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1 Einleitung 

1.1 Der Geruchssinn 

Mit der Fähigkeit, über eine Billion Gerüche voneinander unterscheiden zu können, 

stellt der menschliche Geruchssinn ein fein ausgeklügeltes und komplexes System 

dar (Bushdid et al., 2014). Die Erkennung verschiedenster Aromen spielt nicht nur 

eine wichtige Rolle beim Erkennen von Gefahren, sondern hat auch einen erhebli-

chen Einfluss auf die Ernährung, Sexualität und Stimmung. Neuere Studien vermu-

ten außerdem eine Beteiligung des Riechsinnes an weiteren physiologischen Pro-

zessen wie beispielsweise dem Paarungsverhalten, dem Erkennen der Familie, der 

Detektion von Pheromonen, der Mutter-Kind-Bindung, Nahrungsvorlieben, der Phy-

siologie des zentralen Nervensystems und der Lebenserwartung (Pinto, 2011). 

1.1.1 Makroskopie des Geruchssinns 

Die folgenden Ausführungen basieren im Wesentlichen auf Gray’s Anatomie für Stu-

denten. Die Nase beherbergt das für die Wahrnehmung von Gerüchen verantwortli-

che Riechepithel. Sie besteht aus zwei Nasenhaupthöhlen, welche in frontaler An-

sicht einen keilförmigen Querschnitt mit Basis Richtung Mundhöhle haben und in die 

Tiefe des Schädels verlängert sind. Durch das Nasenseptum werden die Nasen-

haupthöhlen voneinander getrennt. Nach kaudal werden die Nasenhaupthöhlen 

durch den harten Gaumen von der Mundhöhle abgegrenzt, die kraniale Begrenzung 

bilden Bestandteile des Siebbeins (Os ethmoidale), Stirnbeins (Os frontale) und Keil-

beins (Os sphenoidale). Die laterale Nasenwand weist jeweils drei übereinander ge-

legene knöcherne Vorsprünge auf, welche als Nasenmuscheln (Conchae nasales) 

bezeichnet werden. Ventral wird die Nase vom knorpeligen Nasenskelett begrenzt. 

Die so von Knochen und Knorpel umgebenen Räume der Nasenhaupthöhlen sind 

mit Epithel ausgekleidet und können in drei Regionen unterteilt werden: Vestibulum 

nasi (Naseneingang), Regio respiratoria und Regio olfactoria. Letztere ist von olfak-

torischem Epithel mit den darin enthaltenen Riechsinneszellen bedeckt. Als flächen-

mäßig kleinste der drei Regionen ist sie unterhalb der Siebbeinplatte (Lamina 

cribrosa) des Os ethmoidale am Dach der Nasenhaupthöhlen zu finden. (Gray’s 
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Anatomie für Studenten. S. 1000 – 1003. Drake, Vogl, Mitchell. Elsevier GmbH, 

München 2007). Die nur wenige Quadratzentimeter umfassende Riechschleimhaut 

verteilt sich auf die obere Nasenmuschel, die kranial davon gelegene laterale Na-

senwand, den ihr gegenüber liegenden Teil des Nasenseptums und die Schleim-

hautregion des Nasendaches (Anatomie. Band 2. S. 747 – 748. Benninghoff, 

Drenckhahn. Elsevier GmbH, München 2004). Im Folgenden wird der Aufbau des 

Riechepithels näher beschrieben. Der Inhalt lehnt sich an das Taschenlehrbuch der 

Histologie an.  

1.1.2 Mikroskopischer Aufbau des olfaktorischen Epithels 

Eine schematische Darstellung des olfaktorischen Epithels zeigt Abbildung 1. Die 

Riechschleimhaut besteht aus einem hohen mehrreihigen Epithel und der Lamina 

propria. Basalzellen stellen undifferenzierte Stammzellen dar und können sowohl 

Rezeptorneurone als auch Stützzellen bilden. Olfaktorische Rezeptorneurone sind 

primäre Sinneszellen, die mit ihren Axonen direkt ins zentrale Nervensystem (ZNS) 

ziehen. Apikal sind sie zu einem zilientragenden Kolben verdickt und ragen in den 

auf dem Epithel gelegenen Riechschleim, welcher von den Bowman-Drüsen produ-

ziert wird. Die im Riechschleim vorzufindenden Odoranten können auf den Zilien an 

membranständige Rezeptoren binden und über Signalkaskaden eine Depolarisation 

der Membran herbeiführen. Olfaktorische Gliazellen bündeln die Axone der senso-

rischen Neurone, sobald diese in die Lamina propria eintreten. Als Fila olfactoria 

treten die etwa 20 Bündel durch die Lamina cribrosa hindurch und ziehen zum Bul-

bus olfactorius (Taschenlehrbuch Histologie. S. 583 - 584. Lüllmann-Rauch. Georg 

Thieme Verlag, Stuttgart 2012). Die olfaktorischen Rezeptorneurone können zeitle-

bens aus den Basalzellen gebildet werden, sodass an ihnen neuronale Regenera-

tion erforscht wird. Besonders bemerkenswert ist die Tatsache, dass die nach Diffe-

renzierung aus Basalzellen aussprossenden Axon-Fortsätze zum olfaktorischen 

Bulbus ziehen und eine Verknüpfung mit dem ZNS herstellen (Costanzo, 1991).  
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des olfaktorischen Epithels.  

Zu den Zellen des olfaktorischen Epithels gehören die olfaktorischen Neurone, die Stützzellen und 
die Basalzellen als undifferenzierte Stammzellen. Die Axone mehrerer olfaktorischer Neurone wer-
den gebündelt und ziehen als olfaktorische Fasern zum Bulbus olfactorius im Gehirn. Basale Stamm-
zellen sind für die Regeneration des olfaktorischen Epithels zuständig. Die in der Lamina propria 
lokalisierten Bowman-Drüsen (Glandulae olfactoriae) sezernieren den Riechschleim.  

 

1.2 Entwicklung des olfaktorischen Systems 

1.2.1 Embryonale Entwicklung des Menschen 

Die folgenden Ausführungen basieren auf dem Lehrbuch Duale Reihe Anatomie. 

Die Entwicklung eines Menschen in uteri dauert 38 Wochen und kann in drei Stadien 

unterteilt werden: Frühentwicklung (1. - 3. Woche), Embryonalperiode (4. - 8. Wo-

che) und Fetalperiode (9. - 38. Woche). Während Frühentwicklung und Embryonal-

periode vor allem durch morphologische Veränderungen geprägt sind und am Ende 

der Embryonalperiode alle Organsysteme angelegt sind, finden in der Fetalperiode 

hauptsächlich funktionelle Differenzierungen der Organe und eine Gewichtszu-

nahme durch erhöhte Zellproliferation statt.  

Die befruchtete Eizelle (Zygote) wandert durch den Eileiter zur Gebärmutter und er-

reicht durch kontinuierliche Zellteilungen nach drei Tagen ein 16-Zell-Stadium, des-

sen Zellen als Blastomere bezeichnet werden. Diese Zellansammlung wird auch als 



Einleitung 

4 
 

Morula bezeichnet. In diesem Stadium befindet sich der frühe Embryo in der Gebär-

mutterhöhle (Cavum uteri). Die inneren Blastomeren differenzieren sich von den äu-

ßeren Blastomeren und leiten das Stadium der Blastozyste ein. Die Blastozyste be-

steht aus dem äußeren Trophoblasten und dem inneren Embryoblasten, welcher in 

der Blastozystenhöhle (Blastocoel) liegt. Die Blastozyste nistet sich zu diesem Zeit-

punkt in die Gebärmutterschleimhaut ein (Duale Reihe Anatomie. S. 73 – 83. Georg 

Thieme Verlag, Stuttgart 2010). Aus den Zellen des Trophoblasten entwickelt sich 

im Laufe der Schwangerschaft der embryonale Teil der Plazenta. Die Zellen des 

Embryoblasten werden auch als embryonale Stammzellen bezeichnet und besitzen 

das Potential, einen kompletten Organismus zu formen (Sukoyan et al., 1993). Die 

Entwicklung vom Stadium der Morula aus wird in Abbildung 2 dargestellt.  

 

 

Abbildung 2: Entwicklung von der Morula zur Blastozyste 

Die Abbildung zeigt die Entwicklung von der Morula im 16-Zell-Stadium zur Blastozyste. Vom Stadium 
der Blastozyste entwickeln sich die Zellen des Trophoblasten im Laufe der Schwangerschaft weiter 
zum embryonalen Teil der Plazenta. Die Zellen des Embryoblasten als embryonale Stammzellen 
haben die Fähigkeit, einen kompletten Organismus zu formen. 

 

In der 2. Entwicklungswoche differenzieren die Zellen des Embryoblasten zur zwei-

blättrigen Keimscheibe mit Epi- und Hypoblast. Die Zellen des Epiblasten wandern 

im Zuge der Gastrulation (ab der 3. Entwicklungswoche) entlang des Primitivstrei-

fens in Richtung Hypoblast ein und bilden die drei Keimblätter Mesoderm, Entoderm 
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und Ektoderm (Abbildung 3). Als Primitivstreifen wird „eine bandartige Zellverdich-

tung in Längsachse des Epiblasten“ bezeichnet (Duale Reihe Anatomie. S. 80. 

Georg Thieme Verlag, Stuttgart 2010). 

 

 

Abbildung 3: Entwicklung von der zweiblättrigen zur dreiblättrigen Keimscheibe  

Die Abbildung zeigt die Entwicklung von der zweiblättrigen zur dreiblättrigen Keimscheibe mit den 
Keimblättern Mesoderm, Entoderm und Ektoderm im Zuge der Gastrulation. Es handelt sich um eine 
Darstellung im Sagittalschnitt in Anlehnung an Duale Reihe Anatomie. S. 80. Georg Thieme Verlag, 
Stuttgart 2010.  

 

Aus dem Ektoderm gehen das Oberflächen-Ektoderm und die Neuralplatte hervor. 

Während der sogenannten Neurulation bildet sich aus der Neuralplatte das Neural-

rohr, welches sich zum zentralen Nervensystem entwickelt (Duale Reihe Anatomie. 

S. 73 – 83. Georg Thieme Verlag, Stuttgart 2010). Die Randzonen der Neuralplatte 

sind an der Bildung weiterer ektodermaler Strukturen beteiligt. Neben der Neural-

leiste ist hier auch die präplakodale Region (PPR) zu finden, welche den Ursprung 

der Plakoden darstellt (Abbildung 4). Plakoden sind vorübergehende Verdickungen 

des Kopfektoderms (van Wijhe 1883; von Kupffer 1891) und Ausgangspunkt für eine 

Reihe spezialisierter sensorischer Organe (Baker and Bronner-Fraser, 2001, Streit, 

2004, Streit, 2007, Schlosser, 2006, Patthey et al., 2014, Saint-Jeannet and Moody, 

2014, Moody and LaMantia, 2015). 
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Abbildung 4: Ektodermale Entwicklung  

Die Abbildung zeigt schematisch die Entwicklung des Ektoderms zum neuronalen Ektoderm, aus 
dem die Neuralplatte hervorgeht und zum Oberflächenektoderm, welches später die Epidermis her-
vorbringt. Während der Neurulation entsteht aus der Neuralplatte das Neuralrohr. Von diesem aus-
gehend erfolgt die Entwicklung des zentralen Nervensystems. Am Rand der Neuralplatte differenzie-
ren sich die Neuralleiste und die PPR voneinander ab.  

 

1.2.2 Entwicklung des Riechepithels 

Das Riechepithel gehört mit seinen olfaktorischen Neuronen zu den sensorischen 

Organen, die aus embryonalen Plakoden hervorgehen (Moody and LaMantia, 2015). 

Zu den menschlichen Plakoden gehören die otogene, die trigeminale, die adenohy-

pophysale, die epibranchiale, die Linsen- und olfaktorische Plakode (Graham and 

Begbie, 2000, Baker and Bronner-Fraser, 2001). Eine Übersicht der menschlichen 

Plakoden wird in Abbildung 5 dargestellt. Alle Plakoden stammen von der PPR ab 

(Bhattacharyya and Bronner-Fraser, 2008, Moody and LaMantia, 2015, Saint-

Jeannet and Moody, 2014, Streit, 2008, Streit, 2007). Im Folgenden soll die Entwick-

lung der PPR, deren Weiterentwicklung zu Plakoden und die Differenzierung in die 

olfaktorische Plakode näher beschrieben werden.  
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Abbildung 5: Menschliche Plakoden 

Die Abbildung zeigt die menschlichen Plakoden mit Abstammung von der präplakodalen Region.  

 

1.2.2.1 Entwicklung der präplakodalen Region 

Während der embryonalen Gastrulation können die drei Keimblätter Mesoderm, En-

toderm und Ektoderm voneinander unterschieden werden. Das Ektoderm differen-

ziert sich später in das neuronale und nicht-neuronale Ektoderm. Aus dem neuro-

nalen Ektoderm entwickelt sich die Neuralplatte als Abstammungsgrundlage des 

ZNS, während sich aus dem nicht-neuronalen Ektoderm die Epidermis entwickelt 

(Saint-Jeannet and Moody, 2014). Dort wo sich nicht-neuronales und neuronales 

Ektoderm berühren, entsteht unter Beeinflussung von Mesoderm und Entoderm die 

sogenannte neurale Grenzzone (Abbildung 6). Diese differenziert sich in Neural-

leiste und PPR, welche den anterioren Teil der Neuralplatte hufeisenförmig umgibt 

(Moody and LaMantia, 2015). Studien zur Kartierung der Genexpression während 

der frühen Entwicklung in Küken (Couly and Le Douarin, 1990, Couly and Le 

Douarin, 1987, Streit, 2002) und Amphibien (Streit, 2004, Schlosser and Ahrens, 

2004, Pieper et al., 2011) weisen darauf hin, dass der Ursprung aller Plakoden im 
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umgebenden Bereich der Neuralplatte liegt (Bhattacharyya and Bronner-Fraser, 

2008). Als PPR-Marker gelten vor allem Gene der Six- und Eya-Familie (Moody and 

LaMantia, 2015, Esteve and Bovolenta, 1999, Kobayashi, 2000, Pandur and 

Moody, 2000, Ghanbari et al., 2001, McLarren et al., 2003, Schlosser and Ahrens, 

2004, Streit, 2004, Litsiou et al., 2005, Christophorou et al., 2009).  

Die neurale Grenzzone exprimiert unter anderem Gene der Dlx- und Msx-Familien 

(Abbildung 6). Diese Marker werden für die Expression von Neuralleisten- und PPR-

Genen benötigt. Dlx-Gene sorgen für die Induktion der Neuralleisten- und PPR-

Gene und unterdrücken die Neuralplatten-Gene (Feledy et al., 1999, Beanan and 

Sargent, 2000, Solomon and Fritz, 2002, Woda et al., 2003, McLarren et al., 2003, 

Esterberg and Fritz, 2009, Moody and LaMantia, 2015, Christophorou et al., 2009). 

Zu den Neuralleisten-spezifischen Genen gehören Msx1, Pax3, FoxD3, Sox9/10, 

Dlx und TFAP2α (Moody and LaMantia, 2015). 

 

 
Abbildung 6: Entwicklung des Ektoderms 

Die Abbildungen zeigen die Entwicklung des Ektoderms. Das Ektoderm differenziert sich in das neu-
ronale und nicht-neuronale Ektoderm. Am Berührungspunkt dieser Regionen entsteht die neurale 
Grenzzone. Aus dieser gehen die Neuralleiste und die PPR hervor. Die Neuralplatte stammt vom 
neuronalen Ektoderm ab, währen die Epidermis vom nicht-neuronalen Ektoderm gebildet wird.  
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Abbildung 7: Genexpression verschiedener Regionen 

Die Abbildung zeigt die in verschiedenen Regionen exprimierten Gene und Genfamilien.  

 

Aber nicht nur Transkriptionsfaktoren aus der neuralen Grenzzone werden für die 

vollständige Entwicklung der PPR benötigt, auch Signale benachbarter Gewebe 

sind daran beteiligt. Der Fibroblast Growth Factor (FGF) aus dem benachbarten 

Mesoderm und der anterioren Neuralleiste sorgt für die Inhibition von PPR-unter-

drückenden Faktoren und erhöht die Expression von PPR-spezifischen Genen 

(Grocott et al., 2012). Hohe Mengen an FGF unterdrücken die PPR-Bildung, nied-

rige FGF-Spiegel sind für die Entwicklung der PPR günstig (Hong and Saint-

Jeannet, 2007, Moody and LaMantia, 2015). Das Bone Morphogenetic Protein 

(BMP) ist essenziell für die Expressions-Modulation vieler Gene der Grenzzone 

(Bhat et al., 2013, Luo et al., 2001). Tatsächlich wird nur ein sehr früher BMP-Puls 

benötigt, um deren Expression zu bewirken (Kwon et al., 2010). Um die Entwicklung 

der PPR zu fördern, muss der BMP-Spiegel später wieder gesenkt werden (Dincer 

et al., 2013). Das benötigte BMP hierfür stammt aus der Neuralplatte (Schlosser, 

2014). Um weiterhin die Entwicklung der PPR zu fördern, geben umliegende Ge-

webe Faktoren ab, die den Wnt-Signalweg hemmen (Moody and LaMantia, 2015, 

Takai et al., 2010). Wnt inhibiert die PPR-Formation, weshalb niedrige Spiegel von-

nöten sind, um sie zu expandieren beziehungsweise zu fördern (Litsiou et al., 2005, 
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Hong and Saint-Jeannet, 2007). Zusammengefasst begünstigt ein FGF-Puls in ei-

ner Umgebung mit niedrigen BMP- und Wnt-Konzentrationen die Induktion der PPR 

(Litsiou et al., 2005). Abbildung 8 zeigt die Beteiligung verschiedener Gewebe an 

der Entstehung der PPR. Die Entwicklung der olfaktorischen Plakode aus einem 

Teil der PPR soll nachfolgend näher erörtert werden.  

 

 

Abbildung 8: Beteiligung verschiedener Gewebe und Faktoren an der Entwicklung der PPR 

Die Abbildung zeigt die an der Entwicklung der PPR beteiligten Faktoren und Gewebe. DLX aus der 
Neuralleiste sorgt für die Induktion der PPR. Weiterhin werden eine moderate FGF-Konzentration 
sowie ein früher BMP-Puls mit anschließender Erniedrigung für die Entwicklung der PPR benötigt. 
FGF hierfür stammt aus dem Mesoderm und der anterioren Neuralleiste. α-Wnt aus der Neuralplatte 
und dem Chordomesoderm fördert die PPR-Formation. BMP stammt aus der Neuralplatte.  

