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Kurzfassung	deutsch	

Eine Strategie zur Behandlung von traumatischen Rückenmarksläsionen könnte eine 
autologe Zelltherapie sein. Dabei stellt die olfaktorische Mukosa (OM) eine attraktive 
Zellquelle dar. Die neuroregenerativen Eigenschaften olfaktorischer multipotenter 
Stammzellen (OSC) und olfaktorischer Ensheathing-Zellen (OEC) wurden erfolgreich in 
Tiermodellen gezeigt [1]. Neueste Studien zeigen, dass auch in der respiratorischen Mukosa 
(RM) Zellen mit neuroregenerativen Eigenschaften vorzufinden sind, die sogenannten 
Inferior turbinate stem cells (ITSC). Bislang gibt es allerdings keine standardisierten 
Methoden zur Zellisolierung und Charakterisierung was eine Grundvoraussetzung für den 
therapeutischen Einsatz darstellt und für die Qualität und Sicherheit essentiell ist. Ziel dieser 
Arbeit war es, die OEC zu isolieren und nach anschließender Aufreinigung diese zu 
charakterisieren sowie deren Funktionalität zu bestimmen. Zudem wurde das Verhalten der 
aufgereinigten Zellen in einer Plasma-Clot-Matrix aus koaguliertem Blutplasma untersucht, 
welche als Trägermatrix für die Zellen bei einer möglichen Transplantation dienen kann. 
Durch den Einsatz enzymatischer und mechanischer Methoden konnten Zellen sowohl aus 
der olfaktorischen Epithelzellschicht als auch aus der Lamina Propria (LP) erfolgreich isoliert, 
kultiviert und expandiert werden. Des Weiteren war eine Isolierung von Zellen aus der LP der 
respiratorischen Mukosa den sogenannten ITSC möglich, wobei diese Zellen eine stärkere 
und schnellere Proliferation als die olfaktorischen Zellen aufwiesen, die durch verschiedene 
Stimuli beeinflusst werden konnte. Zelluläre und funktionelle Unterschiede zwischen 
respiratorischer und olfaktorischer Mukosa zeigten sich sehr deutlich. Aus der ET der RM 
konnten beispielsweise keine vitalen, adhärenten Zellen isoliert werden. Lediglich in der LP 
der OM konnten p75 (OEC-Marker) positive Zellen in jungen Passagen detektiert werden. 
Jedoch zeigten sowohl olfaktorische, als auch respiratorische Zellen aus der Lamina propria 
CD90 (Stammzellmarker) positive Zellen, deren prozentueller Anteil mit zunehmender 
Passagenanzahl zunahm. 
Die Reinheit bzw. die mögliche Kontamination mit Mukus-produzierenden Zellen wurde 
durch Analyse der Expression des Mucins MUC5AC, sowie CD90, Nestin, p75NTR und 
EpCAM untersucht. Mucin-positive Zellen konnten direkt nach der Isolierung sowohl in den 
Zellfraktionen der Epithelzellschicht als auch der Lamina propria der OM nachgewiesen 
werden. Im Zuge der Kultivierung und Passagierung der Zellen gingen diese allerdings 
verloren. Durch die Durchführung des Neurosphären-Assay war es möglich, OSC aus der 
Epithelzellschicht der OM aufzureinigen. Diese waren Nestin- und CD90-positiv und konnten 
im Vergleich zu Knochenmarksstammzellen nicht in Zellen der mesenchymalen Richtung 
differenzieren (osteogene und adipogene Differenzierung). Allerdings zeigten diese 
aufgereinigten Stammzellen in neuronalem Differenzierungsmedium eine Neuronen-ähnliche 
Morphologie, wobei diese Zellen positive für den neuronalen Marker ß-III Tubulin waren. Die 
frisch isolierte Zellfraktion aus der LP der OM zeigte sowohl p75NTR-positive OEC als auch 
CD90-positive mesenchymale Stammzellen. Der Anteil der p75NTR-positiven Zellen nahm 
allerdings im Zuge von weiteren Passagen ab. Durch eine immunomagnetische Aufreinigung 
konnte eine Anreicherung von p75NTR positiven/ CD90-negativen Zellen OEC werden. Die 
funktionelle Charakterisierung der aufgereinigten OEC-Fraktion ergab, dass einige Zellen in 
der Lage waren zu phagozytieren, was ein typisches Charakteristikum von OEC darstellt. 
Eine Analyse der Zellkulturüberstände von olfaktorischen Ensheathing Zell-Fraktionen 
mithilfe eines Human Growth Factor Antibody Arrays ergab keine verstärkte Freisetzung 
neurotropher Faktoren, wie NGF, BDNF oder NT-4/5 im Vergleich zum reinen 
Zellkulturmedium. Jedoch zeigte sich eine verstärkte Expression von Insulin-like growth 
factor bindenden Proteinen in diesen Zellkultur-überständen. Diese konditionierten 
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Zellkulturüberstände führten bei neuronalen embryonalen Stammzellen zu einer 
Veränderung der Morphologie, wobei diese Zellen eine Neuronen-ähnliche Morphologie 
aufwiesen und langgestreckte Zellfortsätze aufwiesen. Bei einer möglichen Zelltherapie stellt 
der autologe Plasma-Clot eine geeignete Zellträgermatrix dar. Die Analyse des Verhaltens 
der isolierten und aufgereinigten Zellen in solch einer Matrix zeigte, dass diese vital waren, 
proliferierten und dreidimensional angeordnet waren. Physiologisch würde sich eine solche 
Matrix nach einer bestimmten Zeit auflösen, wobei die Degradation der Plasma-Clot Matrix in 
vitro nach sieben Tagen beobachtet werden konnte. 

