EYA1-positive Zellpopulationen detek-

tiert werden. Auf RNA-Ebene konnten hingegen sowohl an Tag 16 als auch an Tag 20 

erhöhte Expressionen von EYA1 analysiert werden. Wichtig zu beachten ist hierbei der 

Unterschied zwischen Transkriptom und Proteom, da nicht jede transkribierte RNA ein 

Protein erzeugt. Die Expression auf Proteinebene unterliegt höchstwahrscheinlich Fluk-

tuationen und in der vorliegenden Analyse können unter anderem der passende Zeitpunkt 

der immunhistochemischen Fixierung verfehlt worden sein, technische Fehler bei der An-

wendung unterlaufen sein oder Komplikationen im Hinblick auf den Antikörper bestehen. 

Die wiederholte negative Färbung deutet darauf hin, dass mit geringer Wahrscheinlich-

keit ein technischer Fehler bei der Anwendung vorliegt.  

Die Expression von Eya1 und Eya2 hängt in hohem Maß auch mit der Expression von 

Pax6 zusammen [97]. Pax6 gilt als früher Marker für die anteriore Plakodenregion, in 

welcher auch die olfaktorische Plakode generiert wird [13, 27]. PAX6 konnte hier an Tag 

12 in Co-Lokalisation mit SIX4 detektiert werden, dabei ist das Signal jedoch schwach. 
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Vor allem im Hinblick auf die restlichen Abläufe vermute ich, dass PAX6 bereits vor der 

Expression in der anterioren PPR eine frühe Funktion in präplakodalen Zellen in der 

Grenzregion besitzt und deshalb schon so früh exprimiert ist.  

Alle vier spezifischen PPR-Marker, SIX1, SIX4, EYA1 und EYA2 lassen sich zwischen 

Tag 12 und Tag 20 entweder auf RNA- oder auf Proteinebene detektieren, was rück-

schließen lässt, dass sich zu diesem Zeitraum präplakodale Zellen ausbilden. Dabei sind 

die Populationen (bis auf SIX4) nicht flächendeckend, was entweder an einer unzu-

reichenden Induktion oder an einer Analyse zu den falschen Zeitpunkten liegt. Die Kom-

plexität der Entwicklung des neuralen und nicht neuralen Ektoderms ist im humanen Mo-

dell noch nicht vollständig verstanden. Durch die beigefügten Zusätze wird versucht, eine 

gerichtete Differenzierung in Richtung PPR und OP zu induzieren, gleichzeitig entstehen 

jedoch auch viele neurale Zellen, Neuralleistenzellen und andere verschiedene Zelltypen, 

die hier nicht näher getestet wurden. Die unterschiedlichen Zellverbände liegen auch in 

der natürlichen Umgebung eng beieinander und beeinflussen sich während der embryo-

logischen Entwicklung gegenseitig, um Grenzen zu definieren und Differenzierung zu 

gewährleisten.  

 

5.3.2 Betrachtung weiterer Markeranalysen hinsichtlich der Differenzierung der PPR 
 

Die gesteigerte RNA- und Protein- Expression des Markers SOX1 zeigt, dass auch neu-

roektodermale Zellen entstehen. Der Annahme von Bailey et al., folgend, dass die PPR 

vorerst Signale phakaler Progenitoren exprimiert und sich die Subdomänen der Region 

erst durch eine Unterdrückung dieser Linsensignale generieren, kann auch angenommen 

werden, dass SOX1 hier bereits spezifisch in frühen phakalen Zellen exprimiert wird. 

[48] Der Übergang vom allgemeinen neuroektodermalen Marker zum spezifischen pha-

kalen Marker ist dabei vermutlich genauso fließend wie der Übergang von Grenzregion 

zu PPR.  

Im Xenopus wird die Funktion von Msx1 als Induktionssignal für die Epidermis und die 

Neuralleiste beschrieben [24, 98]. In der späten Gastrulation lassen sich die Signale eini-

ger Msx-Gene wie oben beschrieben noch sowohl in der PPR als auch in der Neuralleiste 

analysieren [33]. Die Aktivierung eines Msx1 Konstrukts führt im Xenophus in der späten 

Gastrulation aber zur Verstärkung von Neuralleistenmarkern [33]. Im Lauf der Differen-

zierung reduziert sich die Expression von Msx1 im Xenophus auf den posterioren Teil 
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der PPR. Ein schwaches Signal lässt sich jedoch weiterhin auch in der zukünftigen Lin-

senplakode analysieren [31]. 

Expressionen des Grenzregion-Markers DLX5 wurden nur auf RNA-Ebene bestimmt. 

Dlx5 definiert gemeinsam mit Msx1 in der frühen Differenzierung die Abstufung der 

Grenzregion zu anderen Geweben sowie die Differenzierung zwischen PPR und Neural-

leiste. [34] Dabei beschränkt sich Dlx5 im Laufe der Gastrulation auf das nicht- neurale 

Ektoderm, fördert durch seine Expression die Differenzierung der PPR und definiert – 

neben anderen Genen – zu Beginn das präplakodale Ektoderm. So überlappt es in seiner 

Expression später mit Six1-positiven Populationen [24, 32] 33]. 

Im Huhn wurde gezeigt, dass Dlx5 und Pax6 bis zu HH12 in der PPR in phakalen und in 

olfaktorischen Zellen co-exprimiert sind. Sobald die Linsenzellen eine säulenartige Mor-

phologie annehmen, ist Dlx5 in der Linsenplakode herunter und in der OP heraufreguliert. 

Im Verlauf der plakodalen Entwicklung reduziert sich die Expression von Dlx5 auf die 

olfaktorischen Vorläuferzellen und auf den hinteren Teil des otischen Vesikels [31, 35]. 

Die hier vorliegende deutliche Steigung der RNA-Expression an Tag 20 deutet darauf 

hin, dass zu diesem Zeitpunkt viele nicht-neurale ektodermale Zellen, zu welchen auch 

präplakodale Zellen zählen, in der Kultur zu finden sind.  