 

1.2.2.2 Entwicklung der olfaktorischen Plakode 

Studien haben gezeigt, dass anfänglich alle Zellen innerhalb der PPR befähigt sind 

jegliche Art von Plakode zu bilden (Moody and LaMantia, 2015, Streit, 2007, 

Bhattacharyya and Bronner-Fraser, 2008, Bailey and Streit, 2006, Saint-Jeannet 

and Moody, 2014). Durch Signale umgebender Gewebe jedoch wird der Zielzustand 

der Zellen bestimmt und diese zur Entwicklung in eine bestimmte Richtung angeregt 
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(Saint-Jeannet and Moody, 2014). Wenige Stunden nach Festigung der PPR als 

eigenständige Region innerhalb des Ektoderms beginnt sie, sich in einen anterioren, 

intermediären und posterioren Teil zu differenzieren. Aus dem anterioren Teil ent-

stehen später die adenohypophysale, Linsen- und olfaktorische Plakode, wobei die 

adenohypophysale und die Linsen-Plakode die einzigen nicht-neurogenen Plakoden 

darstellen (Bailey et al., 2006). Der intermediäre Teil ist Ausgangspunkt der trigemi-

nalen Plakode, während sich aus dem posterioren Teil die restlichen Plakoden bil-

den (Moody and LaMantia, 2015). Während zu Beginn der PPR viele Gene über die 

gesamte Region verteilt exprimiert werden, begrenzt sich deren Expression später 

entweder auf den anterioren oder posterioren Teil (Schlosser, 2006, Schlosser and 

Ahrens, 2004, Sjodal and Gunhaga, 2008). Allgemein ist die Theorie anerkannt, 

dass Signale umgebender Gewebe zusammen mit einer spezifischer Signalkombi-

nation aus BMP, FGF, Wnt und Retinsäure (RA) die spezifische Plakodenidentität 

bewirken (Saint-Jeannet and Moody, 2014), wobei bestimmte Signalwege spezifisch 

für die Entwicklung einer bestimmten Plakode benötigt werden. Olfaktorische Vor-

läuferzellen befinden sich in einem Gebiet der anterioren PPR und überlappen mit 

Vorläuferzellen der Linse; zusammen können sie als anteriore Plakodenvorläufer-

zellen bezeichnet werden und zeichnen sich unter anderem durch eine Pax6-Ex-

pression aus (Abbildung 9). Somatostatin und Nozizeptin spielen eine Rolle in der 

Regulation der Pax6-Expression, sodass diese für die Entwicklung der olfaktori-

schen oder Linsen-Plakode als wichtig betrachtet werden (Lleras-Forero et al., 

2013). Weiterhin werden Dlx3 und Dlx5 als Marker verschiedener olfaktorischer Pla-

koden-Vorgänger angesehen (Bhattacharyya and Bronner-Fraser, 2008). Untersu-

chungen haben gezeigt, dass sich alle Zellen der PPR ohne Einfluss bestimmter 

Zytokine zur Linsen-Plakode entwickeln würden, sodass diese Entwicklung unter-

drückt werden muss, um andere Plakoden zu fördern (Bailey et al., 2006, Tchieu et 

al., 2017). Diese Unterdrückung wird durch FGF aus der anterioren Neuralleiste ge-

währleistet und eingeleitet. Besonders FGF8 fördert die Entwicklung der olfaktori-

schen Plakode (Bailey et al., 2006). Als Marker der olfaktorischen Plakode gelten 

unter anderem Ebf2 (Bally-Cuif et al., 1998, Moody and LaMantia, 2015), Emx2 
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(Moody and LaMantia, 2015, Mallamaci et al., 1998), Foxg1 (Kawauchi et al., 2009) 

und Dlx5 (Yang et al., 1998, Levi et al., 2003). In der vorliegenden Arbeit werden 

folgende Marker betrachtet: EYA1, EYA2 und SIX1 für die PPR, sowie EBF2, EMX2 

und FOXG1 für die olfaktorische Plakode. Die Entwicklung von der olfaktorischen 

Plakode zum olfaktorischen Epithel wird im Folgenden beschrieben.  

 

 

Abbildung 9: Anteriore, olfaktorische und Linsen-Vorläuferzellen 

Die Abbildung zeigt die Überlappung olfaktorischer und Linsen-Vorläuferzellen. Zusammen werden 
sie als anteriore Vorläuferzellen der PPR bezeichnet, welchen die Expression von PAX6 gemein ist. 
Die PAX6-Expression wird durch Nozizeptin und Somatostatin beeinflusst. Olfaktorische Vorläufer-
zellen exprimieren DLX3 und DLX5.  

 

1.2.2.3 Entwicklung des olfaktorischen Epithels 

Um ein komplettes olfaktorisches Epithel mit olfaktorischen Rezeptorneuronen bil-

den zu können, wird nicht nur die olfaktorische Plakode, sondern auch das darunter 

liegende und von der Neuralleiste abstammende Mesenchym benötigt (Kawauchi et 

al., 2009). Nach der Entstehung der olfaktorischen Plakode stülpt sich diese zur 

Riechgrube ein. Mit fortschreitender Entwicklung vertiefen sich Einstülpungen und 

es bilden sich weitere Ausbuchtungen. Ausgehend von der Riechgrube differenziert 

sich das olfaktorische Epithel. Dieses enthält Zellen, die sich asymmetrisch teilen 
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und somit zu olfaktorischen Neuronen, beziehungsweise neuronalen Vorläuferzellen 

werden (Chen et al., 2009). Das olfaktorische Epithel lässt sich in verschiedene Be-

reiche unterteilen (Moody and LaMantia, 2015). Im je nach Publikation basal oder 

lateral genannten Abschnitt befinden sich die Stammzellen, welche in großen Men-

gen Meis1, Pbx1/2/3, Pax7 sowie Six1 exprimieren. Sox2 hingegen ist in diesen Zel-

len verringert (Tucker et al., 2010, Chen et al., 2009). Die Genexpression von Sox2 

in den basal liegenden Zellen wird durch Foxg1 beeinflusst (Kawauchi et al., 2009). 

Im medialen Anteil des olfaktorischen Epithels herrschen mit hohen Sox2- und nied-

rigen Six2-Spiegeln gegensätzliche Verhältnisse. Ebenfalls ist dort eine Six4- (Chen 

et al., 2009) und Pax6-Expression, sowie eine Differenzierung von olfaktorischen 

Rezeptorneuronen und GnRH-Neuronen beschrieben. Die Studienergebnisse 

(Chen et al., 2009, Tucker et al., 2010) wurden an Mäusen ermittelt. Abbildung 10 

zeigt schematisch die Entwicklung der olfaktorischen Plakode zum olfaktorischen 

Epithel. Die schnelle Entwicklung und Differenzierung der Zellen ist auf ein abge-

stimmtes Zusammenspiel von Plakoden-Ektoderm und dem benachbarten und von 

der Neuralleiste abstammenden Mesenchym zurückzuführen. FGF- und BMP-expri-

mierende Regionen sorgen für die konstante Aussendung von mesenchymalen Dif-

ferenzierungssignalen (Moody and LaMantia, 2015). Retinsäure- und FGF-Signale 

sind für die Kommunikation zwischen Mesenchym und olfaktorischem Plakoden-

Ektoderm verantwortlich und beeinflussen die neuronale Differenzierung zum olfak-

torischen Epithel (Bhasin et al., 2003, LaMantia et al., 2000, Lassiter et al., 2014).  

Zusammenfassend kann für die Entwicklung des olfaktorischen Epithels mit olfakto-

rischen Rezeptorneuronen festgehalten werden, dass durch die regulierte Expres-

sion von Six1, Sox2 und anderen Genen der Six/Sox-Familie das Plakoden-

Ektoderm zur Bildung von Neuronen befähigt wird. Nur durch Signale aus benach-

barten Geweben jedoch kann die Neuronenbildung auch tatsächlich vollzogen wer-

den (Moody and LaMantia, 2015).  
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Abbildung 10: Entwicklung der olfaktorischen Plakode zum olfaktorischen Epithel 

Die olfaktorische Plakode entwickelt sich über das Stadium der Riechgrube zum olfaktorischen 
Epithel, welches in einen medialen und lateralen/basalen Teil unterschieden werden kann. Die Un-
terscheidung dieser Anteile erfolgt unter anderem durch unterschiedliche Genexpression. Der medi-
ale Teil bildet im weiteren Verlauf Neurone aus, während der laterale/basale Teil die Stammzellen 
stellt.  

 

1.2.3  Rolle der SIX-Gene in der Entwicklung des Riechepithels 

Die Rolle der Six-Gene während der Entwicklung des Riechepithels wurde durch 

eine Studie an Mäusen näher untersucht (Chen et al., 2009). Während Six4 in den 

neuronalen Vorläuferzellen des olfaktorischen Epithels beobachtet werden kann, fin-

det man Six1 in den basal liegenden Stammzellen. Six1- und/oder Six4-Mutationen 

lösen Fehlbildungen des olfaktorischen Epithels aus. Eine mögliche Erklärung hier-

für ist eine synergistische Wirkung von Six1 und Six4 mit dem FGF- und BMP-Sig-

nalweg zur regelrechten Ausbildung der olfaktorischen Plakode (Chen et al., 2009). 

Weiterhin spielt Six1 eine Rolle bei der frühen Neurogenese im olfaktorischen 
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Epithel durch die Regulation von Transkriptionsfaktoren. Ist die Expression von Six1 

gestört beziehungsweise fehlt Six1, kann man keine neuronalen Frühformen oder 

Zellansammlungen beobachten, welche im Normalfall von der olfaktorischen Pla-

kode bzw. dem olfaktorischen Epithel abstammen. Ebenfalls ist dann die Ausbildung 

von olfaktorischen Rezeptorneuronen und GnRH-positiven Neuronen gestört (Ikeda 

et al., 2007).  

1.3 Humane induziert pluripotente Stammzellen 

Alle Erkenntnisse, die bisher zur Aufklärung der oben genannten Entwicklungsvor-

gänge geführt haben, wurden durch Forschung an Tieren verschiedener Spezies 

gewonnen. Zurzeit werden Experimente durchgeführt in denen versucht wird, die 

entdeckten Signalwege auf menschliche Zellen zu übertragen und so die Entwick-

lung verschiedener Plakoden zu induzieren (Dincer et al., 2013, Koehler et al., 

2017). Als Ausgangspunkt all dieser Experimente werden pluripotente Zellen benö-

tigt. Pluripotenz bezeichnet die Eigenschaft von Stammzellen, Zellen aller drei Keim-

blätter hervorbringen und sich theoretisch unendlich oft teilen zu können. Bei embry-

onalen Stammzellen handelt es sich um physiologisch vorkommende pluripotente 

Zellen (Evans and Kaufman, 1981, Martin, 1981). Aus somatischen Zellen können 

pluripotente Stammzellen induziert werden (Takahashi and Yamanaka, 2006). 

Durch das Überführen nuklearer Komponenten von murinen somatischen Zellen in 

Oozyten (Wilmut et al., 1997) oder durch Vereinigung mit embryonalen Stammzellen 

(Cowan et al., 2005, Tada et al., 2001) konnte eine Reprogrammierung somatischer 

Zellen zur Pluripotenz herbeigeführt werden. Die Vermutung lag daher nahe, dass 

unbefruchtete Oozyten und embryonale Stammzellen Faktoren enthalten, welche 

die Reprogrammierung somatischer Zellen induzieren. Diese Faktoren wurden als 

Oct3, Oct4, Sox2, c-Myc und Klf4 identifiziert. Durch retrovirales Einbringen dieser 

Faktoren konnten murine Fibroblasten zur Pluripotenz reprogrammiert werden 

(Takahashi and Yamanaka, 2006). Die Anwendung des Reprogrammierungsverfah-

rens durch retrovirale Transduktion an humanen somatischen Zellen (Fibroblasten) 

gelang nur ein Jahr später (Takahashi et al., 2007). Neuere Studien konnten humane 
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somatische Zellen ausschließlich unter Verwendung des Faktors OCT4 zur Pluripo-

tenz reprogrammieren (Kim et al., 2009). Die in der Arbeit verwendeten hiPSZ wur-

den ausschließlich unter Verwendung des Faktors OCT4 hergestellt.  

Die nachfolgenden Ausführungen nehmen hauptsächlich Bezug auf Raab et al. 

(2014). Die ersten humanen Zellen, die für die Erzeugung von hiPSZ verwendet 

wurden waren Fibroblasten (Takahashi et al., 2007). Ursächlich dafür ist zum großen 

Teil ihre Verfügbarkeit, da sie leicht aus Hautbiopsien isoliert werden können. Des 

Weiteren sind sie in ihrer Handhabung in Kultur relativ pflegeleicht. Trotzdem muss 

zu ihrer Gewinnung ein invasiver Eingriff vorgenommen werden. Dieser kann 

schmerzhaft sein und muss von einem Arzt durchgeführt werden. Durch den Eingriff 

steigt das Risiko für Infektionen, es können allergische Reaktionen gegen das An-

ästhetikum auftreten, Narben- bzw. Keloidbildungen sind möglich und es kann zu 

kleinen Blutungen an der Entnahmestelle kommen (Raab et al., 2014). Fibroblasten 

zeichnen sich durch eine hohe Reprogrammierungsfähigkeit und schnelles Zell-

wachstum aus. Nicht reprogrammierte Fibroblasten allerdings können durch ihre 

schnelle Proliferation reprogrammierte Zellen überwachsen. Ebenfalls können nur 

Fibroblasten in niedrigen Passagen (geringer als 5) verwendet werden, da mit stei-

genden Passagen die Effizienz der Reprogrammierung sinkt (Streckfuss-Bomeke et 

al., 2013). Ihre Reprogrammierungseffizienz beträgt etwa 0,01 - 0,5 % bei einem 

etwa 3 - 5 Wochen andauernden Reprogrammierungsprozess (Takahashi et al., 

2007). Anschließend dauert es maximal zwei Wochen bis Stammzellkolonien er-

sichtlich sind; diese Zeitspanne ist im Vergleich zu anderen Zellarten, die zur Repro-

grammierung verwendet werden können, relativ lang (Takahashi et al., 2007, Aasen 

et al., 2008). Aufgrund genannter Faktoren, aber vor allem aufgrund des invasiven 

Eingriffs zur Gewinnung von Fibroblasten, wurde weiter nach Alternativen – auch 

nicht-invasiven – geforscht. Neben vergleichsweise einfach zugänglichen Zelltypen 

aus Blut (Haase et al., 2009, Loh et al., 2009) und Urin (Zhou et al., 2011), werden 

auch schwerer gewinnbare Zelltypen wie beispielsweise pankreatische Betazellen 

(Bar-Nur et al., 2011) oder mesenchymale Stromazellen aus Weisheitszähnen (Atari 
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et al., 2012, Oda et al., 2010) verwendet. Während all diese Zelltypen gewisse Nach-

teile mit sich bringen, seien es eine geringe Reprogrammierungseffizienz, hohe Kos-

ten für die Gewinnung oder Kultivierung oder die Einschränkung des Personenkrei-

ses, von dem die Zellen gewonnen werden können, bringt die Verwendung von Ke-

ratinozyten aus gezupften Haaren große Vorteile mit sich (Raab et al., 2014). Diese 

werden nachfolgend erläutert. Unter einfachen Bedingungen können gezupfte 

Haare über mehrere Tage lang gelagert werden. Lange Transportwege stellen somit 

kein Problem dar. Des Weiteren wird ein invasiver Eingriff vermieden. Die Kera-

tinozyten werden in einem kalziumarmen Medium kultiviert, wobei eine auswach-

sende Haarwurzel genügend Zellen für eine Reprogrammierung liefert. Durch die 

Abwesenheit von Kalzium sollen die Keratinozyten am Altern gehindert werden, da 

mit zunehmendem Alter die Reprogrammierungseffizienz sinkt. Keratinozyten kön-

nen innerhalb von 1-2 Wochen reprogrammiert werden und weisen eine hohe 

Grundexpression von C-MYC und KLF4 auf. Dies kann eine effiziente Reprogram-

mierung begünstigen (Raab et al., 2014), welche im Vergleich zu Fibroblasten um 

bis das Hundertfache auf 1-2 % gesteigert ist (Linta et al., 2012, Aasen et al., 2008, 

Shi et al., 2008).  
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1.4 Zielsetzung der Arbeit 

Obwohl der Riechsinn in vielen Bereichen des Lebens eine zentrale Rolle spielt, gibt 

es bisher im Vergleich zu anderen Sinnen wenige wissenschaftliche Arbeiten, die 

sich mit seiner frühen Entwicklung beschäftigen. Ausgehend von hiPSZ soll ein ad-

härentes Differenzierungsprotokoll für die frühe olfaktorische Entwicklung generiert 

und auf RNA- und Proteinebene untersucht werden. Die hiPSZ werden aus Kera-

tinozyten von Kontrollpersonen durch lentivirale Infektion gewonnen und auf PPR 

und olfaktorische Plakoden-Marker mit qRT-PCR und Immunfluoreszenzfärbung un-

tersucht. Dazu werden folgende Teilschritte durchgeführt: 

a) Analyse von hiPSZ auf RNA- und Proteinebene auf olfaktorische Markerex-

pression 

b) Differenzierung der hiPSZ zu präplakodalen Zellen und olfaktorischen Pla-

koden-Zellen  

c) Vergleich verschiedener Modifizierungen des olfaktorischen Protokolls 

Das Ziel der Arbeit soll die Generierung eines adhärenten Differenzierungsprotokolls 

für die frühe olfaktorische Entwicklung sein, welches nachweislich zur Expression 

von präplakodalen und olfaktorischen plakodalen Markern führt. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Ethikvotum 

Für die Arbeitsgruppe Liebau gilt folgendes Aktenzeichen der Ethikkommission: 

638/2013BO1. Das Aktenzeichen 177/2019BO2 gilt zusätzlich für die olfaktorische 

Forschung innerhalb der Arbeitsgruppe. 

2.1.2 Zelllinien 

In der nachfolgenden Tabelle werden alle verwendeten Zelllinien aufgeführt. 

Tabelle 1: Zelllinien 

Bezeichnung Beschreibung Verwendung 
hiPSZ KF hiPSZ aus reprogrammierten 

menschlichen Fibroblasten 
Stammzellen für 
Differenzierung 

hiPSZ K2 hiPSZ aus reprogrammierten 
menschlichen Keratinozyten von 
Kontrollperson 2 

Stammzellen für 
Differenzierung 

Lenti-X-239T Ursprung aus Nierenzellen HEK293 
(Takara) 

Reprogrammierung von 
Keratinozyten 

MEF CD1 Mausembryo-Fibroblasten 
E12,5 (StemCell™ Technologies) 

Herstellung von MEF-
konditioniertem Medium 

REF Rattenembryo-Fibroblasten E 14,5 Ammen-Zellen während 
der Reprogrammierung 

 

2.1.3 Gebrauchsfertige Reaktionslösungen 

In der nachfolgenden Tabelle werden alle verwendeten gebrauchsfertigen Reakti-

onslösungen aufgeführt.  

Tabelle 2: Gebrauchsfertige Reaktionslösungen 

Bezeichnung REF-Nr. oder Kat. Nr. Hersteller 
Cells Direct One Step 
qRT-PCR Kit 

46-7201 Invitrogen 

ExtractME Total RNA 
Micro Spin Kit 

EM31-250 BLIRT S.A. 