Zusammenfassend konnten sowohl OEC als auch OSC und ITSC erfolgreich isoliert, 
aufgereinigt und charakterisiert werden. Es zeigte sich allerdings das eine reine OEC 
Zellfraktion mit einer hohen Zellausbeute nicht gewonnen werden konnte. Mukus-
produzierende Zellen und Epithelzellen gingen durch die Kultivierung der Zellen allerdings 
verloren. Die Isolierung und Charakterisierung der OSC war hingegen sehr erfolgreich. 

Kurzfassung	englisch	

A promising strategy to treat spinal cord injuries could be an autologous cell therapy. Due to 
the lifelong neurogenesis, the olfactory mucosa (OM) might be an attractive cell source. The 
neuroregenerative properties of olfactory multipotent stem cells (OSC) and olfactory 
ensheathing cells (OEC) have been successfully demonstrated in animal models [1]. Recent 
studies have shown that cells with neuroregenerative properties are also found in the 
respiratory mucosa (RM), the so-called inferior turbinate stem cells (ITSC). Up to now, there 
are no precise and standard methods for cell isolation and characterization, which is a 
prerequisite for the therapeutical use and essential for quality and safety. The aim of this 
study was it to isolate OEC and to characterize these cells after subsequent purification as 
well as to determine their functionality. In addition, the behavior of the enriched cells was 
investigated in a plasma-clot-matrix of coagulated blood plasma, which can serve as a 
carrier-matrix for the cells in case of potential transplantation. Using enzymatic and 
mechanical methods, cells from both the olfactory epithelial cell layer and the lamina propria 
were successfully isolated, cultured and expanded. Furthermore, it was possible to isolate 
cells from the LP of the respiratory mucosa the so called ITSC, whereby these cells had a 
stronger and faster proliferation than the olfactory cells, which could be influenced by 
different stimuli. Cellular and functional differences between respiratory and olfactory mucosa 
could be observed clearly. For example, no vital, adherent cells could be isolated from the 
ET of RM. Only in the LP of the OM p75 (OEC marker) positive cells could be detected in 
young passages. However, both olfactory and respiratory cells from the lamina propria 
showed CD90 (stem cell marker) positive cells, whereby the percentage increased with 
increasing number of passages. 

The purity and possible contamination with mucus-producing cells was examined by analysis 
of the expression of the mucin MUC5AC, as well as CD90, nestin, p75NTR and EpCAM. 
Mucin-positive cells could be detected immediately after isolation in both cell-fractions of the 
epithelial cell layer and the lamina propria of OM. However, during cultivation and passage of 
the cells these were lost. By performing the neurosphere assay, it was possible to purify 
olfactory stem cells from the epithelial cell layer of OM. These cells were positive for nestin 
and CD90 and could not differentiate into cells of the mesenchymal direction compared to 
bone-marrow stem cells (osteogenic and adipogenic differentiation). However, these purified 
stem cells displayed a neuronal-like morphology in neuronal differentiation medium and were 
positive for the neuronal marker ß-III Tubulin. The freshly isolated cell fractions from the 
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lamina propria showed both p75NTR-positive olfactory ensheathing cells and CD90-positive 
mesenchymal stem cells. However, the share of p75NTR-positive cells decreased during 
further passages. Via immunomagnetic purification, an enrichment of p75NTR positive/ 
CD90 negative cells could be achieved. The functional characterization of the purified cell 
fractions revealed that some of these cells were capable of phagocytosis, which is a typical 
characteristic of olfactory ensheathing cells. Analysis of cell culture supernatants from the 
olfactory ensheathing cell fractions using a human growth factor antibody array revealed no 
increased release of neurotrophic factors such as NGF, BDNF or NT-4/ 5 compared to pure 
cell culture medium. However, increased expression of insulin-like growth factor binding 
proteins was found in those cell culture supernatants. These conditioned cell culture 
supernatants caused a change in the morphology of neuronal embryonic stem cells, which 
had a neuron-like morphology and elongated cell processes. In a possible cell therapy, the 
autologous plasma clot represents a suitable cell carrier matrix. The analysis of the behavior 
of the isolated and purified cells in such a matrix showed that they were vital, proliferate and 
arranged three-dimensional. Physiologically, such a matrix would dissolve after a certain 
time, whereby the degradation of the plasma clot matrix could be observed in vitro after 
seven days. 

In summary, olfactory ensheathing cells as well as olfactory stem cells and ITSC were 
successfully isolated, purified and characterized. However, it was found that a pure OEC cell 
fraction with a high cell yield could not be obtained. However, mucus-producing cells and 
epithelial cells were lost by cultivating the cells. The isolation and characterization of the 
OSC was very successful. 

 

1.	Problemstellung		

Traumatische Rückenmarksläsionen führen oft zu schweren sensorischen und motorischen 
Beeinträchtigungen, die bis zur Querschnittlähmung (Paraplegie oder Tetraplegie) führen 
können [1-2]. Rückenmarkschäden werden vornehmlich durch Hochrasanzverletzungen z.B. 
durch Sport, Straßenverkehr oder Arbeitsverletzungen hervorgerufen. Hierbei kommt es 
häufig zu einem Kontinuitätsverlust der Wirbelsäule mit instabilen Frakturen durch direkter 
Scheer-, Stauchungs- oder Zugschädigung des Rückenmarks. Zusätzlich können 
Durchspießungsverletzungen, z.B. durch Knochenfragmente oder Kompressionen durch 
Verlegungen des Spinalkanals das Rückenmark treffen.  