Ebf-Gene spielen eine bedeutende Rolle bei der Differenzierung von Progenitoren des 

zentralen Nervensystems. Insbesondere Ebf2 wirkt auch bei der Differenzierung von un-

reifen olfaktorischen Vorläuferzellen und reifen ORN mit [55, 99]. Bereits ab Tag 12 

konnten EBF2-positive Zellpopulationen detektiert werden, jedoch nur in Co-Lokalisa-

tion mit dem neuroektodermalen Marker SOX1 und dem Marker SOX9, welcher als spe-

zifisch für die Neuralleiste gilt. Neben der Neuralleiste ist Sox9 jedoch auch in nicht-

neuralem Ektoderm und der otischen Plakode exprimiert [32]. Dabei geht die Expression 

von Sox9 der tatsächlichen Differenzierung der Neuralleiste voraus [100], was wiederum 

dafür spricht, dass im Zeitraum Tag 12- 18 eher ein frühes Stadium der Entwicklung 

vorliegt und Sox9 hier nicht-neurales Ektoderm markiert. Die vielen Co-Expressionen 

der neuralen, epidermalen, Neuralleisten- und präplakodalen Markern verstärken die An-

nahme, dass sich die Zellen zu Beginn noch im Stadium der neuralen Grenzregion befin-

den, in welcher alle Zelltypen eingestreut sind. Der Übergang zur PPR ist wie alle emb-

ryologischen Entwicklungen fließend. Es lässt sich feststellen, dass präplakodale Zellen 

generiert wurden, in genau welchem Stadium der Differenzierung die Zellen sich jedoch 



   93  

an welchem Tag befinden, bleibt spekulativ und bedarf weiterer Analysen. Das Ziel die-

ses Protokolls, präplakodale Zellen zu generieren, scheint erreicht zu sein. Um eine ef-

fektivere Differenzierung zu gewährleisten, sollte das hier verwendete Protokoll jedoch 

weiter verbessert werden.  

 

Zusammenfassung 5.3:  

à die Detektion aller spezifischen präplakodalen Marker spricht für die Generierung prä-

plakodaler Zellen  

à die Co-Expressionen mit neuralen, epidermalen, neuroektodermalen, phakalen und 

Neuralleistenmarkern spricht außerdem für die Generierung verschiedener Zelltypen, wie 

zum Zeitpunkt der Gastrulation in der Grenzregion  

 

5.4 Ist eine Identifikation der olfaktorischen Plakode durch das Differenzierungsprotokoll 
O-BWF8 möglich? 
 

5.4.1 Betrachtung von SIX und EYA hinsichtlich der Differenzierung plakodaler Zellen 
 

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Generierung der OP in der Differenzierung des 

Protokolls O-BWF8 diskutiert.  

Eine besondere Rolle spielen dabei weiterhin die Six- und Eya- Gene. Six1, Six4 und 

Eya1 scheinen die einzigen Gene zu sein, die weiterhin konstant in allen Plakoden, außer 

der Linsenplakode, exprimiert sind. Expressionen von Six4 fehlen zudem in der trigemi-

nalen und der hypophysealen Plakode [13, 31, 43, 101]. 

Six1 spielt eine wichtige Rolle in der Entwicklung der olfaktorischen Vorläuferzellen. 

Knock-out Experimente in der Maus zeigen, dass Six-/- Mäuse keine reifen ORN ausbil-

den [102]. Dementsprechend wurde auch in dieser Analyse ein besonderes Augenmerk 

auf die Expressionen von SIX1 gelegt. Sowohl auf Proteinebene als auch auf RNA-Ebene 

lässt sich ein deutlicher Anstieg der SIX1-Expressionen von Tag 25 auf Tag 30 detektie-

ren. Während an Tag 25 SIX1-positive Populationen noch vereinzelt peripher im Zellver-

bund zu lokalisieren sind, zeigt SIX1 an Tag 30 großflächige deutliche Färbungen über 

die gesamte Kultur verteilt. Dies legt nahe, dass an Tag 30 plakodale Zellen, die keinen 

Linsencharakter besitzen, generiert wurden, und die ausgezählten Zellpopulationen las-

sen vermuten, dass die Induktion mit 86 % auch effizient ist. Auch die stark angestiegene 
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RNA-Expression an Tag 30 unterstützt diese These. Kritisch zu betrachten ist hierbei 

jedoch, dass die Auszählung nur in den flächendeckenden SIX1-Populationen erfolgte 

und nicht im gesamten Zellverbund. Eine Analyse der Effizienz per FACS oder ausführ-

licher Auszählung wäre nötig, um eine tatsächliche Aussage über die Effizienz des Pro-

tokolls zu treffen. Die Kultur zeigt weiterhin spezifische und auch flächendeckende 

SIX4-positive Populationen. Im Unterschied zu den vorherigen Analysen jedoch ohne 

Co-Lokalisation mit SOX1 oder MSX1. Dies deutet auch darauf hin, dass in der Diffe-

renzierung ein Zelltyp entstanden ist, der weder Signale der Neuralleiste (MSX1) noch 

Signale der Linsenplakode (SOX1) exprimiert, gleichzeitig aber plakodalen Charakter 

(SIX4) hat. Im Gegensatz zu den Ergebnissen auf Proteineben lassen sich wieder keine 

aussagekräftigen Ergebnisse der SIX4-Expression auf RNA-Ebene treffen. Auch hier 

deutet die eindeutige Analyse auf Proteinebene darauf hin, dass bei der Analyse des Mar-

kers ein technisches Problem vorlag.  

Eya1 soll insbesondere eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der otischen Plakode 

spielen [97]. Darüber hinaus ist Eya1 in der Entwicklung des Zebrafisch weiterhin in den 

Plakoden der Adenohypophyse, der olfaktorischen, otischen und den lateralen Plakoden 

exprimiert [103]. Eya2 ist ebenfalls in der olfaktorischen/nasalen Plakode und der Lin-

senplakode, sowie den epibranchialen und trigeminalen Ganglien exprimiert, nicht jedoch 

in der otischen oder adenohypophysealen Plakode [103]. An Tag 31 können erstmals auch 

nukleäre Lokalisationen von EYA2 nachgewiesen werden. Teilweise Co-Lokalisationen 

mit SOX1 und PAX6 lassen in dieser Analyse vermuten, dass auch phakale Zellen gene-

riert wurden. Auffällig ist dabei die häufige Lokalisation um Rosetten herum (Abb. 25). 

Zu Beginn ist Pax6 sowohl in der olfaktorischen als auch in der phakalen Plakode expri-

miert, wird aber mit der Ausdifferenzierung der Linsenplakode in der OP herunter- und 

in der phakalen Region heraufreguliert [27, 48]. Bei Loss-of-Pax-6-function werden we-

der die Linsenplakode, noch die OP ausgebildet [27, 104]. Es kann vermutet werden, dass 

neben den nicht phakalen plakodalen Zellen, die SIX1 exprimieren, eben auch phakale 

plakodale Zellen generiert werden, die EYA2, SOX1 und PAX6 exprimieren, eher roset-

tennah. Analysen zu späteren Zeitpunkten sollten durchgeführt werden, um zu untersu-

chen, ob auch in den SIX1-positiven Populationen EYA2-positive nukleäre Co-Lokalisa-

tionen zu finden sind.  
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Die deutlichen EYA1- und EYA2- Expressionen auf RNA-Ebene zeigen im Verlauf kon-

stant erhöhte Expressionswerte, was ebenfalls darauf schließen lässt, dass aus den zuvor 

präplakodalen Zellen plakodale Zellen entstanden sind. Die konstant steigenden Expres-

sionswerte von EYA1 können in Zusammenhang mit der steigenden Zellzahl (vgl. Abb. 