PreAmp Master Mix 100-5581 Fluidigm 
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QuantiFast Probe RT-
PCR Kit 

2044 QIAGEN 

QuantiNova SYBR Green 
PCR Kit 

2080 QIAGEN 

StemLight Pluripotency 
Antibody Kit 

9656S Cell Signaling 
Technology 

 

2.1.4 Chemikalien 

In der nachfolgenden Tabelle werden alle verwendeten Chemikalien aufgeführt.  

Tabelle 3: Chemikalien 

Bezeichnung REF-Nr. oder Kat. Nr. Hersteller 
2x Assay Loading 
Reagent 

85000736 Fluidigm 

Cascade Biologics 
EpiLife 

MEPI500CA Thermo Fisher Scientific 

Collagen from human 
placenta 

C5533-5MG Sigma Aldrich Chemie 
GmbH 

CryoStem 05-710-1E Biological Industries 
DMEM (+4,5 g/l D-
Glucose, +L-Glutamin, -
Pyruvat) 

41965-039 Thermo Fisher Scientific 

DMEM/F-12 (1:1) + 
GlutaMAX 

31331-028 Thermo Fisher Scientific 

DPBS -/- Dulbecco´s 
Modified Eagle´s Medium 

14189-094 Thermo Fisher Scientific 

DPBS +/+ Dulbecco´s 
Modified Eagles’ Medium  

14040-133 Thermo Fisher Scientific 

DPBS Calcium, 
Magnesium 

14040-091 Thermo Fisher Scientific 

DPBS ohne Calcium 
ohne Magnesium 

14190-094 Thermo Fisher Scientific 

GE Sample Loading 
Reagent 

85000735 Fluidigm 

Glucose HN06.1 Carl Roth GmbH + 
Co.KG 

Keratinozyten-Dispase 354235 Corning 
Knockout-DMEM (1X) 10829-018 Thermo Fisher Scientific 
Matrigel hESC-qualified 
Matrix  

354177 CORNING 

Normal Donkey Serum S30-100ml EMD Millipore 
Corporation 
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PFA  0335 Carl Roth GmbH + 
Co.KG 

ProLong® Diamond 
Antifade Mountant with 
DAPI 

P36962 Thermo Fisher Scientific 

ReLeSR 05873 STEMCELL 
Technologies 

RNAse-free water 1018017 QIAGEN 
Synth-a-Freeze A12542-01 Thermo Fisher Scientific 
TaqMan Assay 20 x 4351372 Applied Biosystems 
TE Buffer pH 7,0 AM9861 Invitrogen 
Triton X 100 3051 Carl Roth GmbH + 

Co.KG 
TrypLE Express 12604-021 Thermo Fisher Scientific 
TrypLE Express 12604-021 Thermo Fisher Scientific 
Universal TaqMan PCR 
Mix No AmpErase - UNG 

4324018 Applied Biosystems 

 

2.1.5 Zusätze  

In der nachfolgenden Tabelle werden alle verwendeten Zusätze aufgeführt.  

Tabelle 4: Zusätze 

Bezeichnung REF-Nr. oder Kat. Nr. Hersteller 
2-Mercaptoethanol 31350-010 Thermo Fisher Scientific 
Antibiotic Antimycotic 15240-062 Thermo Fisher Scientific  
B-27 Supplement 17504-044 Thermo Fisher Scientific 
Bio Pure Human Serum 
Albumine 10 % Solution 

05-720-1B Biological Industries 

BMP4 120-05ET PeproTech 
CD Lipid Concentrate 11905-031 Thermo Fisher Scientific 
Dorsomorphin ab120843 Abcam 
FCS  10500-064 Thermo Fisher Scientific 
FGF2 GFH146 Cell Guidance Systems 
FGF8 100-25 PeproTech 
GlutaMAX 35050-038 Thermo Fisher Scientific 
HKGS (Human Keratino-
cyte Growth Supplement) 

S-001-5 Thermo Fisher Scientific 

Human Activin A GFH6 Cell Guidance Systems 
ITS 354350 Corning 
IWR1e I0161 Sigma Aldrich Chemie 

GmbH 
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KnockOut SR Serum 
Replacement  

10828-028 Thermo Fisher Scientific 

MEM Non-Essential 
Amino-Acids 

11140-050 Thermo Fisher Scientific 

Polybrene H9268 Sigma Aldrich Chemie 
GmbH 

Retinsäure R2625 Sigma Aldrich Chemie 
GmbH 

Recombinant Human 
TGF-β1 

100-21 PeproTech 

SB431542 S1076 Selleckchem 
Vitamin C 3525.1 Carl Roth GmbH + 

Co.KG 
Y-27632 2HCl (Rock-
Inhibitor) 

S1049 Selleckchem 

 

2.1.6 Oligonukleotide 

In der nachfolgenden Tabelle werden die Primer des QuantiFast SYBR Green RT-

PCR Kits (Qiagen) und die TaqMan-Sonden des Fluidigms (Life Technologies) ge-

nannt.  

Tabelle 5: Oligonukleotide 

Bezeichnung REF-Nr. oder Kat. Nr. Hersteller 
Hs_EBF2_1_SG QT00072072 QIAGEN 
Hs_EMX2_1_SG QT00215824 QIAGEN 
Hs_EYA1__1_SG QT00070980 QIAGEN 
Hs_EYA2_1_SG QT00076573 QIAGEN 
Hs_FOXG1_1_SG QT00245329 QIAGEN 
Hs_GAPDH_1_SG QT00079247 QIAGEN 
Hs_HMBS_1_SG QT00014462 QIAGEN 
Hs_MSX1_1_SG QT00224350 QIAGEN 
Hs_PAX6_1_SG QT00071169 QIAGEN 
Hs_SIX1_1_SG QT00010584 QIAGEN 
Hs_SIX4_1_SG QT00035959 QIAGEN 
Hs_SOX2_1_SG QT00237601 QIAGEN 
Hs_EBF2_va.1_SG QT02503781 QIAGEN 
 
ASCL1 Hs04187546_g1 Life Technologies 
CALB2 Hs00418693_m1 Life Technologies 
CK14 Hs00265033_m1 Life Technologies 
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DLX5 Hs00193291_m1 Life Technologies 
DMRTA1 Hs00403012_m1 Life Technologies 
EBF2 Hs00224081_m1 Life Technologies 
E-CAD = CDH1 Hs01023894_m1 Life Technologies 
EMX2 Hs00244574_m1 Life Technologies 
EYA1 Hs00166804_m1 Life Technologies 
EYA2 Hs00193347_m1 Life Technologies 
FOXE3 Hs00846317_s1 Life Technologies 
FOXG1 Hs01850784_s1 Life Technologies 
FOXI3 Hs03645828_s1 Life Technologies 
GATA3 Hs00231122_m1 Life Technologies 
GBX2 Hs00230965_m1 Life Technologies 
KRT19 Hs00761767_s1 Life Technologies 
LHX3 Hs01033412_m1 Life Technologies 
MSX1 Hs00427183_m1 Life Technologies 
NCAM1 Hs00941830_m1 Life Technologies 
NCAM2 Hs00189850_m1 Life Technologies 
NESTIN Hs04187831_g1 Life Technologies 
NEUROD1 Hs01922995_s1 Life Technologies 
NGN1 Hs01029249_s1 Life Technologies 
OMP Hs01087269_s1 Life Technologies 

OTX2 Hs00222238_m1 Life Technologies 
PAX2 Hs00240858_m1 Life Technologies 
PAX6 Hs00240871_m1 Life Technologies 
PAX8 Hs01015257_g1 Life Technologies 
RPSA Hs03046712_g1 Life Technologies 
SIX1 Hs01018030_m1 Life Technologies 
SIX3 Hs00193667_m1 Life Technologies 
SIX4 Hs00213614_m1 Life Technologies 
SOX1 Hs01057642_s1 Life Technologies 
SOX10 Hs00366918_m1 Life Technologies 
SOX2 Hs01053049_s1 Life Technologies 
SOX9 Hs01001343_g1 Life Technologies 
TFAP2A Hs01029413_m1 Life Technologies 
TUBB3 Hs00801390_s1 Life Technologies 
UCHL1 Hs00985157_m1 Life Technologies 
ZIC1 Hs00602749_m1 Life Technologies 
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2.1.7 Antikörper 

In der nachfolgenden Tabelle werden die verwendeten Primär- und Sekundäranti-

körper aufgelistet.  

Tabelle 6: Antikörper 

Bezeichnung Verdünnung REF-Nr. oder Kat. Nr. Hersteller 
 

Primärantikörper 
Anti-beta III 
Tubulin antibody 
Mouse 

1:750 ab78078 Abcam 

Anti-FOXG1 
antibody 
Goat 

1:500 ab3394 Abcam 

Eya1 polyclonal 
antibody  
Rabbit 

1:100 22658-1-AP Proteintech 

Eya2 monoclonal 
antibody (M04), 
clone 2F8 
Mouse 

1:50 H00002139-M04 Abnova 

Human/Mouse 
EBF-2 Antibody 
Sheep 

1:40 AF7006 Bio-Techne 

PAX3 1:31 Ab15717 Abcam 
Pax-6 polyclonal 
antibody, purified 
Rabbit 

1:100 PRB-278P BioLegend 

Six1 polyclonal 
antibody 
Rabbit 

1:100 10709-1-AP Proteintech 

Six4 monoclonal 
antibody (M09), 
clone 7E2 
Mouse 

1:67 H00051804-M09 Abnova 

 
Sekundärantikörper 

Donkey Anti-Goat 
IgG H&L (Alexa 
Fluor® 488) 

1:1000 ab150129 Abcam 
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Donkey Anti-
Mouse IgG H&L 
(Alexa Fluor® 488) 

1:1000 ab150105 Abcam 

Donkey Anti-
Mouse IgG H&L 
(Alexa Fluor® 568) 

1:1000 ab175472 Abcam 

Donkey Anti-
Mouse IgG H&L 
(Alexa Fluor® 647) 

1:1000 ab150107 Abcam 

Donkey Anti-
Rabbit IgG H&L 
(Alexa Fluor® 488) 

1:1000 ab150073 Abcam 

Donkey Anti-
Rabbit IgG H&L 
(Alexa Fluor® 568) 

1:1000 ab175470 Abcam 

Donkey Anti-
Rabbit IgG H&L 
(Alexa Fluor® 647) 

1:1000 ab150075 Abcam 

Donkey Anti-
Sheep IgG H&L 
(Alexa Fluor® 568) 

1:1000 ab175712 Abcam 

 
Verwendete Antikörper des StemLight Pluripotency Antibody Kits  

Nanog (D73G4) 
XP Rabbit mAb 

1:200 4903 Cell Signaling 
Technology 

Sox2 (D6D9) 
Rabbit mAb 

1:200 9656 Cell Signaling 
Technology 

Oct-4A (C30A3) 
Rabbit mAb 

1:200 9656 Cell Signaling 
Technology 

 

2.1.8 Geräte 

In folgender Tabelle werden die benutzten Geräte aufgeführt.  

Tabelle 7: Geräte 

Bezeichnung Hersteller 
Axio Imager M2 Forschungsmikroskop Zeiss 
Biomark TM Fluidigm 
Eppendorf Research Plus Pipette  
0,1 - 2,5 μl 

Eppendorf 

Eppendorf Research Plus Pipette  
0,5 - 10 μl 

Eppendorf 
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Eppendorf Research Plus Pipette  
10 – 100 μl 

Eppendorf 

Eppendorf Research Plus Pipette  
100 - 1000 μl 

Eppendorf 

Eppendorf Research Plus Pipette  
500 - 5000 μl 

Eppendorf 

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

F1-ClipTipTM Einkanalpipetten  

10 – 100 µl 

Thermo Fisher Scientific 

F1-ClipTipTM Einkanalpipetten  

100 – 1000 µl 

Thermo Fisher Scientific 

Flockeneisbereiter AF-103 Scotsman 

Gefrierschrank GN 4113-20K Liebherr 

Heracell 240i CO2 Incubator Thermo Fisher Scientific 

HeraeusTM FrescoTM Zentrifuge Thermo Fisher Scientific 

HeraeusTM MegafugeTM 16 Universal-

zentrifuge 

Thermo Fisher Scientific 

Kühl-Gefrierkombination CUN 3933-

21B 

Liebherr 

Mikrowelle MW13145W Amica 

MSC-AdvantageTM biologische Sicher-

heitswerkbank, Klasse 2 

Thermo Fisher Scientific 

NanophotometerTM P-Class Implen 

NeoVortex D-6012 NeoLab 

Pipetus® Sigma Aldrich Chemie GmbH 

Primovert inverses Mikroskop Zeiss 

StepOnePlusTM Real-time PCR System Thermo Fisher Scientific 

Ultra-Tiefkühlschrank Forma 900 Series Thermo Fisher Scientific 

 

2.1.9 Verbrauchsmaterialien 

In der nachstehenden Tabelle sind alle verwendeten Verbrauchsmaterialien aufge-

listet. 
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Tabelle 8: Verbrauchsmaterialien 

Bezeichnung REF-Nr. oder Kat. Nr. Hersteller 
0,5 ml Reaktionsgefäß 72.704.700 Sarstedt 

1,5 ml Reaktionsgefäß 72.706.700 Sarstedt 

12 Well Kulturplatten 353043 Corning 

15 ml Zentrifugenröhr-

chen 

62.554.502 Sarstedt 

24 Well Kulturplatten 662168 Greiner Bio One 

25 cm2 Kulturflaschen 3815 Corning 

50 ml Zentrifugenröhr-

chen 

227261 Greiner Bio One 

6 Well Kulturplatten 353046 Corning 

96.96 Dynamic Array™ 

IFC 

BMK-M-96.96 Fluidigm 

BD Plastipak 50 ml Sprit-

zen 

300869 VWR 

Clip Tip™ Pipettenspit-

zen 1 - 10 µl 

94410210 Thermo Fisher Scientific 

Clip Tip™ Pipettenspit-

zen 10 - 100 µl 

94410310 Thermo Fisher Scientific 

Clip Tip™ Pipettenspit-

zen 100 - 1000 µl 

94410710 Thermo Fisher Scientific 

Cryoröhrchen 1,2 ml 430487 Corning 

MicroAmp® Optical 
Adhesive Film 

4311971 Thermo Fisher Scientific 

Nitril powderfree Hand-

schuhe  

290417 ABENA 

Pipettenspitzen 10 µl  720011 Biozym 

Pipettenspitzen 1000 µl 740290 Greiner Bio One 

Pipettenspitzen 200 µl 70.760.002 Sarstedt 

Serologische Pipette 10 

ml 

86.1254.001 Sarstedt 

Serologische Pipette 25 

ml 

357525 Corning 

Serologische Pipette 5 ml 86.1253.001 Sarstedt 
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2.1.10 Software und Internetressourcen 

Nachfolgend werden verwendete Software und Internetressourcen aufgeführt. 

Tabelle 9: Software 

Bezeichnung Quelle 
 

Software 
Adobe Illustrator Adobe Systems Software  

AxioVision SE64 Rel 4.9 Carl Zeiss AG 

EndNote Clarivate Analytics 

Fluidigm Real-Time PCR Analysis Soft-

ware v.3.0.2. 

Fluidigm 

Inkscape freie Software zur Erzeugung von Vek-

torgrafiken 

Microsoft Office Microsoft Corporation 

StepOne Software V 2.3 Thermo Fisher Scientific 

 

Internetressourcen 

NCBI PubMed Publikationsdatenbank www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed 

 

2.1.11 Hersteller 

In der nachfolgenden Tabelle sind die Hersteller der verwendeten Materialien auf-

gelistet. 

Tabelle 10: Hersteller 

Abcam, Cambridge, United Kingdom Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
ABENA, Zörbig, Deutschland Fluidigm, San Francisco, USA 
Abnova, Heidelberg, Deutschland Greiner Bio One, Frickenhausen, 

Deutschland 
Adobe Systems, San José, USA Implen GmbH, München, Deutschland 
Amica, Wronki, Polen Liebherr, Bulle, Schweiz 
BioLegend, Fell, Deutschland Life Technologies, Paisley, United 

Kingdom 
Biological Industries, Kibbutz Beit-
Haemek, Israel 

Microsoft Corporation, Redmond, USA 

Bio-Techne, Minneapolis, USA NeoLab, Heidelberg, Deutschland 
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Biozym, Hessich Oldendorf, 
Deutschland 

PeproTech, Hamburg, Deutschland 

Blirt S.A., Gdánsk, Polken Qiagen, Hilden, Deutschland 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Carl Zeiss AG, Oberkochen, 
Deutschland 

Scotsman, Illinois, USA 

Cell Guidance Systems, Cambridge, 
United Kingdom 

Selleckchem, München, Deutschland 

Cell Signaling Technology, Leiden, 
Niederlande 

Sigma Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen, Deutschland 

Clarivate Analytics, London, United 
Kingdom 

Stem Cell Technologies, Köln, 
Deutschland 

Corning, Amsterdam, Niederlande Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA 

EMD Millipore Corporation, 
Massachusetts, USA 

VWR, Darmstadt, Deutschland 
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2.1.12 Medien 

In der nachfolgenden Tabelle werden alle verwendeten Medien in ihrer Zusammen-

setzung aufgelistet.  

Tabelle 11: Zusammensetzung aller verwendeten Medien 

Medium Grundmedium Zusätze Verwendung 
FTDA DMEM F-12 + GlutaMAX 

1 % AA 
1 % HSA 
1 % CDL 
 

0,1 % ITS  
5 ng/ml 
Activin A  
10 ng/ml 
FGF2  
0,5 ng/ml 
TGFβ 
50 nM 
Dorsomorphin 

Nährmedium für 
Stammzellen 

GM-Medium DMEM F12 + GlutaMAX 
1 % GlutaMAX (100X) 
1 % AA 

 Grundmedium 
Differenzierung 

KOSR-Medium DMEM F12 + GlutaMAX 
20 % KO-SR 
1 % NEAA 
1 % AA 
0,2 % β-ME 

 Grundmedium 
Differenzierung 

pKOSR-Medium DMEM F12 + GlutaMAX 
20 % KSR 
1 % AA 

 Grundmedium 
Differenzierung 

 

 

 

 

 

 

 



Material und Methoden 

31 
 

2.2 Methoden 

2.2.1 Stammzellen 

Die verwendeten Stammzellen sind charakterisiert und erfüllen die Anforderungen, 

welche für die durchgeführten Versuche bedeutsam sind (Klingenstein et al., 2016). 