Der zervikale Wirbelsäulenabschnitt ist der am häufigsten betroffene Wirbelsäulenabschnitt 
[3]. Die Höhe der Läsion ist dabei maßgebend für die Schwere und den Umfang der 
Querschnittslähmung. Neurologische Ausfälle treten isoliert oder kombiniert auf und können 
bis hin zum vollständigen Kontinuitätsverlust führen [4]. 

Laut dem TraumaRegister DGU (Jahresbericht 2018) betreffen 29,4 % aller erfassten 
Traumata den Bereich der Wirbelsäule [5], wobei Männer unter 40 Jahren hauptsächlich 
betroffen sind [6]. Eine neurologische Regeneration bei vollständiger Querschnittslähmung 
ist in der Literatur kaum zu verzeichnen. Bei nur 5,4% der betroffenen Patienten zeigen sich 
neurologische Verbesserungen nach 5 Jahren. Eine vollständige Heilung ist aufgrund der 
primären und sekundären Verletzungsmechanismen nahezu ausgeschlossen [7].  
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Trotz einer Vielzahl von angewandten therapeutischen Strategien (z.B. Wachstumsfaktoren, 
Neutralisation von wachstums-inhibierenden Signalen wie GM-1, 4-AP, BDNG, GDNF, Nogo 
und MAG-Inhibitoren, ISP, Glutamat-oxaloacetat Transaminase 1) [8-9] sind bisher kaum 
Fortschritte erzielt worden.  

Zelltherapeutische Strategien (Transplantationen) adressieren eher die komplexe Pathologie 
nach Rückenmarkverletzung und stellen aufgrund der bisherigen geringen Heilungschancen 
einen erweiterten Therapieansatz dar [10]. Im Gegensatz zu den monofaktoriellen Therapien 
soll damit ein breites Spektrum neuroprotektiver und neuroregenerativer Zellleistungen 
genutzt werden, um bessere therapeutische Effektivität zu erreichen.  

Aktuell werden für derartige Therapieansätze verschiedene Zelltypen bei der Behandlung 
traumatischer Rückenmarksläsionen eingesetzt. Darunter Oligodendrozyten-Vorläuferzellen, 
Schwannzellen, neuronale (NSC) und mesenchymale Stammzellen (MSC), induzierte 
pluripotente Stammzellen (iPSC), sowie olfaktorischen Stammzellen (OSC) und 
olfaktorischen Ensheathing-Zellen (OEC) [1, 11-12]. Besonders Zellen der olfaktorischen 
Mukosa  (OEC, OSC)  sind für therapeutische Transplantationen besonders 
vielversprechend [13-15]. Wesentliche Gründe dafür sind u.a. die therapeutische 
Immunmodulation und die Bereitstellung neurotropher Wachstumsfaktoren.  Neurogene und 
neuroregenerative Eigenschaften der olfaktorischen Mukosa werden dabei sowohl den OEC, 
welche die axonale Regeneration verbessern können, als auch den OSC, die zur 
Proliferation und Zellteilung fähig sind und bei Bedarf zu Rezeptorneuronen 
ausdifferenzieren können, zugeschrieben. Neueste Studien zeigen, dass auch in der 
respiratorischen Mukosa (RM) Zellen mit neuroregenerativen Eigenschaften vorzufinden 
sind, die sogenannten Inferior turbinate stem cells (ITSC). 

Generell ist in verschiedenen Studien gezeigt worden, dass die Anwendung von OEC isoliert 
aus der OM (20 Patienten [16], 8 Pat. [17], 1 Pat. [18]) sowie aus dem OB (16 Pat. [19], 300 
Pat. [17], 6 Pat. [18]) bei Patienten mit Rückenmarktraumata zu keinen adversen Effekten 
führt und bei einer neuronalen Regeneration förderlich sein kann. Den Berichten von Huang 
et al. [19] fehlt allerdings eine genaue Beschreibung der verwendeten Zellen, so dass eine 
Beurteilung nicht sinnvoll erscheint. Ein weiterer, von den Autoren als erfolgreich berichteter 
Einsatz von OEC bei einem Querschnitts-Patienten wurde kürzlich von Tabakow et al. [20] 
publiziert. In dieser Fallstudie zeigt sich bei der Charakterisierung der Zellen, wie in vielen 
anderen Studien auch, dass eine Mischkultur von Zellen verwendet (nur 16% p75NGFR-
positive OEC; Rest Fibroblasten) wurde, welche nicht genau charakterisiert wurden. Somit ist 
bei genauer Auswertung der Daten zu konstatieren, dass dieses Fallbeispiel von Tabakow et 
al. [20] erst ein Hinweis für die klinische Wirksamkeit ist.  

Es wurde ebenfalls die Idee der Transplantation der Gesamtmukosa von Lima et al. [16] und 
Dloughy et al. [17] umgesetzt, wobei  sich ebenfalls Verbesserungen der Motorik und 
Sensorik zeigten. Allerdings wurden auch schwerwiegende Komplikationen durch die 
Transplantation hervorgerufen, indem Mukus-produzierende Zellen, welche in der 
Epithelschicht zu finden sind, mit transplantiert wurden. Diese Ergebnisse verdeutlichen die 
Notwendigkeit der Aufreinigung von olfaktorischen Stamm- und Ensheathing-Zellen und 
deren Trennung von umliegendem Gewebe, um eine saubere Zellfraktion zu erhalten. 
Grundsätzlich ist die Isolierung und genaue Charakterisierung des Transplantates die 
Voraussetzung für einen klinischen Einsatz im ATMP-Verfahren, um eine größtmögliche 
Sicherheit für Patienten zu gewährleisten. 
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2.	Forschungszweck/‐ziel	

Im vorliegenden Projekt sollen humane olfaktorische „Ensheathing“-Zellen (OEC) aus der 
olfaktorischen Mukosa isoliert, charakterisiert und funktionell analysiert werden. Für den 
möglichen Einsatz zur neuronalen Regeneration nach Rückenmarktraumata ist die 
Etablierung von Methoden, die eine klinische Umsetzung ermöglichen besonders relevant. 
Dafür ist es essentiell, die beste Methode zur Isolierung mit der höchsten Zellausbeute zu 
finden, die Zellcharakterisierung und Funktionalität als Qualitätskontrollen durchzuführen und 
geeignete Zellträgersysteme (autologer Plasma-Clot als Transfer-Matrix) zu etablieren.  