28) stehen. Die leicht abfallenden Expressionswerte von Eya2 können einerseits durch 

technische Ungenauigkeiten entstanden sein, andererseits aber auch darauf zurückzufüh-

ren sein, dass Eya2 im Gegensatz zu Eya1 nur in einigen der sich entwickelnden Subdo-

mänen exprimiert ist.  

 

Zusammenfassung:  

à flächige SIX1-positive Populationen mit starkem Expressionsanstieg von SIX1 unter-

stützen die Annahme, dass plakodale Zellen um Tag 30 entstehen  

à flächige SIX4-positive Populationen ohne Co-Lokalisationen mit MSX1 oder SOX1 

unterstützen die These, dass einige dieser plakodalen Zellpopulationen an Tag 30 keinen 

Linsencharakter besitzen  

à eine gemischte Zellkultur entsteht, auch mit Populationen mit Linsencharakter sowie 

Neuralleistenzellen vor allem in Rosettennähe 

 

5.4.2 Betrachtung weiterer Markeranalysen hinsichtlich der Differenzierung einer olfak-
torischen Plakode 
 

Die Analyse des frühen Markers der OP EBF2 deutet auf die Entwicklung olfaktorischer 

Plakodenzellen hin. In einigen EBF2- positiven Populationen ließen sich jedoch Co-Lo-

kalisationen mit den Neuralleistenmarkern SOX9 und MSX1 identifizieren. Da Ebf2 all-

gemein auch als Marker für neuronale Progenitoren gilt [55, 99], lässt sich somit anhand 

der immunhistochemischen Färbung keine eindeutige Angabe über die Entstehung der 

OP machen. Eine Analyse des olfaktorischen Plakodenmarkers FOXG1 [105] auf Pro-

teinebene blieb aufgrund von technischen Problemen erfolglos. Eine adäquate zusätzliche 

Analyse der olfaktorischen Plakodenmarker FOXG1 und EMX2 [106, 107] auf Protein-

ebene wäre angebracht, um eine eindeutigere Aussage über die Entstehung der OP treffen 

zu können. Auch die Kombination von Pax6 und Dlx5 scheint spezifisch für die OP zu 

sein und sollte auf Proteinebene untersucht werden [108]. Auf RNA-Ebene lassen ein-

deutig gesteigerten Expressionen von EBF2 und FOXG1 trotz der unklaren Ergebnisse 
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auf Proteinebene vermuten, dass olfaktorische Vorläuferzellen generiert wurden. FoxG1 

ist jedoch auch nicht ausschließlich spezifisch für die Entwicklung des olfaktorischen 

Epithels aus der OP [105]. Es ist in der frühen Gastrulation im Oberflächenektoderm und 

später auch in den otischen, hypophysealen und epibranchialen Plakoden exprimiert 

[109]. Zusätzlich spielt es eine Rolle bei der Entwicklung optischer Anteile. [110] Au-

ßerdem scheint FoxG1 bei der Abgrenzung von Neuralleistenzellen zu plakodalen Zellen 

eine Rolle zu spielen [109]. Vermutlich zeigt sich aus diesem Grund eine gesteigerte 

RNA-Expression von FOXG1 besonders an Tag 20/25, an welchen diese Abgrenzung zu 

plakodalem Charakter vermutet werden kann. In Zusammenhang mit den fehlenden 

MSX1-Signalen in SIX1 oder SIX4-positiven Populationen lässt sich sagen, dass zwar 

die Entwicklung einer OP nicht eindeutig bestätigt werden kann, jedoch eine Differen-

zierung zugunsten plakodaler Zellen auf Kosten von Neuralleistenzellen mit großer Si-

cherheit erreicht wurde.  

 

Zusammenfassung:  

à die Generierung einer OP wird vermutet, kann aufgrund der Proteinanalysen aber nicht 

eindeutig bestätigt werden, weitere Analysen mit EMX2, FOXG1, DLX5 und PAX6 sind 

notwendig - eine Differenzierung zugunsten plakodaler Zellen kann aber angenommen 

werden 

 

5.4.3 Betrachtung der Verlaufsanalysen der RNA-Expression hinsichtlich der Differen-
zierung einer olfaktorischen Plakode 
 

Im Allgemeinen gilt, dass bei der Analyse der hier aufgeführten RNA-Expressionsdaten 

darauf geachtet werden muss, dass die untersuchten RNA-Sequenzen in hiPSZ so gut wie 

nicht aufzufinden sein sollten und besonders hohe Unterschiede der Expressionslevel 

dementsprechend betrachtet werden müssen. Daher ist die Analyse der Verlaufsdaten im 

Vergleich für eine Interpretation besser geeignet. Bei Betrachtung der Verlaufsexpressi-

onen der verschiedenen Marker lassen sich mehrere Schlüsse ziehen.  

Six3 spielt eine essentielle Rolle bei der Definition der anterioren Plakodenregion [50, 

111], beeinflusst die Entwicklung der OP und phakalen Plakode und eignet sich im spä-

teren Stadium der Neuralplatte gemeinsam mit Pax6 als spezifischer Marker für die Lin-

senplakode [36, 112]. 
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Der Anstieg der RNA-Expression von SIX3 an Tag 30 spricht für die Entwicklung ante-

riorer Plakodenzellen, sprich OP, Linsenplakode oder adenohypophyseale Plakode. Eine 

zeitgleiche RNA-Analyse von Pax6, sowie eine immunhistochemische Analyse beider 

Marker könnte zur Charakterisierung spezifischer phakaler Plakodenzellen in Abgren-

zung zu olfaktorischen Zellen beitragen.  

Die ebenfalls gesteigerte Expression von PAX8, was als bedeutend für die Entwicklung 

der posterioren Plakodenregion gilt [24], verdeutlicht wiederum, dass das Differenzie-

rungsprotokoll zur Entwicklung verschiedener Zelltypen beigetragen hat. Neben plako-

dalen Zellen des anterioren Typs sind dementsprechend auch Zellen des posterioren Typs 

entstanden.  

Dlx5 als früher nicht-neuraler ektodermaler Marker mit Expressionen in der Grenzregion 

ist maßgeblich beteiligt an der Definition der PPR. Im weiteren Verlauf der Differenzie-

rung spielt Dlx5 eine Rolle bei der Differenzierung von phakaler und OP. Es zeigt stär-

kere Expressionen in olfaktorischen Zellen mit zusätzlicher Expression in Teilen der oti-

schen Plakode [24, 31-33, 35]. Dabei scheint Dlx5 jedoch nicht bei der Induktion der OP, 

sondern eher bei der darauffolgenden Entwicklung von Bedeutung zu sein [59]. Der deut-

liche Höhepunkt der RNA-Expressionen an Tag 20 lässt vermuten, dass zu diesem Zeit-

punkt viele nicht-neurale ektodermale Zellen differenziert wurden. Derartige Zellzusam-

mensetzungen finden sich in der Grenzregion und auch im weiteren Verlauf der Entwick-

lung der PPR. Die Abnahme der RNA-Expressionen an Tag 30 lässt vermuten, dass Dlx5 

in der weiteren Entwicklung nur in den spezifischen Subdomänen, unter anderem den 

olfaktorischen Zellen, exprimiert ist. Die gemischte Kultur aus unterschiedlichen Zellty-

pen ruft dementsprechend in Relation eine niedrigere Expression hervor als zum Zeit-

punkt der PPR.  