2.2.1.1 Stammzellen auftauen 

Will man Stammzellen für einen längeren Zeitraum lagern, können sie in flüssigem 

Stickstoff tiefgefroren werden. Pro eingefrorenem Kryoröhrchen werden 1 - 2 Wells 

einer 6-Well-Platte mit je 700 μl Matrigel in KO-DMEM beschichtet und für eine 

Stunde bei 37 °C inkubiert. Anschließend wird das verbliebene Matrigel entfernt, pro 

Well 500 μl FTDA hinzugefügt und das Kryoröhrchen mit den Stammzellen im 37 °C 

warmen Wasserbad aufgetaut. Die nun flüssige Zellsuspension wird in DMEM/F-12 

+ GlutaMAX aufgenommen und in ein Reaktionsgefäß überführt, welches daraufhin 

bei 1500 rpm für zwei Minuten zentrifugiert wird. Der Überstand wird verworfen, das 

Zellpellet in dem Kulturmedium resuspendiert und auf die zuvor mit Matrigel be-

schichteten Wells verteilt.  

2.2.1.2 Stammzellen passagieren 

Ist das Well vollständig mit Stammzellen bedeckt oder zeigt sich ein Farbumschlag 

des Kulturmediums, müssen die Zellen auf weitere Wells passagiert werden. Dazu 

werden 6-Well-Platten mit Matrigel in KO-DMEM beschichtet und für eine Stunde 

inkubiert. Das Medium wird von den zu passagierenden Wells entfernt und diese mit 

PBS -/- gewaschen. Pro Well werden 500 μl ReLeSR hinzugefügt und die Zellen bei 

Raumtemperatur eine Minute inkubiert. Anschließend wird die Enzymlösung entfernt 

und bei Raumtemperatur weitere vier bis acht Minuten abgewartet. Pro Well werden 

die nun gelösten Stammzellen in FTDA aufgenommen und auf neue Platten gleich-

mäßig verteilt. Die Zellen werden bei 37 °C, 5 % CO2 und 5 % O2 kultiviert.  
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2.2.1.3 Stammzellen einfrieren 

Werden nicht alle Wells passagiert, so können die restlichen Zellen eingefroren wer-

den. Dazu wird das Nährmedium entfernt und pro Well 500 μl ReLeSR hinzugege-

ben. Nach einer Inkubationszeit von einer Minute mit ReLeSR und vier Minuten bei 

Raumtemperatur nach Absaugen der Enzymlösung werden die Zellen mit FTDA ab-

gelöst und in ein Reaktionsgefäß überführt. Nach einer Zentrifugationszeit von 2 Mi-

nuten bei 1500 rpm wird der Überstand verworfen, das Zellpellet mit 800 μl 

CryoStem resuspendiert und die Zell-Suspension auf Kryoröhrchen verteilt. Die La-

gerung der Kryoröhrchen erfolgt in flüssigem Stickstoff.  

2.2.2 Immunfluoreszenzfärbung 

Ziel der Immunfluoreszenzfärbung ist es, in Zellen vorhandene Proteine sichtbar zu 

machen und deren Lokalisation zu detektieren. Dazu werden Antikörper benutzt, die 

an ihre intrazellulären Antigene binden. Diese intrazellulären Antigene entsprechen 

den zu detektierenden Proteinen. 

2.2.2.1 Fixierung der Zellen für Immunfluoreszenz-Färbung 

Das Medium wird entfernt und die Wells mit PBS -/- gewaschen. Pro Well werden 

auf 37 °C vorgewärmte 300 bis 500 μl 4 % Paraformaldehyd (PFA) + 10 % Saccha-

roselösung zu den Zellen gegeben und für 15 Minuten bei Raumtemperatur inku-

biert. Durch die Behandlung der Zellen mit PFA und Saccharose kommt die Stoff-

wechselaktivität zum Erliegen, die Zellen sterben ab und werden gleichzeitig in ih-

rem Zustand fixiert. Anschließend werden die Zellen für 5 Minuten mit PBS -/- ge-

waschen und bis zur weiteren Verwendung in PBS -/- bei 4 °C gelagert.  

2.2.2.2 Färbevorgang 

Im ersten Schritt wird das PBS -/- abgenommen und für eine Inkubationszeit von 10 

Minuten 250 μl 0,2 % Triton X hinzugegeben. Die Antikörper (AK) werden in 5 % 

normalem Eselserum (NDS) entsprechend der Verdünnungen laut Hersteller-Daten-

blatt eingesetzt (Tabelle 6), die Lösungen anschließend kurz gemischt und bis zur 

weiteren Verwendung auf Eis gelagert. Nach Verstreichen der Zeit wird das Triton X 
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abgenommen und dieselbe Menge an NDS pro Well hinzugefügt. Es folgt eine Inku-

bationszeit der Zellen in den Färbelösungen von einer Stunde, in der sich die Pri-

märantikörper an ihr entsprechendes Antigen anlagern. Anschließend werden die 

überschüssigen nicht angelagerten Antikörper in drei Waschschritten abgewaschen. 

Der erste und dritte Waschschritt entsprechen sich und werden mit je 500 μl  

PBS -/- für je 5 Minuten bei Raumtemperatur durchgeführt. Dazwischen wird für zwei 

Minuten bei Raumtemperatur mit PBS +/+ gewaschen. Sekundärantikörper werden 

in einer Verdünnung von 1:1000 in PBS -/- eingesetzt, kurz gemischt und bei Dun-

kelheit auf Eis gelagert. Unter Ausschluss von Licht wird die Sekundärantikörperlö-

sung auf den Zellen für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Erneut werden 

die nicht von Primär-AK gebundenen Sekundär-AK abgewaschen. Auf den dritten 

Waschschritt folgend werden die Deckgläser mit je Well 500 μl dd H2O gewaschen. 

Währenddessen wird das Eindeckelmedium mit DAPI auf Objektträger aufgetropft. 

DAPI durchdringt die Zellmembran und bindet im Zellkern spezifisch an die kleine 

Furche der DNA. Des Weiteren zeichnet DAPI sich durch blaue Fluoreszenz und 

Nicht-Färbung des Zytoplasmas aus. Nach Ende des Waschvorgangs werden die 

Deckgläser fixiert. Die auf dem Objektträger fixierten Deckgläser werden über Nacht 

bei Dunkelheit getrocknet und bei 4 °C aufbewahrt.  

2.2.3 RNA-Analysen 

Die Genexpression in Zellen kann über die Analyse der Menge an transkribierter 

zugehöriger RNA (mRNA) beurteilt werden. Da diese RNA-Mengen meist sehr ge-

ring sind, werden sie im Prozess der qRT-PCR in cDNA umgeschrieben, diese in 

einer PCR vervielfältigt und anschließend detektiert. Hierfür werden zwei verschie-

dene Geräte benutzt, die beide die Genexpression der Zellen zu bestimmten Zeit-

punkten detektieren können, jedoch für unterschiedlich große Probensätze geeignet 

sind. Der BiomarkTM von Fluidigm kann für bis zu 96 Proben verwendet werden, die 

mit ebenso vielen Gensonden gekoppelt werden können. Dieser wird für RNA-Ana-

lysen der olfaktorischen Differenzierung zu mehreren verschiedenen Zeitpunkten 

benutzt. Das StepOnePlusTM Real-time PCR System ist für kleinere Probensätze 
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ausgelegt und wird für diejenigen olfaktorischen Differenzierungen verwendet, die 

eine RNA-Analyse zu nur einem Zeitpunkt erforderten. Im Folgenden sollen die Vor-

bereitungsschritte für eine qRT-PCR und die zwei verschiedenen Analysemethoden 

kurz beschrieben werden. 

2.2.3.1 Zellpellet-Gewinnung für RNA-Extraktion 

Das Nährmedium der Zellen wird entfernt und die Wells mit PBS -/- gewaschen. Im 

24-Well-Format werden pro Well 200 μl TrypLE hinzugefügt und für drei Minuten bei 

37 °C belassen. Die nun vereinzelten Zellen werden mit 0,5 - 1 ml DMEM F12 pro 

Well abgespült, in ein Reaktionsgefäß überführt und bei 4 °C für 2 Minuten mit 1500 

rpm zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen, die Zellpellets mit 1 ml PBS -/- re-

suspendiert und die Suspension in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Nach einer 

weiteren Zentrifugation für 5 Minuten bei 2000 rpm und 4 °C wird das PBS vorsichtig 

abgenommen. Nun können die Tubes in flüssigem Stickstoff gelagert oder direkt mit 

der RNA-Extraktion fortgefahren werden. 

2.2.3.2 RNA-Extraktion 

Die RNA-Extraktion wird nach Herstellerprotokoll des ExtractME Total RNA Micro 

Spin Kit (Tabelle 2) durchgeführt. Der darin enthaltene optionale Schritt zur Entfer-

nung von DNA wird nicht durchgeführt. Eluiert wird mit je 10 μl Elution-Buffer REB.  

2.2.3.3 qRT-PCR mit StepOnePlus real-time PCR System 

Die Detektion der cDNA erfolgt über fluoreszente Moleküle. Da mit jedem Zyklus die 

cDNA-Menge exponentiell ansteigt, erhöht sich auch die Intensität der Fluoreszenz. 

Durch einen Vergleich des Fluoreszenzsignals von Genen, die von jeder Zelle ex-

primiert werden (Housekeeping Gene; HMBS oder GAPDH), und des Fluoreszenz-

signals der gewünschten Gene kann eine quantitative Analyse der gewünschten 

Gene durchgeführt werden. DNA-interkalierende Farbstoffe detektieren die gesamte 

DNA; da nur der gewünschte RNA-Abschnitt durch die qRT-PCR vervielfältigt wird, 

stellt dies jedoch kein Problem dar.  
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Im Ablauf der qRT-PCR werden für 20 bis 40 Zyklen sich wiederholende Tempera-

turwechsel ausgeführt, wobei jeder Zyklus aus zwei bis drei Temperatur-Stufen be-

steht und in Denaturierung, Annealing und Elongation eingeteilt wird. Die Höhe der 

Temperaturen sowie die Haltezeit der einzelnen Stufen sind jeweils abhängig von 

der verwendeten DNA-Polymerase und weiteren Inhaltsstoffen des Reaktionsge-

misches.  

Die qRT-PCR wird nach Herstellerangaben durchgeführt. In den nachfolgenden Ta-

bellen sind jeweils der Mastermix (Tabelle 12) und die PCR-Laufzeiten (Tabelle 13) 

aufgeführt.  

Tabelle 12: Grundvolumina für qRT-PCR-Mastermix 

 Menge in μl 
RNAse-freies Wasser 6,8 
Primer 2 
2x PCR-Mix 10 
Polymerase 0,2 

 

Tabelle 13: Zyklusschritte qRT-PCR 

Vorgang Temperatur °C Haltezeit in sec 
Start 50 600 

95 300 
Zyklen (Denaturierung, 
Annealing, Elongation) 

95 10 
60 30 

Schmelzkurven 60-95 - 
 

2.2.3.4 Fluidigm mit BiomarkTM 

Der BiomarkTM verwendet statt eines DNA-interkalierenden Farbstoffes TaqMan-

Sonden zur Detektion der cDNA. Die qRT-PCR wird automatisch durchgeführt, 

vorab muss die Synthese von cDNA nach Herstellerangaben im StepOnePlus aus 

den Proben erfolgen. Nach Synthese der cDNA wird die Reaktionsplatte nach Her-

stellerangaben bestückt und die Analyse für je drei biologische und zwei technische 

Replikate gestartet. Es werden 20 ng RNA pro Probe eingesetzt.  
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2.2.4 Differenzierungsprotokolle 

Im Rahmen der Versuche werden verschiedene olfaktorische Differenzierungspro-

tokolle mit hiPSZ als Ausgangszellen getestet. Diese sind in ihrer Zusammenset-

zung in der nachfolgenden Tabelle aufgeführt. An Tag 11 erfolgte jeweils eine Fixie-

rung der Zellen für Immunfluoreszenzfärbung und Gewinnung eines Zellpellets für 

die RNA-Analysen. Durch Vorarbeiten im Labor ergab sich das Grundprotokoll OPP 

(Olfaktorisches Plakodenprotokoll). Darauf aufbauend ergaben sich durch Modifika-

tion weitere Differenzierungsprotokolle. Alle verwendeten Protokolle sind in nachfol-

gender Tabelle aufgeführt. Dabei wurden folgende Abkürzungen verwendet: 

 

OPP  Olfaktorisches Plakodenprotokoll 

APP  Adhärentes Plakodenprotokoll 

OAPP  Olfaktorisches adhärentes Plakodenprotokoll 

 

Tabelle 14: Differenzierungsprotokolle 

Name Tag Grundmedium Zusätze 
OPP 0-2 100 % KOSR-Medium - 

3-4 10 ng/ml BMP4 
1 μM SB431542 

5-9 25 ng/ml FGF2 
2 μM Dorsomorphin 
2,8 μM IWR1e 

10-11 25 ng/ml FGF2 
100 ng/ml FGF8  
2 μM Dorsomorphin 

 
APP1 0 100 % pKOSR-Medium 10 μM SB431542 

1-2 75 % pKOSR-Medium 
25 % GM-Medium 

10 μM SB431542 
 

3-4 50 % pKOSR-Medium 
50 % GM-Medium 

10 μM SB431542 
 

5-11 25 % pKOSR-Medium 
75 % GM-Medium 

10 μM SB431542 
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APP2 0 100 % pKOSR-Medium 10 μM SB431542 
3 μM Dorsomorphin 

1-2 75 % pKOSR-Medium 
25 % GM-Medium 

10 μM SB431542 
6 μM Dorsomorphin 

3-4 50 % pKOSR-Medium 
50 % GM-Medium 

10 μM SB431542 
 

5-11 25 % pKOSR-Medium 
75 % GM-Medium 

10 μM SB431542 
 

 
OAPP2 0 100 % pKOSR-Medium 10 μM SB431542 

3 μM Dorsomorphin 
1-2 75 % pKOSR-Medium 

25 % GM-Medium 
10 μM SB431542 
6 μM Dorsomorphin 

3-4 50 % pKOSR-Medium 
50 % GM-Medium 

10 ng/ml BMP4 
10 μM SB431542 

5-7 25 % pKOSR-Medium 
75 % GM-Medium 

25 ng/ml FGF2 
2,8 μM IWR1e 
10 μM SB431542 

8-11 25 % pKOSR-Medium 
75 % GM-Medium 

100 ng/μl FGF8 
2,8 μM IWR1e 
10 μM SB431542 

 
OAPP3 0 100 % pKOSR-Medium 10 ng/ml BMP4 

10 μM SB431542 
1 75 % pKOSR-Medium 

25 % GM-Medium 
10 ng/ml BMP4 
10 μM SB431542 

2 75 % pKOSR-Medium 
25 % GM-Medium 

10 μM SB431542 
3 μM Dorsomorphin 

3-4 50 % pKOSR-Medium 
50 % GM-Medium 

10 μM SB431542 
6 μM Dorsomorphin 

5-7 25 % pKOSR-Medium 
75 % GM-Medium 

25 ng/ml FGF2 
2,8 μM IWR1e 
10 μM SB431542 

8-11 25 % pKOSR-Medium 
75 % GM-Medium 

100 ng/μl FGF8 
2,8 μM IWR1e 
10 μM SB431542 

 

Eine grafische Darstellung der verwendeten Zusätze der verschiedenen Differenzie-

rungsprotokolle zeigt Abbildung 11.  
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Abbildung 11: Differenzierungsprotokolle und Zusätze 

Die Abbildung zeigt die Zusätze und Zugabezeitpunkte der Differenzierungsprotokolle.  
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2.3 Statistik 

Die Anzahl biologischer Replikate bei den RNA-Analysen betrug jeweils drei, wäh-

rend die Anzahl technischer Replikate entweder mit zwei (Fluidigm) oder drei 

(StepOne Plus) festgelegt war.  

Der CT-Wert bezeichnet diejenige Anzahl der Vermehrungszyklen, bei der die Flu-

oreszenz des erfassten Gens in der qRT-PCR erstmalig das Hintergrundleuchten 

übersteigt. Die CT-Werte der technischen Replikate pro biologischem Replikat wur-

den gemittelt (MW CT). Durch Bezug des Mittelwertes auf das jeweilige Housekee-

ping-Gen wurde pro biologischem Replikat ein ΔCT-Wert ermittelt durch Anwendung 

folgender Formel: 

∆𝐶𝑇 = 2ି(ெௐ ஼்ಸ೐೙ିெௐ ஼்ಹ೚ೠೞ೐ೖ೐೐೛೔೙೒ష ) 

Formel 1: Ermittlung ΔCT-Wert 

Der ΔCT-Wert stellt die auf das Housekeeping-Gen normalisierten Expressions-

werte dar. Die ΔCT-Werte der biologischen Replikate wurden gemittelt. Dadurch 

ergibt sich der MW ΔCT. Die Standardabweichung der ΔCT-Werte (STAB ΔCT) 

wurde über die Excel-Funktion STABW.S ermittelt. Diese verwendet die nachfol-

gende Formel: 

𝑆𝑇𝐴𝐵 𝛥𝐶𝑇 = ඨ
∑(𝑥 − 𝑥̅)ଶ

(𝑛 − 1)
 

Formel 2: Ermittlung STAB ΔCT-Wert 

Dabei bezeichnet n den Stichprobenumfang, x die einzelnen Messwerte und 𝑥̅ den 

Stichprobenmittelwert. Durch Anwendung folgender Formel wurde aus STAB ΔCT 

die Standardabweichung des Mittelwertes der CT-Werte (SEM ΔCT) berechnet: 

𝑆𝐸𝑀 ∆𝐶𝑇 =
𝑆𝑇𝐴𝐵 ∆CT

ඥ𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑏𝑖𝑜𝑙𝑜𝑔𝑖𝑠𝑐ℎ𝑒𝑟 𝑅𝑒𝑝𝑙𝑖𝑘𝑎𝑡𝑒
 

Formel 3: Ermittlung SEM ΔCT- Wert 
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Die Differenz von zwei ΔCT-Werten wird als ΔΔCT-Wert bezeichnet und stellt die 

Expressionsunterschiede zwischen zwei Konditionen dar. Die ΔΔCT-Werte ergeben 

sich durch folgende Formel: 

∆∆𝐶𝑇 =
𝑀𝑊 ∆𝐶𝑇௏௘௥௦௨௖௛௦௭௘௟௟

𝑀𝑊 ∆𝐶𝑇஻௘௭௨௚௦௭௘௟௟௘௡
 

Formel 4: Ermittlung ΔΔCT-Wert 

Die Genexpression eines bestimmten Gens wurde vornehmlich in Bezug auf hiPSZ 

dargestellt. Dazu wurde der ΔΔCT-Wert der hiPSZ auf 1 gesetzt. Die Standardab-

weichung der ΔΔCT-Werte wurde wie folgt ermittelt: 

𝑆𝐸𝑀 ∆∆𝐶𝑇 =
𝑆𝐸𝑀 ∆𝐶𝑇௏௘௥௦௨௖௛௭௘௟௟௘௡

𝑀𝑊 ∆𝐶𝑇௏௘௥௦௨௖௛௦௭௘௟௟௘௡
 

Formel 5: Ermittlung SEM ΔΔCT-Wert 

In den Grafiken werden jeweils MW ΔCT-Werte und SEM ΔCT, oder ΔΔCT-Werte 

und SEM ΔΔCT dargestellt. Die Signifikanz wurde durch Verwendung eines gepaar-

ten TTESTs mit zweiseitiger Verteilung ermittelt. Als Matrizes wurden die ΔCT-Werte 

der biologischen Replikate der Versuchszellen und der Bezugszellen verwendet. Die 

Ergebnisse wurden folgendermaßen eingestuft: 

Tabelle 15: Signifikanzen 

Wahrscheinlichkeit Grafische Darstellung Wertung 
P ≤ 0,05 * signifikant 
P ≤ 0,01 ** sehr signifikant 
P ≤ 0,001 *** hoch signifikant 
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3 Ergebnisse 

Die Entwicklung des olfaktorischen Epithels in vivo erfolgt über die Stadien der PPR 

und der olfaktorischen Plakode. Als Grundlage für die Erzeugung olfaktorischen 

Epithels in vitro muss somit ein Differenzierungsprotokoll vorliegen, welches in der 

Erzeugung von PPR und olfaktorischer Plakode aus hiPSZ resultiert. Der folgende 

Ergebnisteil gliedert sich in drei Abschnitte: 

1) Charakterisierung hiPSZ  

2) Analyse Ausgangsprotokoll hinsichtlich olfaktorischer Genexpression 

3) Analyse optimierter Differenzierungsprotokolle hinsichtlich olfaktorischer 

Genexpression 

3.1 Charakterisierung hiPSZ  

hiPSZ wachsen ammenzellenfrei als Kolonien auf mit Matrigel beschichteten Kultur-

platten.  