Eindeutiger Forschungsbedarf besteht für die weitere Umsetzung der bisherigen 
Erkenntnisse hin zu einem klinischen Einsatz der OEC: 

 Isolation von OEC zur Vermeidung von kontaminierenden Mukus-produzierenden 
Mukosa-Zellen*  

 geeignetste Isolierungsmethode mit der höchsten Ausbeute an OEC 
 Proliferation von OEC zur Bereitstellung ausreichender Zellzahlen für einen klinischen 

Einsatz 
 Testung  geeigneter autologer Transport-Matrices für die OEC-Transplantation 
 Umfangreiche zellbiologische Charakterisierung der Transplantat-Zellen als 

Voraussetzung für ein Genehmigungsverfahren  
* Dlouhy et al. (2014) 
 
 

3.	Methodik		

3.1. Geplante Arbeits- und Zeitabläufe 

3.1.1 Folgende Arbeitsschritte waren zu Projektbeginn vorgesehen: 

 Entnahme der olfaktorischen Mukosa (ausreichend hohe Biopsiezahlen zur Analyse) 
 Isolierung der OEC durch die differentielle Adhärenz nach Nash et al. 
 Isolierung der OEC mittels p75 beads+/CD90+ nach Singh et al. 
 Isolierung und Anreicherung der OEC durch NT3-Stimulation nach Bianco et al. 
 Immunhistochemische Untersuchung der OEC 
 Proliferationsverhalten der OEC 
 FACS-Phänotypisierung 
 Analyse der Freisetzung neurotropher Faktoren 
 Phagozytose-Eigenschaft der isolierten OEC 
 Einfluss löslicher Faktoren der OEC auf neuronale Stammzellen 
 Analyse der Zellviabilität, der Zellproliferation und Zellorientierung in einer 

Plasmaclot-Matrix 
 

In Tabelle 1 ist der initial geplante Zeitablauf der Arbeitsschritte dargestellt. 
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Tabelle 1: Detaillierter Arbeits- und Zeitplan(grau: durchgeführt) 

Arbeitspakete 

20
1

6
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

20
1

7
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Laufzeit 
Monate 

AP 1: optimale Aufreinigungs-methode der OEC                      14 M 

Entnahme der olfaktorischen Mukosa (PD Dr. A. Minovi)                      

Isolierung der OEC durch differentielle Adhärenz nach Nash                      

Isolierung der OEC mittels p75 beads+/CD90- nach Singh                       

Isolierung und Anreicherung der OEC durch NT3 Stimulation nach 
Bianco 

         
 

          
  

AP 2: Charakterisierung der isolierten humanen OEC                      14 M 

Immunhistochemische Untersuchung der OEC                       

Proliferationsverhalten der OEC                       

FACS-Phänotypisierung in Abhängigkeit von der Zellzahl                       

AP 3: Funktionalität der isolierten humanen OEC                      14 M 

Analyse der Freisetzung neurotropher Faktoren                       

Phagozytose-Eigenschaft der isolierten und expandierten OEC                       

Einfluss löslicher Faktoren von OEC auf Proliferation von H9 Zellen                       

Einfluss der OEC-Faktoren auf neuronale Differenzierung von H9-
Zellen 

         
 

          
  

AP 4: Verhalten in einer Plasmaclot-matrix                      13 M 

Analyse der Zellviabilität, der Zellproliferation und Zellorientierung in 
einer Plasmaclot-matrix 

         
 

          
  

Sekretion neurotropher Faktoren aus der Plasmaclot-Matrix                       

Analyse der neuronalen Differenzierung von H9 Zellen in der Träger-
Matrix  

         
 

          
  

AP 5: Dokumentation und Auswertung                      13 M 

Verdatung der Ergebnisse                       

Statistische Auswertung und graphische Darstellung der Ergebnisse              

Zwischenbericht    
M: Monate; AP: Arbeitspakte 
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Deckgläschenmethode zur Isolierung von OSC und ITSC, wurden die Zellen dieser 
Isolierungsmethoden weiter mit verschiedenen Methoden aufgereinigt.  

Wie Abbildung 1 zeigt, wurden die isolierten Zellen aus der OM und RM mittels 3 
verschiedener Methoden aufgereinigt: Die Aufreinigung mittels differenzieller Adhärenz nach 
Nash et al., 2001 und das MACS Microbeadssystem zur Aufreinigung von OSC aus der 
Epithelschicht und OEC aus der Lamina propria, sowie dem Neurosphären Assay, zur 
weiteren Aufreinigung von OSC aus der olfaktorischen bzw. ITSC aus der respiratorischen 
Mukosa. Diese aufgereinigten Zellfraktionen wurden anschließend lichtmikroskopisch und 
durchflusszytometrisch analysiert. 

Kryokonservierte humane mesenchymale Knochenmarkstammzellen (BhMSC) als 
Positvkontrolle, wurden von der Fa. Lonza Walkersville Inc. (Walkersville, MD, USA) 
bezogen und somit war kein Ethikvotum notwendig. 