FoxE3 gilt als spezifisch für die früh entwickelte Linsenplakode, welche den Grundzu-

stand der frühen plakodalen Region definiert [48, 110]. Die einzeitig extrem gesteigerte 

Expression von FOXE3 an Tag 25 deutet darauf hin, dass zu diesem Zeitpunkt der pha-

kale Grundzustand der plakodalen Region eingeleitet ist. Auch der phakale Marker SOX1 

zeigt an Tag 25 einen deutlichen Expressionspeak, was diese These stützt. Die Zusam-

menhänge lassen vermuten, dass in der weiteren Entwicklung bis Tag 30 die Differenzie-

rung in Subdomänen stattfindet. Die Expression des Markers FOXE3 fällt an Tag 30 unter 

das Level von Tag 20, während die Expressionen von SOX1 im Vergleich zu Tag 20 
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weiterhin erhöht sind. Sox1 scheint als Marker der Linsenplakode im Gegensatz zu FoxE3 

vor allem im späteren Verlauf der Entwicklung der Linsenzellen von Bedeutung zu sein 

[42]. 

Dies zeigt auf, dass sich im Zellverbund auch plakodale Linsenzellen finden lassen und 

bestätigt damit erneut die Annahme, dass sich eine gemischte Kultur mit unterschiedli-

chen Zelltypen entwickelt hat. Die positiven Ergebnisse der Proteinanalysen von SIX1 

und SIX4 ohne SOX1 Co-Lokalisationen machen aber deutlich, dass plakodale Linsen-

zellen nur einen Teil der entstehenden Zelltypen ausmachen. Weitere Analysen hinsicht-

lich olfaktorischer Plakodenmarker sollten durchgeführt werden. 

Die Analyse der Expressionsdaten der frühen Grenzregion- und PPR-Marker DLX5, 

SIX3, PAX8, FOXE3 und SOX1 im Verlauf lässt eine Ausprägung der PPR an Tag 20-25 

mit anschließender Differenzierung in Richtung spezialisierter Subgruppen innerhalb der 

PPR an Tag 30 vermuten. Dabei scheint die starke Ausprägung der Linsenmarker FOXE3 

und SOX1 darauf hinzudeuten, dass der „Grundzustand Linse“ der PPR an Tag 25 einge-

leitet ist. Die erhöhten Expressionen von EBF2, PAX8 und SOX1 deuten darauf hin, dass 

bis Tag 30 neben olfaktorischen Plakodenzellen auch phakale Plakodenzellen und Zellen 

der posterioren Plakodenregion generiert wurden (vgl. Abb. 44). 

 

Zusammenfassung 5.4:  

à  eine gemischte Kultur mit unterschiedlichen Zelltypen wurde generiert; auch Mar-

ker für Neuralleistenzellen (MSX1, SOX9) lassen sich weiterhin finden 

à  Grundzustand der plakodalen Linsenregion vermutlich um Tag 25 

à  flächige Populationen plakodaler Zellen wurden generiert; PAX8 und EYA1 spre-

chen für posteriore, insbesondere auch otische Zeltypen, SIX3, FOXE3, SOX1, 

SIX1 und SIX4 sprechen für anteriore Zelltypen 

à  Analysen von EBF2 und FOXG1 in Zusammenschau mit SIX1 lassen vermuten, 

dass auch olfaktorische Plakodenzellen generiert wurden 

à  das Protokoll O-BWF8 ist geeignet plakodale Zellen zu generieren, inwiefern ol-

faktorische Zellen daran einen Anteil haben, ist durch die hier durchgeführten 

Analysen nicht eindeutig zu klären  
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Abbildung 37: Schematische Darstellung der analysierten Stufen der Differenzierung 
Die Entwicklungsstufen der Grenzregion/PPR (DLX5), des Grundzustand der plakodalen Region mit Ex-
pression verschiedener Linsensignale (SOX1, FOXE3) sowie die Entwicklung der Plakoden (SIX1, EYA2, 
SIX3, PAX8 und EBF2) sind schematisch dargestellt an Tag 20, 25 und 30. Durchgehende Analyse des 
präplakodalen Markers SIX4 ab Tag 12. Beigefügt jeweils die definierenden Marker, korrelierend mit der 
jeweiligen Expression auf RNA- bzw. Proteinebene.  
 
5.5 Ist eine Identifikation olfaktorischer Rezeptorneurone durch das Differenzierungspro-
tokoll O-BWF8/RA möglich?  
 

5.5.1 Wurden reife ORN generiert? – Analyse anhand von OMP, TUBB3 und NCAM2 
 
Als einer der wichtigsten Anhaltspunkte für die Interpretation der Differenzierung von 

ORN gilt die Analyse des olfaktorischen Markerproteins (OMP). Die Expression von 

OMP in der olfaktorischen Region wird als spezifisch für reife ORN beschrieben, eine 

Expression in unreifen ORN im adulten OE ist bisher nicht bekannt [113]. Die Expression 

von OMP ist vornehmlich zytoplasmatisch [114].  

Beta-3-Tubulin gilt als Marker für unreife Neurone und kann schon im Entwicklungssta-

dium der OP detektiert werden (Abb. 45). In reifen ORN können immunhistochemische 

Beta-Tubulin-Färbungen nur noch in Dendriten und Axonen analysiert werden, der Zell-

körper bleibt ohne Signal [115-118]. 

Omp wird nicht nur in ORN, sondern auch in anderen Neuronen exprimiert [119]. Bei-

spielsweise in der Ratte lassen sich Expressionen zusätzlich im Hypothalamus und in der 

präoptischen Region finden [119]. In Verbindung mit Beta-3-Tubulin gefärbten Neurone 

können somit andere Zelltypen wie z.B. optische Neurone darstellen. OMP wird, zum 

Beispiel auch in superfizialen Zellen des kornealen Epithels exprimiert, diese Zellen 
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weisen jedoch morphologisch keinen neuronalen Charakter auf. Omp scheint nicht in den 

bipolaren Zellen der Retina exprimiert zu werden [120]. 

In dieser Analyse wurden aufgrund dieser Erkenntnisse nur OMP- positive und gleich-

zeitig TUBB3- negative Zellen (OMP+/TUBB3-) als reife ORN gewertet. (Abb. 45) 

In der Differenzierung mit Protokoll O-BWF8/RA wurde eine neuronale Kultur erschaf-

fen, was an den vielen TUBB3-positiven Zellen und morphologisch unschwer zu erken-

nen ist. In den durchgeführten immunhistochemischen Färbungen zeigt sich deutlich eine 

bipolare Morphologie der OMP-positiven Zellen. Diese bipolare Morphologie unterstützt 

die Annahme, dass in der neuronalen Kultur spezialisierte sensorische Neurone differen-

ziert wurden.  