  

Abbildung 12: hiPSZ-Kolonie 

Die Abbildung zeigt eine Stammzell-Kolonie. Der Maßstabsbalken entspricht 250 μm.  
 

Um die Funktionalität der späteren Differenzierungen beurteilen zu können, muss 

die Expression olfaktorischer Marker in hiPSZ ermittelt werden. Dies erfolgte durch 

Immunfluoreszenzfärbungen. Die für die PPR spezifischen und für die Färbung ver-

wendeten Marker waren EYA1, EYA2, SIX1 und SIX4. Die olfaktorische Plakode 

exprimiert EBF2 und FOXG1. Des Weiteren wurden hiPSZ auf MSX1 als Marker der 
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neuralen Grenzzone oder auch Neuralleiste überprüft. Es zeigten sich keinerlei spe-

zifische Färbungen für die verwendeten Marker. Hinsichtlich der getesteten Marker 

wiesen die hiPSZ demzufolge keine in der Immunfluoreszenzfärbung detektierbare 

Expression auf.  

3.2 Analyse OPP 

Durch Vorarbeiten im Labor ergab sich das Differenzierungsprotokoll OPP. Die Gen-

expression an Tag 8 und 10 der Differenzierung wird im Folgenden für die PPR-

Marker EYA1, EYA2 und SIX1 dargestellt. Wenn im nachfolgenden Ergebnisteil re-

lativierte Genexpressionen normalisiert auf ein Housekeeping-Gen und hiPSZ dar-

gestellt werden, handelt es sich in den Grafiken um die Darstellung von Fold Induc-

tions, das heißt es wird eine quantitative Größenänderung zwischen der Ursprungs-

expression in hiPSZ und der gemessenen Expression des jeweiligen Gens darge-

stellt. Die Genexpression in hiPSZ wurde für die Auswertungen auf 1 gesetzt.  

 

Abbildung 13: Genexpression an Tag 8 der Differenzierung 
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Die Abbildung zeigt die RNA-Expression von EYA1, EYA2 und SIX1 an Tag 8 der Differenzierung. 
Die Verrechnung der Daten erfolgte intern mit HMBS und bezieht sich auf hiPSZ. nb = 3, nt = 3. 

 

Die Expression aller drei getesteten Gene war höher als in hiPSZ. An Tag 8 der 

Differenzierung war die EYA1-Expression am höchsten, gefolgt von SIX1 und EYA2. 

Gegenüber hiPSZ war die Expression von EYA1 an Tag 8 der Differenzierung um 

den Faktor 29 erhöht. Die Expression von EYA2 war um das Achtfache und die Ex-

pression von SIX1 um das Zwölffache höher als in hiPSZ. 

 

Abbildung 14: Genexpression an Tag 10 der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt die RNA-Expression von EYA1, EYA2 und SIX1 an Tag 10 der Differenzierung. 
Die Verrechnung der Daten erfolgte intern mit GAPDH und bezieht sich auf hiPSZ. nb = 3, nt = 3. 

 

Anstelle von HMBS als Housekeeping-Gen wurde für alle weiteren Analysen 

GAPDH verwendet, da laborinterne Versuche genauere Ergebnisse bei der Verwen-

dung von GAPDH zeigten. An Tag 10 der Differenzierung war die Genexpression 

aller drei getesteten Gene höher als in hiPSZ. Die höchste Expression war erneut 
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für EYA1 zu verzeichnen. Sie erreichte ein 22-faches der Expression in hiPSZ. Die 

Expression von EYA2 war im Gegensatz zu Tag 8 der Differenzierung größer als 

von SIX1.  

Es konnten im Ausgangsprotokoll OPP eine erhöhte Expression der PPR-Marker 

EYA1, EYA2 und SIX1 im Vergleich zu hiPSZ festgestellt werden. Das weist darauf 

hin, dass durch das OPP die Anzahl der PPR-Zellen erhöht werden kann. 

3.3 Analyse verschiedener Differenzierungsprotokolle 

3.3.1 Vergleich OPP und APP1 

Im Folgenden wurde OPP mit dem Differenzierungsprotokoll APP1 (Adhärentes Pla-

kodenprotokoll 1) verglichen. Ein Vergleich der Zusätze der Differenzierungsproto-

kolle zeigt Abbildung 15. Die Differenzierungsprotokolle OPP und APP1 wurden zu 

verschiedenen Zeitpunkten hinsichtlich Genexpression auf RNA-Ebene analysiert. 

Ziel war die Überprüfung auf PPR und olfaktorische Plakoden-Marker. 

 

Abbildung 15: Zusätze OPP und APP1 im Vergleich 

Die Abbildung zeigt die verwendeten Zusätze der Differenzierungsprotokolle OPP und APP1 im Ver-
gleich. 
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3.3.1.1 PPR-Marker: OPP vs. APP1 

Nachfolgend werden die Ergebnisse für Marker der präplakodalen Region darge-

stellt. 

 

Abbildung 16: EYA1-Expression zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt die RNA-Expression von EYA1 zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzie-
rung. Die Verrechnung der Daten erfolgte intern mit GAPDH und bezieht sich auf hiPSZ. Der Fehler-
balken spiegelt den SEM wider. nb = 3, nt = 2. Signifikanzen: P ≤ 0,05: *, P ≤ 0,01: **, P ≤ 0,001: *** 

 

Die EYA1-Expression lag zu allen erfassten Zeitpunkten in beiden Differenzierungs-

protokollen über hiPSZ-Level. Unter OPP stieg die EYA1-Expression bis zu Tag 9 

der Differenzierung an. Für das Differenzierungsprotokoll APP1 war ein stetiger An-

stieg der Expression bis zu Tag 11 der Differenzierung zu verzeichnen. An den Ta-

gen 9 und 11 war die Expression von EYA1 in APP1 signifikant höher als in OPP. 

Für EYA1 ergab sich eine deutlich höhere Expression in APP1 zu allen erfassten 

Zeitpunkten als in OPP.  
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Abbildung 17: EYA2-Expression zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt die RNA-Expression von EYA2 zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzie-
rung. Die Verrechnung der Daten erfolgte intern mit GAPDH und bezieht sich auf hiPSZ. Der Fehler-
balken spiegelt den SEM wider. nb = 3, nt = 2. Signifikanzen: P ≤ 0,05: *, P ≤ 0,01: **, P ≤ 0,001: *** 

 

Die EYA2-Expression lag zu allen erfassten Zeitpunkten in beiden Differenzierungs-

protokollen über hiPSZ-Level. Unter OPP stieg die Expression bis zu Tag 9 der Dif-

ferenzierung an. Von Tag 3 zu Tag 5 fand ein deutlicher Anstieg der Genexpression 

von EYA2 unter APP1 statt. An Tag 9 der Differenzierung war die Expression unter 

OPP signifikant höher als in APP1. Für EYA2 war die Expression im APP1 an den 

Tagen 3, 5 und 11 tendenziell höher als in OPP.  
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Abbildung 18: SIX1-Expression zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt die RNA-Expression von SIX1 zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung. 
Die Verrechnung der Daten erfolgte intern mit GAPDH. nb = 3, nt = 2. Der Fehlerbalken spiegelt den 
SEM wider. Signifikanzen: P ≤ 0,05: *, P ≤ 0,01: **, P ≤ 0,001: *** 

 

Für die Auswertung der Genexpression von SIX1 wurde eine absolute Darstellungs-

weise gewählt, da die Genexpression in hiPSZ gegen Null ging. Die höchste Expres-

sion von SIX1 war an Tag 7 unter APP1 zu verzeichnen; sie war dort ebenfalls sig-

nifikant höher als unter OPP. Die Expression von SIX1 stieg unter OPP bis zu Tag 

9 der Differenzierung an. Unter APP1 war ein Anstieg der Expression bis zu Tag 7 

zu beobachten. Betrachtet man SIX1 als PPR-Marker so war an den Tagen 3, 5 und 

7 die Expression in APP1 gegenüber OPP erhöht.  
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3.3.1.2 Olfaktorische Plakoden-Marker: OPP vs. APP1 

SIX1 ist sowohl ein Marker der PPR als auch der olfaktorischen Plakode. An Tag 11 

lag die Expression von SIX1 in OPP und APP1 über hiPSZ-Level, war jedoch gerin-

ger als an Tag 7 und Tag 9 der Differenzierung. Die Expression an den Tagen 9 und 

11 war höher in OPP als in APP1.  

Im Folgenden werden die Ergebnisse für die Marker der olfaktorischen Plakode dar-

gestellt.  

 

 

Abbildung 19: EBF2-Expression zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt die RNA-Expression von EBF2 zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzie-
rung. Die Verrechnung der Daten erfolgte intern mit GAPDH und bezieht sich auf hiPSZ. nb = 3, nt = 
2. Der Fehlerbalken spiegelt den SEM wider. Signifikanzen: P ≤ 0,05: *, P ≤ 0,01: **, P ≤ 0,001: *** 

 

Unter Berücksichtigung der Fehlerbalken blieb die Expression von EBF2 zu allen 
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an Tag 7 der Differenzierung unter APP1 zu bemerken; diese lag auf Niveau der 

hiPSZ. Die Expression von EBF2 war an Tag 7 unter APP1 signifikant höher als 

unter OPP. An Tag 9 ragte die Expression von EBF2 in OPP gegenüber dem Diffe-

renzierungsprotokoll APP1 heraus. 

 

Abbildung 20: FOXG1-Expression zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt die RNA-Expression von FOXG1 zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzie-
rung. Die Verrechnung der Daten erfolgte intern mit GAPDH und bezieht sich auf hiPSZ. nb = 3, nt = 
2. Der Fehlerbalken spiegelt den SEM wider. Signifikanzen: P ≤ 0,05: *, P ≤ 0,01: **, P ≤ 0,001: *** 

 

Die Expression von FOXG1 lag zu allen erfassten Zeitpunkten unter beiden Diffe-

renzierungsprotokollen über hiPSZ-Level. Die höchste Expression war an Tag 9 der 

Differenzierung unter OPP zu verzeichnen. Die Expression unter APP1 war an Tag 

5 maximal. An Tag 5 war die Expression unter APP1 signifikant höher als unter OPP. 

An Tag 7 war die Expression unter OPP signifikant höher als unter APP1. Für 

FOXG1 war die Expression plakodaler Marker in OPP an den Tagen 7, 9 und 11 

größer als in APP1. 
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3.3.1.3 Zusammenfassung 

Beim Vergleich der Ergebnisse der RNA-Analysen für die Differenzierungsprotokolle 

OPP und APP1 zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung fiel auf, dass das 

Differenzierungsprotokoll APP1 bei Betrachtung der Marker für die PPR dem Diffe-

renzierungsprotokoll OPP überlegen war. 

Das Differenzierungsprotokoll OPP war bei späteren Zeitpunkten zu denen die ol-

faktorische Plakode zu erwarten ist, den Ergebnissen des Differenzierungsprotokolls 

APP1 überlegen.  

Eine Zusammenfassung der Genexpression verschiedener Gene im Vergleich der 

Differenzierungsprotokolle zeigt Tabelle 16.  

Tabelle 16: Vergleich OPP und APP1 

 EYA1 EYA2 SIX1 EBF2 FOXG1 
     

OPP APP1 OPP APP1 OPP APP1 OPP APP1 OPP APP1 
Tag 3  ■  ■  ■ ■   ■ 
Tag 5  ■  ■  ■  ■  ■ 
Tag 7  ■ ■   ■  ■ ■  
Tag 9  ■ ■  ■  ■  ■  
Tag 11  ■  ■ ■   ■ ■  

 

Die Tabelle zeigt die höhere Expression des jeweiligen Gens zu einem bestimmten Zeitpunkt der 
Differenzierung. Die höhere Expression am jeweiligen Tag ist in der Tabelle durch ■ markiert.  

 

Die Entwicklung zur PPR wurde durch das Differenzierungsprotokoll APP1 geför-

dert. Die Entwicklung zur olfaktorischen Plakode wurde durch OPP besser als durch 

APP1 gefördert. Da die Entwicklung der PPR durch APP1 gefördert wurde, die Ex-

pression olfaktorischer Plakoden-Marker allerdings hinter OPP zurückblieb, wurde 

im nächsten Schritt eine Abwandlung des Protokolls APP1 untersucht, welche bei 

Untersuchungen gegenüber APP1 eine erhöhte SIX1-Expression aufwies. Diese 
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Modifikation wurde als APP2 (Adhärentes Plakodenprotokoll 2) bezeichnet. Im Ver-

gleich zu APP1 wurde bei APP2 bis zu Tag 2 der Differenzierung Dorsomorphin 

hinzugegeben (Abbildung 21). 

 

 

Abbildung 21: Zusätze APP1 und APP2 im Vergleich 

Die Abbildung zeigt die Zusätze der Differenzierungsprotokolle APP1 und APP2 im Vergleich.  

 

3.3.2 Vergleich OPP, APP1 und APP2 

Die Differenzierungsprotokolle OPP, APP1 und APP2 wurden zu verschiedenen 

Zeitpunkten hinsichtlich Genexpression auf RNA-Ebene analysiert. Ziel war die 

Überprüfung auf PPR und olfaktorische Plakoden-Marker.  
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3.3.2.1 PPR-Marker: OPP vs. APP1 vs. APP2 

Nachfolgend werden die RNA-Ergebnisse der PPR-Marker EYA1, EYA2 und SIX1 

für die Differenzierungsprotokolle OPP, APP1 und APP2 an den Tagen 7 und 11 der 

Differenzierung dargestellt. Diese wurden jeweils als Zeitpunkt für das Auftreten der 

PPR und olfaktorischen Plakode definiert, wobei die Grenzen fließend sind.  

 

Abbildung 22: EYA1-Expression an Tag 7 und Tag 11 der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt die RNA-Expression von EYA1 zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzie-
rung. Die Verrechnung der Daten erfolgte intern mit GAPDH und bezieht sich auf hiPSZ. nb = 3, nt = 
2. Der Fehlerbalken spiegelt den SEM wider. Signifikanzen: P ≤ 0,05: *, P ≤ 0,01: **, P ≤ 0,001: *** 

 

Die Expression von EYA1 lag zu allen erfassten Zeitpunkten bei allen Differenzie-

rungsprotokollen über hiPSZ-Level. An Tag 7 der Differenzierung war die Expres-

sion unter APP2 am geringsten. OPP und APP1 wiesen an Tag 7 eine ähnlich hohe 

Expression auf; diese war jeweils signifikant höher als in APP2. An Tag 11 der Dif-

ferenzierung war unter APP1 die höchste EYA1-Expression zu verzeichnen. OPP 
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und APP2 wiesen eine ähnlich hohe Expression auf; die Expression von APP1 war 

an Tag 11 jeweils signifikant höher als in OPP und APP2 (Abbildung 22). 

 

Abbildung 23: EYA2-Expression an Tag 7 und Tag 11 der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt die RNA-Expression von EYA2 zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzie-
rung. Die Verrechnung der Daten erfolgte intern mit GAPDH und bezieht sich auf hiPSZ. nb = 3, nt = 
2. Der Fehlerbalken spiegelt den SEM wider. Signifikanzen: P ≤ 0,05: *, P ≤ 0,01: **, P ≤ 0,001: *** 

 

Die Expression von EYA2 lag zu allen erfassten Zeitpunkten über hiPSZ-Level. Die 

geringste Expression war an Tag 7 unter APP2 zu beobachten. Die Expressionen 

unter OPP und APP1 waren an Tag 7 jeweils signifikant höher als unter APP2 

(Abbildung 23).  
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Abbildung 24: SIX1-Expression an Tag 7 und Tag 11 der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt die RNA-Expression von SIX1 zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung. 
Die Verrechnung der Daten erfolgte intern mit GAPDH und bezieht sich auf hiPSZ. nb = 3, nt = 2. Der 
Fehlerbalken spiegelt den SEM wider. Signifikanzen: P ≤ 0,05: *, P ≤ 0,01: **, P ≤ 0,001: *** 

 

An Tag 7 der Differenzierung war die Expression unter APP2 am geringsten. APP1 

wies die höchste SIX1-Expression an Tag 7 auf; diese war jeweils signifikant höher 

als in OPP und APP2 (Abbildung 24).  
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3.3.2.2 Olfaktorische Plakoden-Marker: OPP vs. APP1 vs. APP2 

Bei Betrachtung von SIX1 als plakodalem Marker an Tag 11 der Differenzierung war 

die die höchste Expression unter APP2 zu beobachten. APP1 wies an Tag 11 die 

geringste Expression von SIX1 auf (Abbildung 24).  

Im Anschluss werden die Ergebnisse für die Marker der olfaktorischen Plakode dar-

gestellt.  

 

Abbildung 25: EBF2-Expression an Tag 7 und Tag 11 der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt die RNA-Expression von EBF2 zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzie-
rung. Die Verrechnung der Daten erfolgte intern mit GAPDH und bezieht sich auf hiPSZ. nb = 3, nt = 
2. Der Fehlerbalken spiegelt den SEM wider. Signifikanzen: P ≤ 0,05: *, P ≤ 0,01: **, P ≤ 0,001: *** 

 

Die Expression von EBF2 lag zu allen erfassten Zeitpunkten und allen Differenzie-

rungsprotokollen unter hiPSZ-Level. Ausnahme davon war Tag 7 der Differenzie-

rung unter APP1; die Expression konnte ebenbürtig mit hiPSZ-Level angesehen 

werden. Dabei war die Expression unter APP1 an Tag 7 der Differenzierung jeweils 

signifikant höher als unter OPP und APP2. Weiterhin war die Expression von OPP 
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an Tag 7 signifikant höher als unter APP2. An Tag 11 der Differenzierung konnte 

unter APP2 die höchste EBF2-Expression detektiert werden (Abbildung 25).  