 
3.3 Proliferationsverhalten 

   3.3.1 Alamarblue Assay 

Zur Bereitstellung ausreichender Zellzahlen für einen klinischen Einsatz ist eine 
Zellvermehrung wünschenswert.  

Zur Untersuchung der metabolischen Zellaktivität in unterschiedlichen Medien, welche mit 
der Zellproliferation korreliert, wurde der AlarmaBlue-Assay verwendet. 

Die Zellen wurden zuerst auf 48-Well-Platten mit einer Zellzahl von 1x104 in normalem 
Zellkulturmedium ausgesät. Nach 24 Stunden wurde das Medium ausgetauscht gegen: 

1.) DMEM/F-12 Glutamax/10%FCS (Kontrollansatz) 

2.) DMEM/F-12 Glutamax/0%FCS 

3.) DMEM/F-12 Glutamax/0,2%FCS 

4.) DMEM/F-12 Glutamax/10%FCS/1xG5-Supplement 

5.) DMEM/F-12 Glutamax/10%FCS/1xNeurotrophin 3-Supplement 

6.) DMEM/EGF 20 ng/mL/FGF-2 40ng/mL/Heparin 0,5 U/ml/1xB27 Supplement 

Mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark (BhMSC) dienten als Kontrollansätze. 
Nach ca. 3 Tagen Inkubation wurde dem Medium AlamarBlue im Verhältnis 1:10 zugegeben. 
Die Zellen wurden ca. 2 Stunden bei 37°C inkubiert, bis ein Farbumschlag von Blau nach Rot 
zu beobachten war. Die photometrische Analyse erfolgte am Fluoreszenzreader FLUOstar 
Optima. 

3.3.2 BCA Protein Assay 

Der BCA Protein Assay wird für die Bestimmung des Gesamtproteingehaltes in einer Probe 
verwendet und gibt Aufschluss über die Zellproliferation in den unterschiedlichen Medien. 
Dafür wurden die Zellen 3x mit PBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen in Lysis-
Puffer für 30 Minuten bei 8°C auf dem Schüttler lysiert. Danach wurde der Überstand 
abgenommen, in Eppendorf-Gefäße überführt und für 5 Minuten bei 14.000g zentrifugiert. Es 
folgte der Assay mit Hilfe des PierceTM BCA Protein Assay Kit. Dazu wurde eine BCA-
Standart-Reihe zur Kontrolle erstellt und auf eine 96- Well-Platte gegeben. Die Proben 
wurden der Reihe nach aufgetragen und die verschiedenen Reagenzien des Kits 
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aufgetragen. Nach 30 Minuten Inkubation bei 37°C erfolgte die Messung der optischen 
Dichte am MRX Microplate Reader.  

3.4 Immunhistochemische Untersuchung der olfaktorischen Ensheathing-Zellen 

Um die Reinheit der isolierten Zellen zu bestimmen, wurden immunhistochemische 
Untersuchungen der isolierten OEC durchgeführt. Dafür wurden die Zellen auf 
ChamberSlides ausgesät, fixiert und ggf. permeabilisiert und folgende Antikörper zur 
Charakterisierung verwendet: Nestin (neuronale Stammzellen; Gliazellen und Astrozyten), 
p75NGF (Schwann-Zellen und OEC), GFAP (Gliazellen), CD326, EpCAM (Epithelzellen), 
MUC5AC (Mukus-produzierende Zellen, Stammzellmarker CD90 sowie ß-Tubulin III (unreife 
und reife olfaktorische Rezeptorneurone). Zusätzlich wurden die Zellkerne mit Hoechst 
33342 angefärbt. Um die Reinheit der isolierten Zellfraktionen auch nach längerer Zeit in 
Zellkultur zu bestimmen, wurde neben den frisch isolierten Zellen auch Zellen nach einer 
Kultivierungszeit von mehr als 21 Tagen untersucht. 

3.5 FACS-Phänotypisierung in Abhängigkeit von der Zellzykluszahl 

Um die Identität und Reinheit der isolierten und expandierten olfaktorischen Zellen zu 
bestimmen, wurden diese Zellen auf ihr selektives Oberflächenexpressionsmuster mittels 
FACS-Analyse nach verschiedenen Zellzyklen analysiert, weil die Expression der Epitope 
abhängig von der Zellteilung ist. Folgende Oberflächenexpressionsmarker wurden 
eingesetzt: CD34, CD45, CD90, CD105, Epcam, Nestin, Cytokeratin-18, Cytokeratin-14, 
NCAM, HNK-1 sowie p75NTR und O4 (OEC-Marker).  

3.6 Analyse der Freisetzung neurotropher Faktoren 

Ein wichtiger Aspekt beim Einsatz isolierter und expandierter OEC ist deren Funktionalität 
nach entsprechender Expansion. Da kürzlich gezeigt wurde, dass OEC parakrine Faktoren 
freisetzen [Yang et al. 2015], wurden Zellkulturüberstände nach der Isolierung und 
Kultivierung über Human Neuro Dicovery Array C2 und Human Stem Cell Array C1 
hinsichtlich der Freisetzung neurotropher, parakriner Faktoren analysiert (z.B. CNTF, S100 
sowie NGF, BDNF). 

3.7 Phagozytose-Eigenschaft der isolierten OEC 

Eine besondere Eigenschaft der OEC ist die Phagozytose degenerierter Zellen, welcher ein 
wichtiger Mechanismus im Rahmen axonaler Regeneration ist. Bei der Phagozytose handelt 
es sich um eine spezielle Form der Endozytose, bei der kleine Partikel wie Zelltrümmer, 
Viruspartikel oder Bakterien aktiv in eine Zelle aufgenommen werden. Die Aufnahme 
geschieht in Phagosomen, die anschließend mit Lysosomen verschmelzen, angesäuert 
werden und zum Phagolysosom reifen. 