 

Überraschend ist die hohe RNA-Expression von OMP an Tag 78, da zu diesem frühen 

Zeitpunkt noch keine reifen ORN erwartet werden. Obwohl in unreifen ORN bisher keine 

Expression beschrieben wurde, scheint Omp schon in der Entwicklung der olfaktorischen 

Region eine bedeutende Rolle zu spielen, die eindeutige Funktion ist allerdings noch nicht 

vollständig erforscht [121]. Eventuell lassen sich die RNA-Daten darauf zurückführen. 

Der Abfall der RNA-Expressionen von sowohl OMP als auch TUBB3 an Tag 100 lässt 

sich nicht eindeutig erklären. Auffällig ist im Verlauf der RNA-Expressionen die Korre-

lation zwischen OMP und TUBB3. Möglich wäre ein Rückgang der Neuronenpopulatio-

nen an Tag 100, Probleme in der Kultivierung wurden jedoch nicht registriert. Eventuell 

lagen aber auch technische Probleme bei der Extraktion der RNA vor. Sowohl an Tag 

100 als auch an Tag 120 lassen sich OMP(+)/TUBB3(-) -Neurone in der immunhistoche-

mischen Färbung detektieren, vermehrt vereinzelt, oft auch in kleinen Populationen an-

geordnet. Dabei sind die Lokalisationen verstreut in der dichten Zellkultur und lassen 

kein Muster erkennen. An Tag 140 lassen sich dahingegen kleine Ansammlungen von 

OMP(+)/TUBB3(-) -Neuronen über die ganze Zellkultur verteilt finden. An Tag 140 

wurde keine RNA-Analyse durchgeführt, ein Anstieg der Expression von OMP wäre aber 

aufgrund der gehäuften positiven Zellansammlungen zu erwarten.  

 

Die Verbindung aus typisch bipolarer Morphologie, positiver OMP-Färbung und negati-

ver TUBB3-Färbung lässt rückschließen, dass es gelungen ist, in dieser neuronalen Kultur 

auch reife ORN zu generieren.   
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Eine Differenzierung über einen längeren Zeitraum wäre angebracht, um die weitere Ent-

wicklung der Kultur beobachten und genaue Aussagen über die Effizienz des Protokolls 

treffen zu können. Außerdem sollte eine weitergehende Charakterisierung der ORN 

durchgeführt werden, unter anderem sollte bei adäquater Effizienz des Protokolls auch 

die Funktionalität der ORN überprüft werden. 

 

Das Neural Cell Adhesion Molecule (Ncam2) ist ein weiterer Marker für ORN, expri-

miert vor allem in den Axonen. Dabei ist Ncam2 jedoch nicht spezifisch und wird deshalb 

nur in Kombination mit Omp als Marker für ORN verwendet [122]. NCAM2 zeigt auf 

RNA-Ebene seine höchsten Expressionen an Tag 78, was nicht unerwartet ist, da es auch 

in unreifen ORN exprimiert sein soll [118]. (Abb. 45) Auf Proteinebene konnten an Tag 

100 OMP-positive, TUBB3-negative und NCAM2 positive bipolare Neurone analysiert 

werden, was eigentlich für die Ausbildung reifer ORN spricht. Dabei ist NCAM2 jedoch 

nicht wie erwartet axonal, sondern im Zellkörper lokalisiert. Es könnte sein, dass doch 

eher eine frühe Reifungsstufe vorliegt und NCAM2 erst im Reifungsprozess in seine 

funktionellen Bereiche abwandert 

 

Zusammenfassung:  

à eine neuronale Kultur wurde generiert in welcher OMP(+)/TUBB3(-)- Neurone zu 

finden sind, die hier aufgrund ihrer immunhistochemischen Eigenschaften, ihrer RNA-

Expressionen sowie ihrer bipolaren Morphologie als olfaktorische Rezeptorneurone ein-

geordnet werden können  

 

5.5.2 Betrachtung der Signalkaskade GOLF und TMEM16B sowie der olfaktorischen Re-
zeptoren OR1G1 und OR1A1 
 

Wie in Absatz 1.4.1 betrachtet, spielt Golf eine tragende Rolle in der Signalkaskade des 

Riechens [81]. In olfaktorischen Biopsien lässt sich eine deutliche Expression von Golf 

in den Zilien erkennen [123]. In dieser Arbeit konnten positive GOLF-Expressionen je-

doch nur im Zellkörper detektiert werden. Dies liegt eventuell an dem erschwerten Auf-

finden der Zilien in der Neuronenkultur sowie an einer noch nicht adäquaten Reifung der 

Neurone, stellt aber auch die Frage nach der Funktionalität der generierten Rezeptorneu-

rone. Auf RNA-Ebene zeigt GOLF konstant erhöhte Expressionen ab Tag 78, was 
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vermutlich darauf zurückzuführen ist, dass Golf auch in unreifen ORN detektiert werden 

kann [118]. Golf lässt sich in der Ratte aber auch in anderen Teilen des Gehirns, wie z.B. 

dem Striatum analysieren [124].  

TMEM16B zeigt sich in olfaktorischen Biopsien in den Dendriten der ORNs [123]. Die 

deutliche Expression auf RNA-Ebene deutet darauf hin, dass auch auf Proteinebene in 

der generierten Neuronenkultur TMEM16B-positive Zellen zu finden sein müssten. Auf 

Proteinebene konnten jedoch Signale des Markers TMEM16B nur im Zellkörper analy-

siert werden, was darauf hindeuten kann, dass die Zellen zwar schon OMP exprimieren, 

aber unter anderem funktionell noch keine adäquate Reifung vollzogen haben. Es besteht 

auch die Möglichkeit, dass die Marker mit zunehmender Reifung ihre vorgesehene Lo-

kalisation (Zilien bzw. Dendriten) einnehmen und deshalb schwierig aufzufinden sind. 

Eine eindeutige Aussage ist hier nicht möglich und die Differenzierung bedarf in dieser 

Hinsicht weiterer Analyse.  

Zur Analyse der olfaktorischen Rezeptoren wurden OR1G1 und OR1A1 ausgewählt. Da-

bei wurde darauf geachtet, dass entsprechende Rezeptoren schon untersucht wurden und 

auf möglichst viele Odoranten ansprechen [123]. Die Rezeptoren weisen auf RNA-Ebene 

beide einen ähnlichen Expressionsverlauf auf wie OMP und TUBB3, mit deutlichem Ab-

fall an Tag 100. Dieser Abfall lässt sich wieder nicht eindeutig erklären. Der erneute An-

stieg an Tag 120 deutet im Zusammenhang mit den detektieren ORN jedoch darauf hin, 

dass die ORN auch olfaktorische Rezeptoren exprimieren. Da keine Analyse auf Protein-

ebene erfolgte, kann über die Lokalisation der Rezeptoren keine Angabe gemacht werden. 