 

Abbildung 26: FOXG1-Expression an Tag 7 und Tag 11 der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt die RNA-Expression von FOXG1 zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzie-
rung. Die Verrechnung der Daten erfolgte intern mit GAPDH und bezieht sich auf hiPSZ. nb = 3, nt = 
2. Der Fehlerbalken spiegelt den SEM wider. Signifikanzen: P ≤ 0,05: *, P ≤ 0,01: **, P ≤ 0,001: *** 

 

Die Expression von FOXG1 liegt unter allen Differenzierungsprotokollen an Tag 7 

und Tag 11 über hiPSZ-Level. Die geringste Expression weist sowohl an Tag 7 als 

auch an Tag 11 APP1 auf, gefolgt von OPP. Die höchste Expression war unter APP2 

zu erfassen. An Tag 7 der Differenzierung ist die Expression unter APP2 jeweils 

signifikant höher als unter OPP und APP1; unter OPP ist die Expression signifikant 

größer als unter APP1 (Abbildung 26).  
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3.3.2.3 Zusammenfassung 

Bei Betrachtung der Daten an Tag 7 der Differenzierung fiel die Expression aller 

PPR-Marker in APP2 geringer aus als in OPP und APP1. Bei Betrachtung der Ex-

pression plakodaler Marker in APP2 an Tag 11 war deren Expression höher als in 

den Differenzierungsprotokollen OPP und APP1. Das Differenzierungsprotokoll 

APP2 war zur Förderung der PPR weniger gut geeignet als die Differenzierungspro-

tokolle OPP und APP. Zur Förderung der olfaktorischen Plakode war das Differen-

zierungsprotokoll APP2 im Vergleich mit OPP und APP1 am besten geeignet. Eine 

Zusammenfassung der Genexpression aller drei Differenzierungsprotokolle im Ver-

gleich zeigt Tabelle 17.  

Tabelle 17: Vergleich OPP – APP1 – APP2 

 EYA1 EYA2 SIX1 EBF2 FOXG1 
     

Tag 
7 

Tag 
11 

Tag 
7 

Tag 
11 

Tag 
7 

Tag 
11 

Tag 
7 

Tag 
11 

Tag 
7 

Tag 
11 

OPP   ■        
APP1 ■ ■  ■ ■  ■    
APP2      ■  ■ ■ ■ 

 

Die Tabelle zeigt die höchste Expression des jeweiligen Gens zu einem bestimmten Zeitpunkt der 
Differenzierung. Die höchste Expression am jeweiligen Tag ist in der Tabelle durch ■ markiert.  
 

Da OPP in vorigen Versuchen gute Ergebnisse zur Entwicklung in Richtung der ol-

faktorischen Plakode zeigte, wurde ein neues Differenzierungsprotokoll erstellt, wel-

ches eine Kombination der Differenzierungsprotokolle OPP und APP2 darstellt. 

Diese Kombination wurde als OAPP2 (Olfaktorisches adhärentes Plakodenprotokoll 

2) bezeichnet. Die in APP2 verwendeten Zusätze Dorsomorphin und SB wurden als 

Zusätze zum Differenzierungsprotokoll OPP hinzugefügt; hierdurch ergab sich das 

Differenzierungsprotokoll OAPP2 (Abbildung 27). 
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Abbildung 27: Zusätze OPP, APP2 und OAPP2 im Vergleich 

Die Abbildung zeigt die Zusätze der Differenzierungsprotokolle OPP, APP2 und OAPP2 im Ver-
gleich.  
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3.3.3 Vergleich OPP, APP2 und OAPP2 

Durch Kombination der Differenzierungsprotokolle OPP und APP2 ergab sich das 

Differenzierungsprotokoll OAPP2. Dadurch sollten die positiven Ergebnisse voraus-

gehender Versuche in einem Protokoll vereint werden. Die Differenzierungsproto-

kolle OPP, APP2 und OAPP2 wurden zu verschiedenen Zeitpunkten hinsichtlich 

Genexpression auf RNA-Ebene analysiert. Ziel war die Überprüfung auf PPR und 

olfaktorische Plakoden-Marker. Vorausgehende Ergebnisse erzielten an Tag 7 der 

Differenzierung hinsichtlich der Expression von PPR-Genen gute Ergebnisse. An 

Tag 11 der Differenzierung war die Genexpression plakodaler Gene positiv zu be-

werten. Für den Differenzierungsstatus der PPR werden im Folgenden die 

Datensätze an Tag 7 der Differenzierung repräsentativ betrachtet. Die olfaktorische 

Plakode wird durch die RNA-Ergebnisse an Tag 11 der Differenzierung dargestellt.  
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3.3.3.1 PPR-Marker: OPP vs. APP2 vs. OAPP2 

Im Nachfolgenden werden die Ergebnisse der RNA-Analysen für die Differenzie-

rungsprotokolle OPP, APP2 und OAPP2 dargestellt.  

 

Abbildung 28: EYA1-Expression an Tag 7 und Tag 11 der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt die RNA-Expression von EYA1 zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzie-
rung. Die Verrechnung der Daten erfolgte intern mit GAPDH und bezieht sich auf hiPSZ. nb = 3, nt = 
2. Der Fehlerbalken spiegelt den SEM wider. Signifikanzen: P ≤ 0,05: *, P ≤ 0,01: **, P ≤ 0,001: *** 

 

Die EYA1-Expression lag an Tag 7 und Tag 11 der Differenzierung unter allen Dif-

ferenzierungsprotokollen über hiPSZ-Level. An Tag 7 der Differenzierung konnte un-

ter OPP die höchste Expression nachgewiesen werden. Die geringste Expression 

wies APP2 auf. An Tag 11 der Differenzierung zeigte sich unter OAPP2 die höchste 

Expression, gefolgt von OPP und APP2. Die Expression von EYA1 unter OPP an 

Tag 7 der Differenzierung war jeweils signifikant höher als unter APP2 und OAPP2. 

Die Expression von EYA1 unter OAPP2 an Tag 7 war signifikant höher als unter 

APP2 (Abbildung 28). 
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Abbildung 29: EYA2-Expression an Tag 7 und Tag 11 der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt die RNA-Expression von EYA2 zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzie-
rung. Die Verrechnung der Daten erfolgte intern mit GAPDH und bezieht sich auf hiPSZ. nb = 3, nt = 
2. Der Fehlerbalken spiegelt den SEM wider. Signifikanzen: P ≤ 0,05: *, P ≤ 0,01: **, P ≤ 0,001: *** 

 

Die Expression von EYA2 lag zu allen erfassten Zeitpunkten unter allen drei Diffe-

renzierungsprotokollen über hiPSZ-Level. Während die Expression von Tag 7 zu 

Tag 11 unter APP2 und OAPP2 anstieg, war für OPP ein Abfall zu verzeichnen. Die 

höchsten Expressionen fanden sich unter OPP an Tag 7 und unter OAPP2 an Tag 

11 der Differenzierung. An Tag 7 war die Expression unter OPP signifikant höher als 

unter APP2 und OAPP2 (Abbildung 29).  
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Abbildung 30: SIX1-Expression an Tag 7 und Tag 11 der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt die RNA-Expression von SIX1 zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung. 
Die Verrechnung der Daten erfolgte intern mit GAPDH und bezieht sich auf hiPSZ. nb = 3, nt = 2. Der 
Fehlerbalken spiegelt den SEM wider. Signifikanzen: P ≤ 0,05: *, P ≤ 0,01: **, P ≤ 0,001: *** 

 

An Tag 7 der Differenzierung war die höchste SIX1-Expression unter OPP zu ver-

zeichnen; diese war signifikant höher als unter OAPP2. Die geringste Expression an 

Tag 7 konnte unter APP2 vermerkt werden (Abbildung 30).  
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3.3.3.2 Olfaktorische Plakoden-Marker: OPP vs. APP2 vs. OAPP2 

Für SIX1 als plakodalen Marker konnte die geringste Expression unter OPP detek-

tiert werden. Die höchste Expression wurde unter OAPP2 an Tag 11 nachgewiesen 

(Abbildung 30).  

Die RNA-Analyse der Marker für die olfaktorische Plakode ergab die nachfolgend 

dargestellten Ergebnisse.  

 

Abbildung 31: EBF2-Expression an Tag 7 und Tag 11 der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt die RNA-Expression von EBF2 zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzie-
rung. Die Verrechnung der Daten erfolgte intern mit GAPDH und bezieht sich auf hiPSZ. nb = 3, nt = 
2. Der Fehlerbalken spiegelt den SEM wider. Signifikanzen: P ≤ 0,05: *, P ≤ 0,01: **, P ≤ 0,001: *** 

 

Die höchste EBF2-Expression konnte an Tag 11 der Differenzierung unter OAPP2 

detektiert werden. Sie stellte erstmalig eine Expression dar, welche über hiPSZ-Le-

vel lag. Die Expression unter APP2 und OAPP2 stieg von Tag 7 auf Tag 11 an; für 

OPP wurde ein Abfall für dieselben Zeitpunkte verzeichnet. An Tag 7 war die Ex-

pression unter OPP signifikant größer als unter APP2 (Abbildung 31).  
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Abbildung 32: FOXG1-Expression an Tag 7 und Tag 11 der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt die RNA-Expression von FOXG1 zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzie-
rung. Die Verrechnung der Daten erfolgte intern mit GAPDH und bezieht sich auf hiPSZ. nb = 3, nt = 
2. Der Fehlerbalken spiegelt den SEM wider. Signifikanzen: P ≤ 0,05: *, P ≤ 0,01: **, P ≤ 0,001: *** 

 

An Tag 7 und 11 wurden unter OAPP2 jeweils die höchsten FOXG1-Expressionen 

verzeichnet. Unter OPP wurden jeweils die geringsten Expressionen vermerkt. Die 

Expressionen unter APP2 und OAPP2 an Tag 7 der Differenzierung waren jeweils 

signifikant höher als unter OPP (Abbildung 32).  
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3.3.3.3 Zusammenfassung 

Hinsichtlich der Expression sowohl präplakodaler als auch olfaktorischer plakodaler 

Marker wies das Differenzierungsprotokoll OAPP2 an Tag 11 der Differenzierung 

die besten Ergebnisse auf. An Tag 7 der Differenzierung waren die Ergebnisse von 

OAPP2 den Differenzierungsprotokollen OPP und APP2 bei Betrachtung präplako-

daler Marker unterlegen. Eine Zusammenfassung des Vergleichs der Differenzie-

rungsprotokolle OPP, APP2 und OAPP2 wird in Tabelle 18 dargestellt. Tag 11 der 

Differenzierung wurde als repräsentativ für das Stadium der olfaktorischen Plakode 

bestimmt. Das Differenzierungsprotokoll OAPP2 war zur Förderung der Entwicklung 

der olfaktorischen Plakode sehr gut geeignet. 

Tabelle 18: Vergleich OPP – APP2 – OAPP2 

 EYA1 EYA2 SIX1 EBF2 FOXG1 
     

Tag 
7 

Tag 
11 

Tag 
7 

Tag 
11 

Tag 
7 

Tag 
11 

Tag 
7 

Tag 
11 

Tag 
7 

Tag 
11 

OPP ■  ■  ■  ■    
APP2           
OAPP2  ■  ■  ■  ■ ■ ■ 

 

Die Tabelle zeigt die höchste Expression des jeweiligen Gens zu einem bestimmten Zeitpunkt der 
Differenzierung. Die höchste Expression am jeweiligen Tag ist in der Tabelle durch ■ markiert.  

 

Im nächsten Schritt wurde OAPP2 mit dem Differenzierungsprotokoll OAPP3 vergli-

chen, welches sich in der Zugabereihenfolge der Zusätze Dorsomorphin und BMP4 

von OAPP2 unterschied (Abbildung 33). Es sollte ermittelt werden, ob ein Unter-

schied zwischen den durch vorige Versuche entstandenen OAPP2 und OAPP3 vor-

lag.  
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Abbildung 33: Zusätze OAPP2 und OAPP3 im Vergleich 

Die Abbildung zeigt die Zusätze der Differenzierungsprotokolle OAPP2 und OAPP3 im Vergleich. 
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3.3.4 Vergleich OAPP2 und OAPP3 

Die Differenzierungsprotokolle OAPP2 und OAPP3 wurden zum Zeitpunkt der olfak-

torischen Plakode an Tag 11 der Differenzierung hinsichtlich Genexpression auf 

RNA-Ebene analysiert. Ziel war die Überprüfung auf PPR, olfaktorische Plakoden-

Marker und Marker der Neuralleiste. In den Ergebnissen zuvor wurde Tag 7 als re-

präsentativ für den Status der PPR und Tag 11 als repräsentativ für die olfaktorische 

Plakode betrachtet. Die nachfolgenden Ergebnisse beschränken sich auf Tag 11, da 

die weitergehende Forschung in Richtung olfaktorischer Entwicklung vom Stand der 

olfaktorischen Plakode aus gestartet werden könnte. Um den Entwicklungsstatus 

der PPR von demjenigen der olfaktorischen Plakode abzugrenzen wurde zusätzlich 

auf PPR-Marker getestet. Das besser geeignete Differenzierungsprotokoll zur För-

derung der Entwicklung der olfaktorischen Plakode sollte an Tag 11 eine geringere 

Expression präplakodaler Marker aufweisen. Ebenfalls war eine hohe Expression 

plakodaler Marker und eine geringe Expression von Markern der Neuralleiste anzu-

streben.  
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3.3.4.1 PPR-Marker: OAPP2 vs. OAPP3 

Im Nachfolgenden werden die Ergebnisse für die Expression von EYA1, EYA2 und 

SIX1 dargestellt.  

 

Abbildung 34: EYA1-Expression an Tag 11 der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt die RNA-Expression von EYA1 an Tag 11 der Differenzierung. Die Verrechnung 
der Daten erfolgte intern mit GAPDH und bezieht sich auf hiPSZ. nb = 3, nt = 3. Der Fehlerbalken 
spiegelt den SEM wider. Signifikanzen: P ≤ 0,05: *, P ≤ 0,01: **, P ≤ 0,001: *** 

 

Die EYA1-Expression an Tag 11 der Differenzierung unter OAPP3 lag deutlich über 

hiPSZ-Level und war signifikant höher als unter OAPP2. Während die Expression 

unter OAPP2 gegenüber der Expression in hiPSZ etwa um den Faktor 4 erhöht war, 

war die Expression unter OAPP3 im Vergleich zu OAPP2 nochmals um etwa den 

Faktor 6 gesteigert (Abbildung 34).  
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Abbildung 35: EYA2-Expression an Tag 11 der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt die RNA-Expression von EYA2 an Tag 11 der Differenzierung. Die Verrechnung 
der Daten erfolgte intern mit GAPDH und bezieht sich auf hiPSZ. nb = 3, nt = 3. Der Fehlerbalken 
spiegelt den SEM wider. Signifikanzen: P ≤ 0,05: *, P ≤ 0,01: **, P ≤ 0,001: *** 

 

Die EYA2-Expression an Tag 11 der Differenzierung lag unter OAPP2 und OAPP3 

über hiPSZ-Level. Unter OAPP3 war sie signifikant höher als unter OAPP2. Die Ex-

pression von EYA2 unter OAPP2 war etwa doppelt so hoch wie in hiPSZ. Unter 

OAPP3 konnte eine bis um das 15-fache gesteigerte Expression im Vergleich mit 

hiPSZ gemessen werden. Im Vergleich von OAPP2 und OAPP3 war die Expression 

unter OAPP3 nochmal um etwa den Faktor 7,5 erhöht (Abbildung 35).  

 

 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

hiPSZ d11

re
la

ti
vi

er
te

 E
YA

2 
Ex

pr
es

si
on

 n
or

m
al

is
ie

rt
 

au
f G

AP
D

H
un

d 
hi

PS
Z

EYA2

OAPP2

OAPP3

** 



Ergebnisse 

70 
 

3.3.4.2 Plakoden-Marker: OAPP2 vs. OAPP3 

Die Ergebnisse für Marker der olfaktorischen Plakode werden nachfolgend abgebil-

det.  

 

Abbildung 36: SIX1-Expression an Tag 11 der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt die RNA-Expression von SIX1 an Tag 11 der Differenzierung. Die Verrechnung 
der Daten erfolgte intern mit GAPDH und bezieht sich auf hiPSZ. nb = 3, nt = 3. Der Fehlerbalken 
spiegelt den SEM wider. 

 

Bei Betrachtung von SIX1 als plakodalem Marker an Tag 11 der Differenzierung war 

die Expression unter OAPP3 deutlich höher als unter OAPP2. Während die Expres-

sion von SIX1 unter OAPP2 gegenüber hiPSZ um etwa den Faktor 29 erhöht war, 

war diese Expression unter OAPP3 im Vergleich zu OAPP2 nochmals um das Fünf-

fache erhöht (Abbildung 36).  
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Abbildung 37: EBF2-Expression an Tag 11 der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt die RNA-Expression von EBF2 an Tag 11 der Differenzierung. Die Verrechnung 
der Daten erfolgte intern mit GAPDH und bezieht sich auf hiPSZ. nb = 3, nt = 3. Der Fehlerbalken 
spiegelt den SEM wider. 

 

Die EBF2-Expression unter OAPP2 und OAPP3 lag an Tag 11 der Differenzierung 

über hiPSZ-Level. Die Expression unter OAPP2 war höher als unter OAPP3. Bei 

Berücksichtigung des Fehlerbalkens kann die Expression von EBF2 in beiden Pro-

tokollen aber als ebenbürtig angesehen werden (Abbildung 37).  
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Abbildung 38: FOXG1-Expression an Tag 11 der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt die RNA-Expression von FOXG1 an Tag 11 der Differenzierung. Die Verrechnung 
der Daten erfolgte intern mit GAPDH und bezieht sich auf hiPSZ. nb = 3, nt = 3. Der Fehlerbalken 
spiegelt den SEM wider. 

 

Die Expression von FOXG1 war unter OAPP2 höher als unter OAPP3; beide Ex-

pressionen lagen über hiPSZ-Level. Die Expression unter OAPP2 war gegenüber 

hiPSZ um etwa den Faktor 1,8 erhöht. OAPP3 wies eine um etwa den Faktor 1,1 

erhöhte Genexpression gegenüber hiPSZ auf (Abbildung 38).  
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3.3.4.3 MSX1 als Neuralleisten-Marker: OAPP2 vs. OAPP3 

Die Differenzierungsprotokolle OAPP2 und OAPP3 wurden auf MSX1 als Marker 

der Neuralleiste überprüft. Ziel war eine möglichst niedrige Expression von MSX1, 

als Zeichen der Abgrenzung zur Neuralleiste. 