Um die Phagozytoseeigenschaften von OEC zu untersuchen, wurde der Phagozytose-Assay 
durchgeführt. Dazu wurden OEC-Fraktionen, die aus der LP der OM gewonnen und 
immunomagnetisch aufgereinigt wurden, verwendet. Als Positivkontrolle dienten PMN, die 
aus EDTA-Vollblut gewonnen wurden (English und Andersen 1974) und als Negativkontrolle 
BhMSC. Die zu untersuchenden Zellen wurden in eine 4-Well-Glaskammer ausgesät und 
über Nacht kultiviert, bis sie adhärent gewachsen waren. Danach wurden die Zellen mit 
1x106 Fluorescin Isothiocyanat (FITC) markierten avitalen Escherichia Coli (E. Coli) 
Biopartikel (Invitrogen) behandelt. Die Inkubation der Biopartikel erfolgte über Nacht. Am 
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nächsten Tag wurden die Biopartikel durch mehrmaliges Waschen mit PBS aus den 
Kammern entfernt. Im Anschluss wurden die Lysosomen der Zellen mittels Lysotracker® 
Red DND-99 (Invitrogen) nach Herstellerangaben gefärbt. Die Auswertung geschah mit dem 
CLSM. 

3.8 Einfluss löslicher Faktoren von OEC auf neuronale Stammzellen 

Neueste Studien mit OEC zeigen, dass die Proliferation von neuronalen Stammzellen durch 
lösliche Faktoren der OEC inhibiert und die Migration sowie die neuronale Differenzierung 
gefördert werden soll [Sethi et al. 2014]. Um den Einfluss von OEC Überständen auf das 
Zellverhalten (Viabilität/ Morphologie) zu untersuchen, wurden H9-Zellen verwendet. Für die 
Kultivierung von H9-Zellen wurden die Kulturgefäße zunächst mit 0,001 % Poly-L-Ornithin 
(Sigma-Aldrich) beschichtet. Nach Inkubation über Nacht bei 4 °C wurde das Gefäß zweimal 
mit aq. dest. gewaschen und anschließend mit 10 μg/ml Laminin (Sigma-Aldrich) 
überschichtet. Es folgte eine Inkubation über Nacht bei 4 °C. Am nächsten Tag wurden die 
Gefäße zweimal mit PBS gewaschen und anschließend mit PBS überschichtet und bis zur 
Verwendung im Kühlschrank gelagert. Für die Untersuchung des Einflusses von OEC-
Überständen wurden 1,5x104 Zellen pro Well einer 24-Well-Kulturplatte in H9-
Zellkulturmedieum ausgesät. Die Zellen wurden über Nacht kultiviert, sodass die Zellen 
adhärieren konnten. Am nächsten Tag wurde ein Mediumwechsel durchgeführt. Als Kontrolle 
diente H9-Zellkulturmedium. Zudem wurden H9-Zellen mit Überständen von OEC 
Fraktionen, die durch immunomagnetische Isolierung gewonnen wurden, behandelt. 

3.9 Differenzierungspotenzial der OSC aus der OM und ITSC aus der RM 

Das Differenzierungspotenzial der gewonnenen und mittels Neurosphären-Assay 
aufgereinigten OSC (OM)/ITSC (RM) wurde hinsichtlich ihrer Fähigkeit, in neuronale als 
auch mesodermale (adipogen und osteogene Differenzierung) Richtung zu differenzieren, 
untersucht. 

3.9.1 Osteogene Differenzierung 

Bei einer osteogenen Differenzierung wird die Fähigkeit von Zellen, sich in Knochenzellen zu 
differenzieren, untersucht. Durch die Mineralisierung von Calcium kann ein Nachweis des 
Differenzierungspotenzials durchgeführt werden. 

Für die osteogene Differenzierung wurde der StemProTM Osteogenesis Kit (Gibco) 
verwendet. Es wurden 2x104 Zellen in DMEM/F-12, GlutamaxTM Supplement, 10 % FCS auf 
einer 24-Well-Kulturplatte ausgesät. Humane mesenchymale Knochenmarks-Stammzellen 
(BhMSC) dienten als Positivkontrolle und wurden in RPMI1640, 10 % FCS kultiviert. Nach 72 
h wurde das Zellkulturmedium abgenommen und durch osteogenes Differenzierungsmedium 
ersetzt. Die Ansätze wurden für 21 Tage bei 37 °C inkubiert. Zellen in DMEM/F-12, 
GlutamaxTM Supplement, 10 % FCS dienten als Kontrolle. Für den Nachweis des 
Differenzierungspotenzials wurde eine Alizarin Red S (Sigma-Aldrich) Färbung durchgeführt. 
Alizarin Red S färbt kalzifizierte Zellmatrices an, die durch die Mineralisierung während der 
Differenzierung entstehen. Für die Färbung wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. 
Im Anschluss wurden die Zellen für 30 min in 10 % Formaldehyd fixiert und anschließend 
dreimal mit ddH2O gewaschen. Eine 1%ige Alizarin Red S Lösung wurde in Ethanol 
angesetzt, gefiltert und im Anschluss auf die Zellen gegeben und für 5 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Die Platten wurden dann unter fließendem Wasser gewaschen 
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und über Nacht getrocknet. Am nächsten Tag wurden die Ansätze unter dem Lichtmikroskop 
ausgewertet. 