 

Zusammenfassung:  

à der Zusammenhang der erhöhten RNA-Expressionen von OMP, GOLF, NCAM2, 

OR1G1, OR1A1 und TMEM16B deuten darauf, dass die generierten ORN auch funktio-

nell sein könnten  

à weitere Analysen müssen jedoch auch auf Proteinebene durchgeführt werden, um 

diese These zu stützen. 
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5.5.3 Betrachtung der Signalkaskaden der Vorläufermarker ASCL1, NGN1 und NEU-
ROD1 sowie EBF2 und CALB2 
 

Proteine der Klasse Basic-Helix-Loop-Helix (bHLH) spielen eine zentrale Rolle bei der 

Differenzierung verschiedener Zellarten, insbesondere von Muskel- und Nervenzellen. In 

Neuronen finden sich Ascl1 und Ngn1 in sich teilenden Vorläuferzellen und induzieren 

die Expression von anderen bHLH-Genen wie NeuroD1. Dementsprechend werden 

Ascl1 und Ngn1 als Faktoren zur Determination einer Zelle betrachtet, während NeuroD1 

als Faktor der Differenzierung angesehen wird [125].  

Ascl1 soll außerdem im zerebralen Cortex daran beteiligt sein, Neuralzellen zu fördern 

und die Entwicklung von Gliazellen zu hemmen [126]. In Analysen in der Maus wurde 

gezeigt, dass Ascl1 für die Generierung von olfaktorischen Vorläuferzellen benötigt wird 

[16, 125]. 

 

Ngn1 scheint bei der Generierung von olfaktorischen Vorläuferzellen eine untergeordnete 

Rolle zu spielen, die Weiterentwicklung zu ORN scheint jedoch bei Verlust von Ngn1 

gestört. Im zeitlichen Verlauf scheint zuerst Ascl1 exprimiert zu sein, anschließend über-

lappend Ngn1 und dann wie oben bereits erwähnt NeuroD1 [102, 125] (Abb. 45). Der 

Peak der RNA-Expression von ASCL1 an Tag 78 lässt sich hierdurch erklären. In der 

Kultur wurden rein morphologisch auch Gliazellen generiert, was möglicherweise mit 

den recht niedrigen Expressionen von ASCL1 an Tag 100 und 120 zusammenhängt. 

NGN1 folgt in seinem Verlauf wieder einem ähnlichen Muster wie OMP, mit einer deut-

lichen Senke der Expression an Tag 100.   

 

NEUROD1 zeigt in Korrelation zu den bisherigen Erkenntnissen nur einen leichten An-

stieg bis Tag 120. Eine Expression von NEUROD1 in reifen ORN ist bisher nicht be-

schrieben. Die hohe Expression von NGN1 an Tag 120 lässt vermuten, dass auch die 

durch NGN1 induzierte Expression von NEUROD1 weiter ansteigen würde. Dies könnte 

ein Hinweis darauf sein, dass bei einer längeren Differenzierung von O-BWF8/RA mehr 

reife ORNs zu finden wären.  

 

Ebf2 gehört ebenfalls zur Klasse der bHLH und ist in olfaktorischen Vorläuferzellen ex-

primiert. Zusätzlich ist es im Mesencephalon, im Rhombencephalon, im Epithalamus und 
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im Hypothalamus zu finden [99, 107]. Auch in Bezug auf Ebf2 ist eine Kaskade auffällig. 

Ngn1 scheint die Expression von Ebf2 zu beeinflussen. Ebf2 scheint bei der Expression 

von Ncam eine entscheidende Rolle zu spielen [107] (Abb. 45). Zu einem späteren Zeit-

punkt scheint das Ebf-Gen an der Spezifizierung der olfaktorischen Rezeptoren beteiligt 

zu sein [127]. Damit ließe sich die gesteigerte EBF2-RNA-Expression an Tag 120 erklä-

ren. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass sich auch an Tag 120 noch viele ORN im unreifen 

Stadium befinden und EBF2 exprimieren. Zusätzlich ist wahrscheinlich, dass wie oben 

erwähnt auch andere Zelltypen zur gesteigerten Expression beitragen. Der Einbruch der 

RNA-Expressionen an Tag 100 lässt sich erneut nicht eindeutig erklären. Die Korrelation 

mit dem Verlauf von NGN1 bestätigt die oben genannte Theorie einer Induktionskaskade 

(Abb. 45), wobei NCAM2 an Tag 120 noch keine stark gesteigerten Expressionen auf-

weist. In Zusammenhang mit den anderen Ergebnissen lässt sich vermuten, dass bei einer 

weiterführenden Differenzierung entsprechend höhere Expressionslevel detektiert wer-

den könnten.  

 

Calb2 wird als Marker für unreife ORN gehandelt, mit Expressionen, die sich sowohl mit 

dem Ende der Tubb3-Expression, als auch mit dem Anfang der Omp-Expression über-

schneiden. Damit gilt Calb2 als Marker für eine intermediäre Reifungsstufe [117] (Abb. 

45). Der Verlauf der Expression von CALB2 korreliert ebenfalls mit der Expression von 

TUBB3 und OMP. Auch hier wirft die Absenkung an Tag 100 Fragen auf, über deren 

Antworten wie oben nur spekuliert werden kann. Auf Proteinebene konnte CALB2 an 

Tag 120 in Co-Lokalisation mit OMP und TUBB3 detektiert werden, was die Annahme 

einer intermediären Reifungsstufe an Tag 120 stützt.  
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Abbildung 38: Schematische Darstellung der Zusammenhänge der verwendeten Marker für 
ORN 
Im unreifen Entwicklungsstadium spielen die Signalkaskaden ASCL1-NGN1-NEUROD1 eine Rolle bei der 
Entwicklung olfaktorischer Neurone. NGN1 beeinflusst weiter die Faktoren EBF2 sowie NCAM2, welches 
auch in reifen Neuronen gefunden werden kann. CALB2 wird im intermediären Stadium der Entwicklung 
exprimiert und kann sich mit der Expression von TUBB3 und OMP überschneiden. TUBB3 ist in reifen 
olfaktorischen Neuronen nicht exprimiert. In reifen ORN sind OMP, TMEM16B, GOLF, OR1A1 und 
OR1G1 exprimiert. 
 