 

Abbildung 39: MSX1-Expression an Tag 11 der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt die RNA-Expression von MSX1 an Tag 11 der Differenzierung. Die Verrechnung 
der Daten erfolgte intern mit GAPDH und bezieht sich auf hiPSZ. nb = 3, nt = 3. Der Fehlerbalken 
spiegelt den SEM wider. Signifikanzen: P ≤ 0,05: *, P ≤ 0,01: **, P ≤ 0,001: *** 

 

Unter OAPP2 konnte eine gegenüber hiPSZ-Level um etwa den Faktor 1,3 erhöhte 

Expression von MSX1 festgestellt werden. Im Gegenzug war die Expression unter 

OAPP3 geringer als in hiPSZ. Die Expression unter OAPP2 war signifikant höher als 

unter OAPP3 (Abbildung 39). 
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3.3.4.4 Zusammenfassung 

Bei Betrachtung der präplakodalen Marker EYA1, EYA2 und SIX1 wies das Diffe-

renzierungsprotokoll OAPP3 gegenüber OAPP2 die höhere Expression auf. Dem-

zufolge war OAPP2 zum Erhalt der olfaktorischen Plakode bei alleiniger Betrachtung 

der präplakodalen Marker zum Zeitpunkt der Plakode besser geeignet. Wird SIX1 

an Tag 11 der Differenzierung als plakodaler Marker betrachtet, so ist seine Expres-

sion in OAPP3 deutlich höher als in OAPP2. FOXG1 als Marker der olfaktorischen 

Plakode wies bei OAPP3 geringere Expressionen auf als OAPP2; dies spräche 

ebenfalls für OAPP2 als besser geeignetes Differenzierungsprotokoll. Das Ergebnis 

der Expression von EBF2 ließ bei Berücksichtigung des SEM keine eindeutigen 

Rückschlüsse zu, welches Differenzierungsprotokoll überlegen war. Die Expression 

von MSX1 war unter dem Differenzierungsprotokoll OAPP2 geringer als unter 

OAPP3. Eine geringe Expression war anzustreben als Abgrenzung zur Neuralleiste. 

Das Differenzierungsprotokoll OAPP3 wies teilweise besser Ergebnisse auf als 

OAPP2, wurde aber auch teilweise von OAPP2 überragt. Eine Zusammenfassung 

der Genexpression ist in Tabelle 19 zu sehen.  

Tabelle 19: Vergleich OAPP2 – OAPP3 

 EYA1 EYA2 SIX1 EBF2 FOXG1 MSX1 
 

Tag 11 
OAPP2    ■ ■ ■ 
OAPP3 ■ ■ ■    

 

Die Tabelle zeigt die höchste Expression des jeweiligen Gens zu einem bestimmten Zeitpunkt der 
Differenzierung. Die höchste Expression am jeweiligen Tag ist in der Tabelle durch ■ markiert.  
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3.3.4.5 Immunfluoreszenzfärbung: OAPP2 vs. OAPP3 

Für weitergehende Schlüsse wurden bei beiden Protokollen an den Tagen 3, 9 und 

11 der Differenzierung für Marker der PPR und olfaktorischen Plakode eine Immun-

fluoreszenzfärbung (IF) durchgeführt. Bei den verwendeten Markern handelt es sich 

um EYA1, EYA2, SIX4 und EBF2 für die PPR und olfaktorische Plakode, sowie 

SOX2 als ektodermalen Marker. Die Ergebnisse werden nachfolgend dargestellt. 

3.3.4.5.1  Immunfluoreszenzfärbung EYA2 

An Tag 3 der Differenzierung waren unter OAPP2 EYA2-positive Zellen zu sehen 

(Abbildung 40).  

 

Abbildung 40: EYA2-positive Zellen an Tag 3 der Differenzierung unter OAPP2 

Die Abbildung zeigt EYA2-positive Zellen an Tag 3 der Differenzierung unter dem Differenzierungs-
protokoll OAPP2.  

 

An Tag 9 und 11 der Differenzierung konnten unter beiden Differenzierungsproto-

kollen positive Zellen detektiert werden (Abbildung 41, Abbildung 42).  

OAPP2 EYA2 

Tag 3 



Ergebnisse 

76 
 

 

Abbildung 41: EYA2-positive Zellen an Tag 9 der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt EYA2-positive Zellen an Tag 9 der Differenzierung: links unter OAPP2, rechts 
unter OAPP3.  

 

 

Abbildung 42: EYA2-positive Zellen an Tag 11 der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt EYA2-positive Zellen an Tag 11 der Differenzierung: links unter OAPP2, rechts 
unter OAPP3. 
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3.3.4.5.2 Immunfluoreszenzfärbung EBF2 

EBF2-positive Zellen konnten an Tag 3 und 9 der Differenzierung unter OAPP2 und 

OAPP3 detektiert werden (Abbildung 43, Abbildung 44).  

 

Abbildung 43: EBF2-positive Zellen an Tag 3 der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt EBF2-positive Zellen an Tag 3 der Differenzierung: links unter OAPP2, rechts 
unter OAPP3.  

 

 

Abbildung 44: EBF2-positive Zellen an Tag 9 der Differenzierung 
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Die Abbildung zeigt EBF2-positive Zellen an Tag 9 der Differenzierung: links unter OAPP2, rechts 
unter OAPP3.  

 

3.3.4.5.3 Immunfluoreszenzfärbung EYA1/EBF2 

An Tag 11 der Differenzierung konnten EYA1- und EBF2-positive Zellen beobachtet 

werden. In beiden Differenzierungsprotokollen lag eine teilweise Kolokalisation vor 

(Abbildung 45).  

 

Abbildung 45: EYA1- und EBF2-positive Zellen an Tag 11 der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt EYA1- und EBF2-positive Zellen an Tag 11 der Differenzierung: links unter 
OAPP2, rechts unter OAPP3.  

 

3.3.4.5.4 Immunfluoreszenzfärbung SIX4 

Die oben genannten Ergebnisse beziehen sich auf Marker, welche auch in den RNA-

Analysen aufgeführt wurden. SIX4 ist ebenfalls ein Marker der PPR. An Tag 3 und 

9 der Differenzierung konnten bei OAPP2 und OAPP3 SIX4-positive Zellen in der 

Färbung detektiert werden (Abbildung 46, Abbildung 47).  
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Abbildung 46: SIX4-positive Zellen an Tag 3 der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt SIX4-positive Zellen an Tag 3 der Differenzierung: links unter OAPP2, rechts 
unter OAPP3.  

 

 

Abbildung 47: SIX4-positive Zellen an Tag 9 der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt SIX4-positive Zellen an Tag 9 der Differenzierung: links unter OAPP2, rechts 
unter OAPP3.  
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3.3.4.5.5 Immunfluoreszenzfärbung SIX4/SOX2 

An Tag 11 der Differenzierungen waren unter beiden Differenzierungsprotokollen 

SIX4-positive Zellen zu sehen. Es lag eine teilweise Kolokalisation mit SOX2 vor. 

SOX2 ist ein ektodermaler Marker. Neben Zellen der PPR lagen somit auch Zellen 

des neuronalen Ektoderms vor (Abbildung 48). 

 

Abbildung 48: SIX4- und SOX2-positive Zellen an Tag 11 der Differenzierung 

Die Abbildung zeigt SIX4- und SOX2-positive Zellen an Tag 11 der Differenzierung: links unter 
OAPP2, rechts unter OAPP3.  

 

3.3.4.5.6 Zusammenfassung Ergebnisse der Immunfluoreszenzfärbung 

Sowohl das Differenzierungsprotokoll OAPP2 als auch OAPP3 zeigten für präplako-

dale und olfaktorische plakodale Marker zu unterschiedlichen Zeitpunkten positive 

Ergebnisse. Beide Differenzierungsprotokolle eignen sich hinsichtlich der Ergeb-

nisse der Immunfluoreszenzfärbung zur Generierung von PPR und olfaktorischen 

Plakodenzellen aus hiPSZ.  
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3.3.4.6 Zusammenfassung OAPP2 vs. OAPP3 

Die Ergebnisse der RNA-Analysen und der Immunfluoreszenzfärbung ergaben kei-

nen Vorteil eines Differenzierungsprotokolls gegenüber dem anderen. Viel mehr sind 

beide Differenzierungsprotokolle als geeignet zur Förderung der Entwicklung der ol-

faktorischen Plakode anzusehen.  

3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Das durch Vorarbeiten im Labor entstandene Differenzierungsprotokoll OPP erwies 

sich als sehr gute Grundlage zur Erzeugung neuer Differenzierungsprotokolle in 

Richtung PPR und olfaktorischer Plakode. Durch Versuche und RNA-Analysen 

konnten über die Zwischenschritte der Differenzierungsprotokolle APP1 und APP2 

die Differenzierungsprotokolle OAPP2 und OAPP3 erzeugt werden. RNA-Analysen 

zeigten, dass OAPP2 zum Zeitpunkt der olfaktorischen Plakode eine höhere Expres-

sion für Marker der PPR aufwies als OAPP3. Aber auch die Expression der plako-

dalen Marker EBF2 und FOXG1 war in OAPP2 größer als in OAPP3. Bei Betrach-

tung des plakodalen Markers SIX1 wies OAPP3 deutlich höhere Expressionen als 

OAPP2 auf. Zusätzlich war in OAPP3 die Expression von MSX1 als Abgrenzung zur 

Neuralleiste geringer als in OAPP2. Die Ergebnisse der Immunfluoreszenzfärbung 

hoben weder OAPP2 noch OAPP3 im gegenseitigen Vergleich mit dem jeweils an-

deren Protokoll hervor. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass mit der 

Etablierung der Differenzierungsprotokolle OAPP2 und OAPP3 zwei Differenzie-

rungsprotokolle zur Förderung der PPR und olfaktorischen Plakode vorliegen. Aus-

gehend von diesen kann in Zukunft weiter geforscht werden.  
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4 Diskussion 

4.1 Ausgangsprotokoll OPP 

Während in der Vergangenheit bereits hiPSZ-basierte Differenzierungsprotokolle für 

andere Organsysteme existierten (Koehler and Hashino, 2014), gab es bisher kein 

Differenzierungsprotokoll für das olfaktorische System.  

Bei OPP wurde als Basis des Grundmediums DMEM F12 + GlutaMAX verwendet. 

DMEM/F-12 + GlutaMAX werden zur Unterstützung des Wachstums vieler Säuge-

tier-Zellen verwendet. Letzteres minimiert die Ammoniak-Bildung durch die Zugabe 

von GlutaMAX und schützt dadurch die Zellen. KOSR und NEAA unterstützt die Dif-

ferenzierung, während β-ME die Oxidation biologischer Bestandteile der Lösung 

bremst. Durch die Zugabe von Penicillin-Streptomycin beziehungsweise AA wird 

Kontamination der Kultur mit Pilzen und Bakterien verringert. DMEM F12 + Gluta-

MAX enthalten Sodium Pyruvat als Puffer. Grundsätzlich unterstützt das an Tag 0 

verwendeten Grundmedium das Wachstum der Zellen. Durch die Zugabe von BMP4 

und SB an Tag 3 der Differenzierung soll die Differenzierung von nicht-neuronalem 

Ektoderm induziert werden (Koehler and Hashino, 2014). An Tag 5 erfolgt durch die 

Zugabe von FGF2, Dorsomorphin und IWR1e die Induktion der PPR. Damit sich die 

PPR bilden kann muss die BMP und Wnt-Konzentration gering gehalten werden 

(Streit, 2008, Litsiou et al., 2005). Die BMP Konzentration wird durch Dorsomorphin 

als BMP-Antagonisten beeinflusst. IWR1e fungiert zusätzlich als Wnt-Antagonist. 

FGF2 wird für die Entwicklung von präplakodalem Ektoderm benötigt (Longworth-

Mills et al., 2016). Ab Tag 10 der Differenzierung wird durch die Zugabe von FGF2, 

FGF8 und Dorsomorphin zum Grundmedium die Entwicklung zur olfaktorischen Pla-

kode gefördert (Streit, 2008, Bailey et al., 2006, Sjodal et al., 2007).  

An Tag 8 und 10 der Differenzierung wurde das Differenzierungsprotokoll auf die 

Expression der PPR-Marker EYA1, EYA2 und SIX1 überprüft. Zu beiden Zeitpunk-

ten lag die Expression deutlich über hiPSZ-Level. Dies spricht für eine Differenzie-

rung der Zellen. Von Tag 8 zu Tag 10 sank die Expression von SIX1 und EYA1 
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geringfügig ab, während die Expression von EYA2 nahezu gleichblieb. Dies könnte 

auf eine Weiterentwicklung vom Stadium der PPR hindeuten.  

4.2 Protokollvariationen 

Die Arbeitsgruppe um Dincer erhielt 2013 bei alleiniger Zugabe von SB als TGF-β -

Inhibitor eine sehr hohe Expression von EYA1 bei fehlender Expression von SIX1. 

Für die plakodale Entwicklung wurde zusätzlich bis Tag 3 der Differenzierung Nog-

gin als BMP-Inhibitor zugegeben. Als Ergebnis wurden SIX1- und EYA1-positive Zel-

len detektiert. Das Grundmedium bestand aus einem KOSR-Medium, welches mit 

fortlaufender Differenzierung zu steigenden Anteilen mit N2-Medium zur Förderung 

der Entwicklung neuronaler Strukturen ersetzt wurde. Bei den verwendeten Zellen 

handelte es sich um hESZ (Dincer et al., 2013).  

In vorliegender Arbeit wurden als Grundmedium der Differenzierungsprotokolle 

APP1, APP2, OAPP2 und OAPP3 pKOSR- und GM-Medium verwendet. Das ver-

wendete pKOSR-Medium bestand aus DMEM F12 + GlutaMAX als Basis mit 20 % 

KSR-Anteil. DMEM F12 + GlutaMAX bildeten ebenfalls die Basis des GM-Mediums, 

welches zusätzlich 1 % GlutaMAX (100X) enthielt. Beiden Medien wurde 1 % AA 

zugesetzt. Mit zunehmender Differenzierungszeit wurde der Anteil von pKOSR-Me-

dium zugunsten von GM-Medium reduziert; dies geschah um jeweils den gleichen 

Prozentanteil und zu denselben Zeitpunkten wie bei Dincer. Statt N2- Medium wurde 

GM-Medium verwendet, da die Entwicklung neuronaler Strukturen nicht gefördert 

werden sollte - die Entwicklung von präplakodalen und plakodalen Strukturen stand 

im Vordergrund. Beim N2-Medium handelt es sich um ein KSR-Medium, welches 

N2-Supplement enthält (Dincer et al., 2013). Die Differenzierungsprotokolle APP1 

und APP2 sind hinsichtlich ihrer Zusätze an die Protokolle von Dincer angelehnt. 

Das in der vorliegenden Arbeit APP2 genannte Differenzierungsprotokoll wies in Un-

tersuchungen eine höhere SIX1-Expression im Vergleich zu APP1 auf (Dincer et al., 

2013). Bei OAPP2 handelt es sich um eine Kombination von OPP und APP2. In der 

Entwicklung zur PPR und Plakode muss der Einfluss des BMP-Signalwegs zunächst 
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zugelassen werden (Luo et al., 2001, Bhat et al., 2013) und zu einem späteren Zeit-

punkt inhibiert werden (Dincer et al., 2013). Bei Betrachtung des Differenzierungs-

protokolls OAPP2 fällt auf, dass durch die Zugabe von Dorsomorphin ab Tag 0 der 

Differenzierung der BMP-Signalweg zunächst geblockt und anschließend ab Tag 3 

wieder gefördert wird. Um die Auswirkung dieser Tatsache auf die Entwicklung zu 

testen wurde in OAPP3 die von der Literatur bevorzugte Zugabe-Reihenfolge von 

BMP und Dorsomorphin eingehalten.  

4.3 Wohin führen die verwendeten Differenzierungsprotokolle? 

4.3.1 Analyse auf RNA-Ebene 

Unter Berücksichtigung der Genexpressionen der Differenzierungsprotokolle OPP, 

APP1, APP2 und OAPP2 zu verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung fällt auf, 

dass APP1 für PPR-Gene gute Ergebnisse zeigt. Konzentriert man sich mehr auf 

die Betrachtung plakodaler Marker scheint OAPP2 zu späteren Zeitpunkten (Tag 9 

und 11) gute Ergebnisse zu liefern. Aber auch für die Expression von PPR-Markern 

weist OAPP2 einen Anstieg der Expression mit zunehmender Dauer der Differen-

zierung auf. Zusätzlich erfolgt eine Expression nicht für PPR spezifischer Marker, 

wie beispielsweise MSX1, welche vermuten lässt, dass durch OAPP2 eine allge-

meine Förderung der Differenzierung von Zellen stattfindet; die Entwicklung in Rich-

tung der olfaktorischen Plakode wird dadurch auch, aber nicht hauptsächlich geför-

dert. OAPP3 zeigt gute Ergebnisse hinsichtlich der Expression von PPR-Markern 

und Markern der olfaktorischen Plakode.  

Betrachtet man OAPP2 und OAPP3 an Tag 11 der Differenzierung im repräsentati-

ven Status der olfaktorischen Plakode, so kann nicht eindeutig gesagt werden, wel-

ches Differenzierungsprotokoll zur Förderung in Richtung olfaktorischer Plakode 

besser geeignet ist. Wünschenswert für ein gut geeignetes Differenzierungsprotokoll 

wären an Tag 7 eine hohe Expression präplakodaler Marker, welche an Tag 11 

durch plakodale Marker abgelöst wird. Beide Differenzierungsprotokolle erfüllen 

diese Anforderungen auf unterschiedliche Weise.  
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4.3.2 Analyse auf Protein-Ebene 

Um OAPP2 und OAPP3 näher untersuchen zu können wurde eine Immunfluores-

zenzfärbung zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Differenzierung durchgeführt. 

Durch Immunfluoreszenzfärbung werden Proteine detektiert.  

An das besser geeignete Differenzierungsprotokoll wurden folgende Anforderungen 

gestellt: 

 Expression präplakodaler und olfaktorischer Marker an Tag 9 (Übergangs-

zustand zwischen PPR und Plakode) 

 Expression plakodaler Marker an Tag 11 

Eine Expression präplakodaler Marker bereits an Tag 3 der Differenzierung spricht 

für eine frühe Entwicklung zu PPR, deren Status an Tag 7 erreicht wird. 

An Tag 3 der Differenzierung konnte EYA2 unter OAPP2 nachgewiesen werden. 