3.9.2 Adipogene Differenzierung 

Bei einer adipogenen Differenzierung wird die Fähigkeit von Zellen, sich in Fettzellen zu 
differenzieren, untersucht. Durch die Einlagerung von Lipiden kann ein Nachweis des 
Differenzierungspotenzials durchgeführt werden. 

Für die adipogene Differenzierung wurde der StemProTM Adipogenesis Kit (Gibco) 
verwendet. Es wurden 2x104 Zellen in DMEM/F-12, GlutamaxTM Supplement, 10 % FCS auf 
24-Well-Kulturplatten ausgesät. BhMSC dienten als Positivkontrolle und wurden in 
RPMI1640, 10 % FCS kultiviert. Nach 48 h wurde das Zellkulturmedium (DMEM/F-12, 
GlutamaxTM Supplement, 10 % FCS) entfernt und durch adipogenes 
Differenzierungsmedium (Gibco) ersetzt. Nach einer Inkubationszeit von 14 Tagen bei 37 °C 
wurden die Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Bodipy® 493/503 (Invitrogen) gefärbt. Dazu 
wurden die Zellen zunächst dreimal mit PBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen 
mit 0,1 μg/ml Bodipy® für 15 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss 
wurden die Zellen dreimal mit 150 mM NaCl gewaschen. Es wurde zudem eine 
Zellkernfärbung mittels Hoechst 33342 in PBS für 5 Minuten bei RT durchgeführt. Die 
Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop BX-61 (Olympus). 

3.9.3 Neuronale Differenzierung 

Um die neuronale Differenzierung zu untersuchen wurde der StemProTM Neurogenesis Kit 
(Gibco) verwendet. Es wurden 1x104 Zellen pro Well einer 4-Well-Glaskulturplatte in 
DMEM/F-12, GlutamaxTM Supplement, 10 % FCS ausgesät. Nach 24 h wurde das 
Zellkulturmedium entfernt und durch neuronales Differenzierungsmedium (Gibco) ersetzt. 
Alle drei Tage erfolgte ein Medienwechsel. Nach sieben Tagen wurden die Zellen mit 
Fluoreszenz-markierten Antikörpern gegen β-III Tubulin gefärbt. Dazu wurde zunächsz nach 
zweimaligem Waschen mit PBS die Permeabilisierung der Zellen mit BD Perm&Wash 1:10 in 
Aqua dest. für 30 Minuten bei RT durchgeführt. Anschließend wurden die vorher fixierten 
Zellen erneut mit PBS gewaschen und mit 3%FCS/PBS zum Blocken für die Vermeidung 
von unspezifischen Bindungsstellen für 30 Minuten bei RT inkubiert. Nach erneutem 
Waschen mit PBS konnte die Inkubation bei RT im Dunkeln mit dem ß-Tubulin III Antikörper 
(10µg/ml) in 3%FCS/PBS erfolgen und im Anschluss die Zellkernfärbung mittels Hoechst 
33342 in PBS für 5 Minuten bei RT durchgeführt werden. Danach wurden die Zellen erneut 
in PBS gewaschen und mit 500µl PBS bedeckt und im Zeiss CLSM analysiert. 

3.10 Verhalten von Zellen in einer autologen Plasmaclot-Matrix 

Ein autologer Plasma-Clot könnte eine geeignete Transfer-Matrix von Zellen bei Trans-
plantationen sein, weil dafür ausschließlich autologes Material eingesetzt werden könnte und 
allogene oder xenogene Zusätze wie bei kommerziellen Fibrinmatrices oder 
biodegradierbaren Trägersubstanzen nicht nötig sind. Zusätzlich enthält der Plasma-Clot 
Wachstumsfaktoren, welche sich positiv auf die Zellviabilität und -proliferation auswirken. 
Des Weiteren ist die viskoelastische Konsistenz des Plasmaclots ideal für den Bereich 
Knochenmark. Deshalb wurde in diesem Projekt das Verhalten der OEC in einer Plasma-
Clotmatrix untersucht.  

3.10.1 Herstellung einer der Plasmaclot-Matrix 
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Thrombozytenfreies (Plasma Ethikvotum16-5753_5-BR) wurde durch Zentrifugation (2000 x 
g, 45 min) aus Citrat-Blut freiwilliger Spender gewonnen. Für die Herstellung der Plasmaclot-
Matrix wurde je Ansatz zunächst Plasma in ein steriles Schraubröhrchen vorgelegt. Die 
humanen Zellfraktionen und zellfreies Blutplasma wurden im Volumenverhältnis 1:1 
verwendet. Nach Zugabe von 5 % (bezogen auf Plasmavolumen) einer 10 %igen CaCl2-
Lösung zur Koagulation wurden die Ansätze in Kavitäten einer 24-Well-Zellkulturplatte 
pipettiert und bis zur vollständigen Koagulation der Plasmaclot-Matrix im Brutschrank 
inkubiert. Nach Koagulation wurden die Clots mit DMEM/HAM F12 + 10%FCS bedeckt. 

3.10.2 Einfluss der Plasmaclot-Matrix auf die Viabilität und Proliferation von OEC 

Zum Nachweis der Zellvitalität und zur Beurteilung der Zellverteilung bzw. -orientierung in 
einer Plasmaclot-Matrix wurde nach 24 h und 5 Tagen ein fluoreszenz-basierter Assay 
durchgeführt, um durch eine differenzierende Zwei-Farben-Markierung (Calcein-AM 
Propidiumjodid) vitale und avitale Zellen gleichzeitig sichtbar zu machen (Konfokales 
Laserscanning Mikroskop; CLSM).  