Zusammenfassung 5.5:  

à der Anstieg der RNA-Expressionen der olfaktorischen Vorläuferzellen bis Tag 120 

lässt vermuten, dass zu späteren Zeitpunkten mehr reife ORN zu analysieren wären, was 

durch die zahlreicheren OMP(+)/TUBB3(-) – Färbungen auf Proteinebene an Tag 140 

bestätigt wird  

à das Protokoll O-BWF8/RA ist geeignet ORN zu generieren, die Ausbeute ist gering, 

zeigt aber eine zeitliche Zunahme 

à das Protokoll sollte über einen längeren Zeitraum hinweg differenziert und analysiert 

werden und auch auf seine Effizienz und Funktionalität hin getestet werden  

à Verbesserungen des Protokolls hinsichtlich der Effizienz der Induktion von PPR und 

olfaktorischer Plakode sollten im Langzeitversuch auch auf ORN angewendet werden 
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5.5.4 Tabellarische Übersicht aller verwendeten Marker  
 
Tabelle 20: Übersicht der verwendeten Marker mit Expressionsanalysen bezogen auf Protokoll 
O-BWF8 und O-BWF8/RA 
Marker  Expressionsgebiete  

(bezüglich des olfaktorischen Systems) 

Früh                              später 

Analyse 

RNA 

Analyse 

Protein 

Six1 PPR alle Plakoden außer 

Linse 

+ + 

Six4 PPR alle Plakoden außer 

Linse, trigeminal, 

hypophyseal 

- + 

Eya1 PPR alle Plakoden  + - 

Eya2 PPR olfaktorische, pha-

kale, epibranchiale 

und trigeminale Pla-

kode 

+ + 

Msx1 Grenzregion, nicht-

neurales Ektoderm 

Neuralleiste o + 

Dlx5 Grenzregion, Nicht-

neurales Ektoderm 

olfaktorische Pla-

kode 

+ o 

Pax6 Grenzregion, anteri-

ore PPR 

Linse o + 

Sox1 Neuroektodermal Linse + + 

FoxE3 PPR, Linse  + o 

Six3 Anteriore PPR  + o 

Pax8 Posteriore PPR o + o 

Ebf2 Neurale Vorläufer-

zellen 

Olfaktorische Vor-

läuferzellen, Mesen-

cephalon, Rhom-

bencephalon, Hypo-

thalamus, Epitha-

lamus 

+ + 
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Foxg1 Oberflächenektoderm Olfaktorische, oti-

sche, epibranchiale, 

hypophyseale Pla-

kode, optische Ge-

biete 

+ - 

Sox2 Neurale Stammzellen  o + 

Sox9 Neuralleiste Neuralleiste o + 

OMP  Reife und unreife 

ORN 

+ + 

Tubb3  unreife ORN, Axone 

und Dendriten reifer 

ORN, generell Neu-

rone 

+ + 

OR1A1  Olfaktorischer Re-

zeptor 

+ o 

OR1G1  Olfaktorischer Re-

zeptor 

+ o 

TMEM16B  Olfaktorische Sig-

nalkaskade, Chlorid-

kanal 

+  

GOLF  Olfaktorische Sig-

nalkaskade 

+  

CALB2  Zwischenstufe zwi-

schen reifen und un-

reifen ORN 

+  

NCAM2  (Un-)reife ORN v.a. 

axonal 

+  

Ascl1  Olfaktorische Proge-

nitoren  

+  

NGN1  Unreife ORN + o 

NeuroD1  Unreife ORN + o 

+ = positive Expression, - = negative Expression, o = Analyse nicht durchgeführt  
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5.6 Fazit und Ausblick  

 

In dieser Arbeit konnten drei Entwicklungsschritte des olfaktorischen Systems, von PPR 

über plakodale Regionen bis hin zu ORN, generiert und analysiert werden. Bestärkt 

wurde damit die Annahme, dass sowohl der FGF- und der Wnt-Signalweg als auch die 

TGF- und BMP4-Signalwege an der Differenzierung des olfaktorischen Systems beteiligt 

sind. Hinsichtlich der Effizienz der Protokolle sollten weiterführende Analysen durchge-

führt und Anpassungen hinsichtlich der Zusatzdauer und des Zusatzzeitpunktes unter-

sucht werden, besonders im Hinblick auf den TGF-Beta Signalweg. Außerdem sollten 

neue Ansatzpunkte ins Auge gefasst werden, um ein effektives Protokoll zur Generierung 

von ORN zu erzeugen. So sind z.B. Somatostatin und Nociceptin Neuropeptide, die die 

Differenzierung der anterioren PPR mit beeinflussen sollen. Dabei fördert das mesoder-

male Somatostatin die ektodermale Nociceptin Expression und beide regulieren die Pax6-

Expression in phakalen und olfaktorischen Vorläuferzellen [24]. 

Um eine Analyse der Differenzierungen zu verbessern und zu vereinfachen wird derzeit 

an Promotorkonstrukten für SIX und EYA gearbeitet. Wird ein Gen abgelesen, aktiviert 

sich der angehängte fluoreszierende GFP-Anteil. Mit Hilfe dieser Promotorkonstrukte 

lassen sich bereits in noch lebenden Zellen Gene analysieren und fixierte Präparationen 

können vermieden werden. So werden auch schnellere Anpassungen ermöglicht. Die 

Identifikation positiver Zellen ermöglicht außerdem die Separation dieser Zellen von an-

deren Zelltypen und ermöglicht damit eine noch genauere Untersuchung der notwendigen 

Induktions-Signalwege, ohne parakrine Signale anderer Zelltypen miteinzubeziehen. 

Auch hinsichtlich der Analyse der zeitlichen Abfolge der jeweiligen Entwicklungsschritte 

ist diese neue Technik hervorragend geeignet, da die Zellkultur in kurzen zeitlichen Ab-

schnitten (ohne Zellverlust durch Fixierung) untersucht werden kann.  

Mithilfe dieser neuen Modelle sollte es möglich sein, die hier bereits untersuchten Proto-

kolle noch eingehender zu untersuchen und hinsichtlich ihrer Effizienz zu verbessern.  

Die erfolgreiche Generierung plakodaler Zellen ist jedoch auch für die Differenzierung 

anderer plakodaler Systeme, wie z.B. der Linse oder der Adenohypophyse von Bedeutung 

und kann auch im Hinblick auf weitere Forschung in anderen Bereichen genutzt werden.  
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In medizinischer Hinsicht kann ein erfolgreich etabliertes Protokoll dazu dienen, die bis-

her vernachlässigte Olfaktion genauer zu verstehen sowie spezifische Mutationen ge-

nauer zu untersuchen und Therapeutika zu testen. Olfaktorische Krankheiten wie das 

Kallmann-Syndrom könnten besser verstanden werden und auch die Branchio-Otogenen-

Syndrome könnten eingehender erforscht werden. In ferner Zukunft könnte eine Kulti-

vierung funktionaler und reifer ORN in einem Olfaktorischen Epithel auf Basis hiPSZ 

auch dazu dienen, Menschen mit Riechstörungen aufgrund von Traumata oder viralen 

Infektionen eine Therapieoption zu bieten.  
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Zusammenfassung  
 
Der Geruchssinn findet trotz seiner psychologischen Relevanz und alltäglichen Funktion 

noch vergleichsweise wenig Beachtung. Dementsprechend beschäftigt sich auch die ol-

faktorische Forschung noch weitgehend mit grundlegenden Erkenntnissen und gewinnt 

nur langsam an Stellenwert, etwa in Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankun-

gen wie beispielsweise Morbus Parkinson. Durch seine Fähigkeit zur Regeneration und 

der einzigartigen Konstellation einer direkten Verbindung primärer Sinnesneurone zur 

Außenwelt hat das olfaktorische System jedoch besonderes Interesse verdient.  