Dies spricht für einen frühen Start der Differenzierung zu PPR durch OAPP2. An Tag 

9 und 11 wurde für beide Differenzierungsprotokolle ein positives Ergebnis für EYA2 

erreicht. OAPP2 und OAPP3 erfüllen somit die für das bessere Protokoll wünschens-

werten Eigenschaften bei Betrachtung von EYA2. Für beide Differenzierungsproto-

kolle konnte an Tag 3 bereits EBF2 als Marker der olfaktorischen Plakode nachge-

wiesen werden. An Tag 9 und 11 weisen OAPP2 und OAPP3 eine Expression von 

EBF2 auf, welche mit den an ein gutes Differenzierungsprotokoll gestellten Anforde-

rungen übereinstimmt. Zusätzlich wurde in der Immunfluoreszenzfärbung auf SIX4 

als präplakodalen Marker getestet. Eine positive Detektion für SIX4 war für beide 

Differenzierungsprotokolle an den Tagen 3 und 9 möglich. Zusätzlich wurde an Tag 

11 unter beiden Protokollen eine Expression von EYA1 und SIX4 festgestellt. An 

Tag 11 ergaben sich unter OAPP2 und OAPP3 für SOX2 positive Zellen. SOX2 ist 

unter anderem ein Marker des Ektoderms und zeigt, dass neben PPR auch neuro-

nales Ektoderm vorlag. Teilweise lag eine Kolokalisation von SIX4 und SOX2 vor, 

es waren aber auch Zellen zu sehen, welche nur SIX4 positiv oder SOX2 positiv 

waren. Bei den für beide Marker positiven Zellen könnte es sich um einen Zustand 
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handeln, von welchem die Entwicklung entweder zu neuralem Ektoderm oder zu 

PPR erfolgen kann. Die solitär SIX4 exprimierenden Zellen haben diesen Zustand 

bereits überschritten und exprimieren den PPR-typischen Marker.  

Bei Betrachtung der Ergebnisse der durchgeführten Immunfluoreszenzfärbung las-

sen sich keine eindeutigen Schlüsse ziehen, welches Differenzierungsprotokoll im 

Hinblick auf die Expression olfaktorischer plakodaler oder präplakodaler Marker am 

besten geeignet ist.  

4.3.3 Zusammenfassung 

Fasst man die Ergebnisse der Analysen auf RNA- und Proteinebene zusammen, so 

lässt sich sagen, dass mit den Differenzierungsprotokollen OAPP2 und OAPP3 zwei 

Differenzierungsprotokolle etabliert wurden, welche brauchbare Ergebnisse im Hin-

blick der Förderung der PPR und olfaktorischen Plakode liefern. In Zukunft müssen 

Untersuchungen erfolgen, welche die Differenzierung ab Tag 11 näher analysieren. 

Es ist zu vermuten, dass ab Tag 11 die Differenzierung noch stärker in Richtung 

olfaktorischer Plakode erfolgt und die Expression von PPR-Markern weiter abnimmt. 

4.4 OAPP2 und OAPP3 

Wird durch die Differenzierungsprotokolle OAPP2 und OAPP3 die frühe olfaktori-

sche Entwicklung in vitro nachgeahmt? Diese Fragestellung soll im nachfolgenden 

Abschnitt diskutiert werden.  

Im Zuge der Gastrulation bildet sich aus der zweiblättrigen Keimscheibe die drei 

Keimblätter mit Ektoderm, Mesoderm und Entoderm (Abbildung 3). Aus Teilen des 

Ektoderms entsteht die Neuralplatte, aus welcher sich in der Neurulation das Neu-

ralrohr bildet. Aus den Randzonen der Neuralplatte bilden sich die Neuralleiste und 

die PPR (Abbildung 4). Aus der PPR entwickeln sich in Folge die Plakoden. 

Verschiedene bereits publizierte neuro-ektodermale Differenzierungsprotokolle 

(Longworth-Mills et al., 2016, Koehler et al., 2017) und ein Differenzierungsprotokoll 

zur Erzeugung olfaktorischer Rezeptorneurone (Raab, 2017) arbeiten im Gegensatz 

zur vorliegenden Arbeit nicht nur adhärent. hiPSZ werden routinemäßig adhärent 
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kultiviert. Werden die Stammzellen vereinzelt, in Suspension gebracht und für einige 

Tage kultiviert, so entstehen embryonale Körper. Das Stadium der embryonalen Kör-

per entspricht dem Embryo während der Gastrulation. Auf die embryonalen Körper 

folgt nach Ausplattierung das Stadium der neuralen Rosetten (Raab, 2017). Eine 

Rosette verkörpert dabei das embryonale Neuralrohr. Neurale Rosetten bestehen 

aus sehr vielen einzelnen Rosetten, die sich rings um den ausplattierten embryona-

len Körper anlagern (Hu et al., 2010). Dem viertägigen Stadium der embryonalen 

Körper schließt sich das 8 Tage dauernde Rosettenstadium an, sodass nach 12 Ta-

gen der Übergang zum Stadium der neuralen Stammzellen bevorsteht. Im Stadium 

der Rosetten konnten PPR-Zellen detektiert werden (Raab, 2017).  

In der vorliegenden Arbeit wurde die gesamte Differenzierung adhärent durchge-

führt, wodurch die Stadien der embryonalen Körper und neuralen Rosetten nicht 

durchlaufen wurden. In der embryonalen Entwicklung erfolgt die Differenzierung von 

Zellen niemals nur in einer Ebene, es ist immer auch eine dreidimensionale Kompo-

nente vorhanden. Man könnte bei der adhärenten Differenzierung auch von einer 

2D-Differenzierung sprechen; analog wäre eine reine Differenzierung von Zellen in 

Suspension eine 3D-Differenzierung. Obwohl das Stadium embryonaler Körper und 

neuraler Rosetten in vitro nicht durchlaufen wird und sich die embryonale Entwick-

lung in vivo hinsichtlich der räumlichen Dimensionen deutlich von der adhärenten 

Differenzierung unterscheidet, gibt es keinen Anhaltspunkt dafür, dass eine Diffe-

renzierung und Weiterentwicklung der Zellen ausblieben. Bei der durchgeführten ad-

härenten Differenzierung handelt es sich lediglich um eine weniger fehleranfälligere 

Art der Kultivierung. 

Ausgehend vom Stadium der hiPSZ wird in OAPP2 und OAPP3 durch die Verwen-

dung der Zusätze SB und BMP4 die Entwicklung zu nicht-neuronalem Ektoderm in-

duziert. Anschließend wird die Entwicklung zur PPR und olfaktorischer Plakode an-

gestrebt. Die Entwicklung der Plakoden erfolgt über das Stadium der PPR (Saint-

Jeannet and Moody, 2014, Moody and LaMantia, 2015, Bailey and Streit, 2006, 

Baker and Bronner-Fraser, 2001, Bhattacharyya and Bronner-Fraser, 2008). Um die 
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PPR bilden zu können wird ein diffiziles Zusammenspiel von FGF, BMP, Wnt und 

RA benötigt (Litsiou et al., 2005). Ein früher BMP-Puls mit anschließender Erniedri-

gung ist für die Entwicklung der PPR nötig (Dincer et al., 2013). In OAPP3 wird die-

ser BMP-Puls durch die Zugabe von BMP4 bis zu Tag 2 der Differenzierung umge-

setzt. Die anschließende Erniedrigung des BMP-Spiegels erfolgt durch den Dorso-

morphin-Zusatz von Tag 2 bis zum Tag 4 der Differenzierung. In OAPP2 wurde 

durch die Zugabe von Dorsomorphin ab Tag 0 der Differenzierung zunächst der 

BMP-Puls unterdrückt und anschließend ab Tag 3 durch die Zugabe von BMP aus-

geführt. Diese Reihenfolge widerspricht der in der Literatur vorherrschenden Mei-

nung (Dincer et al., 2013, Luo et al., 2001, Bhat et al., 2013). OAPP2 wurde durch 

eine Kombination von OPP und APP2 erzeugt, welche beide gute Ergebnisse liefer-

ten. FGF erhöht die Expression PPR-spezifischer Gene (Grocott et al., 2012). Anti-

Wnt-Faktoren sorgen für die Begrenzung der PPR auf einen bestimmten Bereich 

des Ektoderms (Moody and LaMantia, 2015). Ab Tag 5 der Differenzierung werden 

deshalb FGF2 und IWR1e als Zusätze verwendet. Untersuchungen haben gezeigt, 

dass für die regelrechte Entwicklung des olfaktorischen Systems und Förderung der 

Entwicklung der olfaktorischen Plakode FGF8 benötigt wird (LaMantia et al., 2000, 

Tucker et al., 2010, Bhasin et al., 2003, Kawauchi et al., 2005). Da sowohl PPR als 

auch olfaktorische Plakode gezielt induziert werden sollten, wird ab Tag 8 bei 

OAPP2 und OAPP3 FGF8 zugesetzt. Während der gesamten Zeitspanne der Diffe-

renzierung wird SB als Zusatz verwendet. SB inhibiert den TGFβ-Signalweg, ohne 

jedoch Rezeptoren für BMP zu hemmen. Dadurch wird die Selbsterneuerung von 

hiPSZ gehemmt und die Differenzierung gefördert (James et al., 2005).  

Da sowohl in OAPP2 als auch in OAPP3 präplakodale und plakodale Marker auf 

RNA- und Proteinebene exprimiert werden, spiegeln sie die frühe olfaktorische Ent-

wicklung auf adhärentem Weg in vitro wider. Die Etablierung eines adhärenten Dif-

ferenzierungsprotokolls zur Erzeugung von PPR und olfaktorischer Plakode als Ziel-

stellung der Arbeit ist somit erfüllt. 
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4.5 Ausblick 

4.5.1 Zeitnaher Ausblick 

Ausgehend vom Standpunkt der bisherigen Ergebnisse könnte die Forschung an 

Zelldifferenzierungen unter OAPP2 und OAPP3 folgendermaßen weitergeführt wer-

den: 

1) Analyse auf weitere PPR- und Plakodenmarker (beispielsweise SOX10, 

EMX2…) 

2) Analyse der Gesamtzahl für PPR- und Plakodenmarker gefärbte Zellen in den 

IF-Färbungen zur Bestimmung des prozentualen Anteils der Zellen, welche 

ein bestimmtes Protein exprimieren 

3) Einzelzellanalyse der gefärbten Zellareale für die Bestimmung der RNA-Ex-

pression präplakodaler und olfaktorischer plakodaler Marker 

4) Durchflusszytometrie von Zelldifferenzierungen zur Bestimmung des prozen-

tualen Anteils von Zellen, welche PPR- oder olfaktorische Plakodenmarker 

exprimieren 

Anschließend sollten die Differenzierungen länger fortgeführt werden, um die wei-

tere Entwicklung in Richtung olfaktorischer Plakode und olfaktorisches Epithel beur-

teilen zu können. Ab Tag 20 der Differenzierung sollten die Zusätze RA und FGF8 

verwendet werden. Länger fortgeführte Differenzierungen zeigten vielverspre-

chende Ergebnisse beim Zusatz von RA und FGF8 ab Tag 20 der Differenzierung 

(Daten nicht gezeigt). Eine Analyse auf olfaktorische Plakodenmarker und Maker 

des olfaktorischen Epithels sollte nach Ende der länger fortgeführten Differenzierung 

auf RNA- und Proteinebene durchgeführt werden. Im Vergleich mit OPP, welches 

zu späterem Zeitpunkt an Tag 30 der Differenzierung erste neuronale Strukturen 

zeigte (Daten nicht gezeigt), wäre an Tag 30 der Differenzierung unter OAPP2 und 

OAPP3 ein Anstieg von Neuronen zu erwarten.  
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Bei entsprechenden Versuchsergebnissen sollten diese in Suspensionskultur mit 

adhärenten Zwischenschritten und in reiner Suspensionskultur überprüft werden 

und eventuell auftretende Unterschiede näher erörtert und untersucht werden. 

4.5.2 Ein Blick in die Zukunft 

Bevor eine Anwendung von Forschungsergebnissen klinische Relevanz bekommt, 

muss fundamentierte Grundlagenforschung betrieben werden, um ein Verständnis 

für die Entwicklungsabläufe zu bekommen. Das olfaktorische System befindet sich 

erst am Beginn der Grundlagenforschung. Die vorliegende Arbeit stellt einen Zuge-

winn für das Verständnis von Entwicklungsabläufen dar. 

Patienten mit Anosmie können aus verschiedenen Gründen keine Gerüche wahr-

nehmen. Ein weit gestecktes Ziel könnte es sein, Patienten mit erworbener Anosmie 

ihren Geruchssinn zurückzugeben. Voraussetzung hierfür ist die Entwicklung eines 

Protokolls mit dem Endziel, ein funktionelles olfaktorischen Epithel in vitro zu gene-

rieren. Wird durch entsprechende Forschungsergebnisse die Entwicklung eines ol-

faktorischen Epithels möglich, so muss dessen physiologische Funktionalität bei-

spielsweise durch Calcium-Bildgebung (engl. Calcium imaging) überprüft werden. 

Lässt sich in den Versuchen zeigen, dass das in vitro generierte olfaktorische Epithel 

über die gleichen chemischen, biologischen und physiologischen Eigenschaften wie 

das in vivo Epithel verfügt, so kann die Möglichkeit einer Transplantation des ge-

wonnenen Epithels in Tierversuchen näher untersucht werden. Hierfür sollten als 

Ausgangszellen tiereigene iPSZ verwendet werden, um die Abstoßungsreaktion zu 

verringern.  

Mit der Möglichkeit patientenspezifische induzierte pluripotente Stammzellen erzeu-

gen zu können eröffnen sich neue Möglichkeiten der Forschung. Ausgehend von 

diesen hiPSZ können mit dem richtigen Differenzierungsprotokoll auch patienten-

spezifische olfaktorische Rezeptorneurone erzeugt werden. Das olfaktorische Sys-

tem weist in vivo eine lebenslangen Neurogenese auf. Anhand von patientenspezi-



Diskussion 

91 
 

fischem olfaktorischen Epithel und olfaktorischen Rezeptorneuronen könnte die neu-

ronale Regeneration weiter erforscht werden. Auf molekularer Ebene wären weitere 

Untersuchungen in Richtung Rezeptor-Odoranten-Bindungen möglich. 

Auch könnte das gewonnene Gewebe für Medikamententests verwendet werden 

und die Reaktion des Körpers auf das jeweilige Medikament besser abgeschätzt 

werden.  
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5 Zusammenfassung 

Der Riechsinn beeinflusst die Wahrnehmung der Umwelt und das eigene Verhalten. 

In der Forschung wurde dem olfaktorischen System in der Vergangenheit im Ver-

gleich zu anderen Sinnen relativ wenig Beachtung geschenkt. Die vorliegende Arbeit 

beschäftigt sich mit der frühen Entwicklung des olfaktorischen Systems im Men-

schen und beschreibt die Generierung eines adhärenten Differenzierungsprotokolls 

für die frühe olfaktorische Entwicklung ausgehend von hiPSZ. Im Rahmen der Arbeit 

wurden dafür folgenden Schritte experimentell bearbeitet: 

a) Überprüfung und Variation des olfaktorischen Differenzierungsprotokolls 

OPP 

Ausgehend von hiPSZ wurde OPP als olfaktorisches Differenzierungsprotokoll für 

die frühe olfaktorische Entwicklung auf die Expression von PPR-Markern überprüft. 

An Tag 8 und 10 der Differenzierung wurde die Expression von EYA1, EYA2 und 

SIX1 mit der Grundexpression in hiPSZ verglichen. Es zeigte sich eine erhöhte Ex-

pression präplakodaler Marker in OPP. Die Verbesserungsfähigkeit des Protokolls 

wurde durch Variationen der Grundmedien und Zusätze zu bestimmten Zeitpunkten 

getestet. 

b) Vergleich mehrerer Differenzierungsprotokolle auf olfaktorische Eignung 

Zunächst wurde OPP mit dem Differenzierungsprotokoll APP1 verglichen. Die RNA-

Analyse erfolgte an den Tagen 3, 5, 7, 9 und 11 für EYA1, EYA2, SIX1, EBF2 und 

FOXG1. Es ergab sich eine bessere Eignung von APP1 zur Förderung der PPR. 

OPP schien zur Förderung der olfaktorischen Plakode besser geeignet zu sein. Im 

nächsten Schritt wurden OPP und APP1 mit APP2 verglichen. Bei APP2 handelt es 

sich um ein Differenzierungsprotokoll, welches in Studien eine erhöhte Expression 

von SIX1 als PPR- und olfaktorischem plakodalem Marker aufwies.  

Tag 7 wurde als repräsentativ für das Stadium der PPR und Tag 11 für das Stadium 

der olfaktorischen Plakode bestimmt. Die Analyse von EYA1, EYA2, SIX1, EBF2 

und FOXG1 in APP1, APP2 und OPP erfolgte deswegen an den Tagen 7 und 11 
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der Differenzierung. Es zeigte sich, dass APP2 zur Förderung der PPR weniger gut 

geeignet war, für die olfaktorische Plakode aber gute Ergebnisse erzielte. Da in vo-

rigen Versuchen OPP ebenfalls gute Ergebnisse für die olfaktorische Plakode lie-

ferte wurde mit dem Differenzierungsprotokoll OAPP2 ein neues Differenzierungs-

protokoll geschaffen, welches eine Kombination von APP2 und OPP darstellte und 

noch bessere Ergebnisse liefern sollte.  

OPP, APP2 und OAPP2 wurden an den Tagen 7 und 11 auf die Expression von 

EYA1, EYA2, SIX1, EBF2 und FOXG1 überprüft. OAPP2 lieferte an Tag 11 der Dif-

ferenzierung die besten Ergebnisse für die olfaktorische Plakode.  

In der Literatur existierte bisher für die Zugabe von Dorsomorphin und BMP4 eine 

bestimmte Reihenfolge, welche mit dem getesteten Differenzierungsprotokoll 

OAPP2 nicht übereinstimmte. Ob dies einen Unterschied für die Expression präpla-

kodaler und olfaktorischer plakodaler Marker macht wurde durch einen Vergleich 

von OAPP2 und OAPP3 untersucht. OAPP3 stellte ein Differenzierungsprotokoll 

dar, welches die von der Literatur bevorzugte Zugabereihenfolge von Dorsomorphin 

und BMP4 berücksichtigte. Die Analyse erfolgte auf RNA-Ebene an Tag 11 der Dif-

ferenzierung für EYA1, EYA2, SIX1, EBF2, FOXG1 und MSX1. Die Expression von 

EYA1, EYA2, SIX4, EBF2 und SOX2 wurden zusätzlich auf Protein-Ebene mittels 

einer Immunfluoreszenzfärbung für OAPP2 und OAPP3 an den Tagen 3, 9 und 11 

der Differenzierung untersucht. Sowohl auf RNA-, als auch auf Proteinebene waren 

OAPP2 und OAPP3 hinsichtlich der Eignung zur Förderung der Entwicklung der 

PPR und olfaktorischen Plakode gleichermaßen geeignet.  

Mit OAPP2 und OAPP3 konnten somit Differenzierungsprotokolle etabliert werden, 

welche die erfolgreiche Entwicklung von hiPSZ zur PPR und olfaktorischer Plakode 

zur Folge haben. 
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