In dieser Arbeit wurden auf Basis humaner induziert pluripotenter Stammzellen Diffe-

renzierungen durchgeführt und diese auf die Entstehung olfaktorischer embryonaler Ent-

wicklungsstadien hin untersucht. Dabei wurde der Fokus auf die Stadien der präplakoda-

len Region, der olfaktorischen Plakode sowie olfaktorischer Rezeptorneurone (ORN) ge-

legt. Hier wurden auf Grundlage neuronaler Differenzierungsprotokolle unter anderem 

FGF-, BMP-, WNT- und TGF-Beta-Signalwege beeinflusst. Zur Analyse wurden jeweils 

immunhistochemische Färbungen und qRT-PCR verwendet. 

 

Im ersten Schritt wurden zwei Protokolle mit Anpassungen hinsichtlich der Signalwegs-

transduktion bezüglich ihrer Eignung zur Generierung präplakodaler Zellen sowie olfak-

torischer Plakodenzellen verglichen.  

Auf präplakodaler Ebene konnte in jeweils gemischten Zellkulturen unter anderem durch 

die Detektion der spezifischen präplakodalen Marker SIX und EYA in beiden Differen-

zierungen die Generierung präplakodaler Zellen bestätigt werden.  

Jedoch zeigten sich in der Differenzierung mit Fokus auf dem TGF-Beta-Signalweg deut-

liche Schwierigkeiten in der Zellkultivierung. Es zeigte sich verstärkt Apoptose und die 

Entstehung plakodaler Zellen konnte nicht eindeutig bestätigt werden. Im Differenzie-

rungsprotokoll mit Fokus auf dem FGF8-Signalweg konnten wiederum an Tag 30 über 

die Zellkultur verteilt breitflächige SIX1- und SIX4-positive Populationen generiert wer-

den, in diesen spezifischen Regionen zeigten sich im Mittel 86 % der Zellen SIX1-positiv 

(n=3). Die Zusammenschau von RNA und Protein-Analysen ließ zwar auch hier auf die 

Entstehung einer gemischten Zellkultur schließen, die Generierung plakodaler Zellen 

konnte aber gezeigt werden. Um einen olfaktorischen Charakter der differenzierten 
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plakodalen Zellen zu bestätigen, sind jedoch weitere Analysen mit spezifischen olfakto-

rischen Markern wie beispielsweise EMX2 notwendig.  

 

Im zweiten Schritt erfolgte entsprechend des oben genannten Protokollvergleichs die 

Langzeitdifferenzierung hinsichtlich ORN, ebenfalls mit Fokus auf FGF8. Es entstand 

eine neuronale Mischkultur, in welcher OMP-positive/TUBB3-negative Neurone detek-

tiert wurden, die aufgrund ihrer immunhistochemischen Eigenschaften, ihrer RNA-Ex-

pressionen sowie ihrer bipolaren Morphologie als ORN eingeordnet wurden. Die Analyse 

der Transkriptionsfaktoren OMP, GOLF, NCAM2, OR1G1, OR1A1 und TMEM16B deu-

tete darauf hin, dass die generierten ORN auch funktionell sein könnten. Die Differenzie-

rung erfolgte hier nur bis Tag 140, eine Testung hinsichtlich Effizienz und Funktionalität 

sollte zur genaueren Analyse auch zu einem späteren Zeitpunkt erfolgen, da sich die Ge-

nerierung von ORN zwar gering, aber im zeitlichen Verlauf deutlich zunehmend zeigte.  

Die hier durchgeführten Differenzierungen zeigen erste positive Ergebnisse auf dem Weg 

zur Generierung dieses komplizierten sensorischen Systems. Jedoch müssen die hier ver-

wendeten Protokolle eindeutiger analysiert und hinsichtlich ihrer Effizienz noch verbes-

sert werden. 
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Summary 
 
Despite its psychological relevance and its everyday life function, olfaction still finds 

little attention. Thus, olfactory research is still dealing with basic understanding and gains 

limited significance e.g. in relation to neurodegenerative diseases like Morbus Parkinson. 

The olfactory system is nonetheless of particular interest due to its ability of regeneration 

and the unique direct connection of primary sensory neurons to the outside world.  

In this thesis, differentiations were performed with human induced pluripotent stem cells 

and the development of olfactory embryologic stages was evaluated. Hereby, special fo-

cus was placed on the development of the preplacodal region, the olfactory placode and 

olfactory receptor neurons (ORN). Neuronal differentiation protocols were adjusted with 

regard to the signal pathways FGF, BMP, WNT and TGF-Beta. Immunohistochemical 

stainings and qRT-PCR were used for analysis. 

 

In the first step, two differentiation protocols, differing in signal pathway induction, were 

compared regarding the development of preplacodal and placodal cells.  

Preplacodal cells could be identified in the developed mixed cell cultures by the detection 

of the specific preplacodal markers SIX and EYA in both differentiations.  

But cell cultivation in the differentiation with special focus on the TGF-Beta signal path-

way showed severe difficulties. Increased apoptosis led to a significant impairment of 

cell differentiation and placodal cells could not be clearly detected. In the differentiation 

with focus on the FGF8 signal pathway, wide SIX1- and SIX4-positive populations could 

be detected on day 30, in these specific positive regions 86 % of the cell population was 

SIX1-positive (n=3). The results of RNA and protein analysis still indicated the formation 

of a mixed cell culture but the development of placodal cells could be clearly identified. 

Further analysis with specific olfactory markers like EMX2 is necessary to verify the 

olfactory character of the differentiated placodal cells.  

 

In the second step, long-term differentiation regarding the development of ORN took 

place with focus on the FGF8 signal pathway in accordance with the results of the proto-

col comparison. A neuronal mix culture was created in which OMP-positive/TUBB3-

negative neurons could be detected. These were classified as ORN because of their bipo-

lar morphology, immunohistochemical characteristics and RNA expression patterns. The 
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analysis of OMP, GOLF, NCAM2, OR1G1, OR1A1 and TMEM16B indicated that these 

ORN could also be functional. Differentiation was only pursued until day 140. Further 

testing regarding efficacy and functionality should take place at a later timepoint since 

development of ORN was still low but noticeable increasing over time. 

The differentiations presented here show positive results in the attempt of the develop-

ment of a complicated sensory system. However, the applied differentiation protocols 

have to be further analyzed and improved regarding to their efficacy. 
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