3.10.3 Sekretion neurotropher Faktoren aus der Plasmaclot-Matrix 

Die Freisetzung von Faktoren wie z.B. Platelet-derived growth factor, Neuropeptid Y und 
S100 sowie NGF, BDNF, Neurothrophin-3 und 4 aus der Plasmaclot-Matrix ins 
Zellkulturmedium sollte über Human Growth Factor Antibody Array und ELISA analysiert 
werden. 

3.10.4 Analyse der neuronalen Differenzierung von Zellen in der Träger-Matrix 

Eine Voraussetzung der Verwendung solch einer Trägermatrix bei Zelltransplantation ist, 
dass die Funktionalität der Zellen nicht eingeschränkt wird. Deshalb sollte der Einfluss von 
OEC auf die Migration und die neuronale Differenzierung von H9 Zellen durch eine 3D in 
vitro-Kokultur von OEC und H9 Zellen untersucht werden. Dafür wurden Plasmaclot-Matrices 
mit unterschiedlichen Zellzahlen von OEC hergestellt werden (Zellzahl 10.000-50.000/ml 
Clotvolumen). Nach Koagulation der OEC beladenen Plasmaclot-Matrix sollen H9 Zellen auf 
dieser Plasmaclot-Matrix ausgesät werden. Die Migration der H9 Zellen in den Clot (Richtung 
der OEC) auf dieser beladenen Matrix soll immunhistochemisch (CLSM) analysiert werden. 
Dabei soll untersucht werden, ob die H9 Zellen sich in Richtung der OEC (p75 markiert), 
welche sich im inneren der Plasmaclot-Matrix (AlexaFluor 594-markiertem Fibrinogen) 
befinden, ausrichten. Die Migration (µm) der H9 Zellen in die Trägermatrix soll mit dem 
Laser-Scanning Mikroskop (z-stack-Tool) der Software Zeiss2010 bestimmt werden. Die 
neuronal Differenzierung der H9 Zellen auf der Trägermatrix soll mittels ß-Tubulin III, sowie 
Neurofilament für die Axonausrichtung qualitativ bestimmt werden. 
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wobei der prozentuale Anteil mit steigender Passagenanzahl unter 2 % sank. Der höchste 
Wert für p75 in der Lamina propria der olfaktorischen Zellen konnte dabei während der 0.-3.P 
ermittelt werden. Nach längerer Kultivierung, ab der 4. Passage, nahm der prozentuale Anteil 
dieser p75-positiven Zellen ab (unter 5%). Weder der neuronale Marker NCAM, noch der 
Schwannzellmarker HNK-1 wurden auf den olfaktorischen oder respiratorischen Zellen 
exprimiert. 

Tabelle 2: Zusammenfassung der ermittelten prozentualen Werte mit Standartabweichung der 
positiven Zellen der verschiedenen Gewebe in Abhängigkeit von der Passagenanzahl 
Oberflächen- 

marker 

OM LP 

 (0.-3.P) 

OM LP 

 (4.-6.P) 

RM LP 

(0.-3.P) 

RM LP 

(4.-6.P) 

BhMSC 

CD90 79,1%±10 99,5%±1,6 61% ± 30 98,9%±1,4 98,5%±2 

CD105 99% ± 0,5 98,1% 86,4% 89% 95%± 2,9 

Epcam 46,1%± 34 1,5%±0,5 23,6%± 23 1,3% ± 3,5 0%  

Cytokeratin-18     2% ± 2,1 

Cytokeratin-14 29,2%    23% 

p75 12%± 11,6 3%±2,1 4% ± 3,1 3,1% ± 2,1 4%± 2,8 

NCAM 0,1%  0,1%  0,1% 

HNK-1 0,1%   0,2%  0,3% 

 

4.2.4 Proliferationsverhalten 

Zur Bereitstellung ausreichender Zellzahlen für einen möglichen klinischen Einsatz, ist eine 
Zellvermehrung wünschenswert. Deshalb wurde die Proliferationsrate der isolierten Zellen 
mittels AlamarBlue und BCA Assay analysiert. Dazu wurde der prozentuale Anteil von FCS 
variiert (0, 0,2, 10% FCS), als auch die Anwesenheit von Proliferationsstimuli wie G5, NT3 
für OEC sowie B27 für ITSC getestet. Die ermittelten Werte sind in Abbildung 15 dargestellt.  

 



 

Abbildun
Zellen u
propria 
respirato
Way AN
0,05), n=

Wie Abb
10% FC
RM zei
Vergleic
Abnahm
im Verg
Tenden

Zusätzli
Gesamt
Abbildu
und res

 

ng 15: Geme
und BhMSC. 

der olfakto
orischen Muk

NOVA und pa
=4.  

bildung 15 z
CS signifika
igen zusätz
ch zum nor
me der Zellt
gleich zu de
nz.  

ich wurde 
tproteingeh
ng 16 sind
piratorische

essene Ums
BhMSC ste

orischen Mu
kosa. Als Fe
aarweiser Ve

zeigt, prolife
ant schnelle
zlich eine 
rmalen Zell
teilung. Die

en BhMSC, 

die Prolif
alt der Ze
 die ermitte

en Mukosa 

setzung des
ellen hMSC 
ukosa und 
ehlerindikato
ergleich T-Te

erieren resp
er als die B

signifikante
kulturmediu

e olfaktorisc
die Zugabe

eration mit
llen in den
elten Gesam
im Vergleic

27 / 46 

s AlamarBlue
des Knoche
RM die is

or ist die Sta
est. Signifika

piratorische
hMSC und 
e Proliferat
um. Die Um
chen Zellen
e von G5 z

t Hilfe des
n verschied
mtproteinko

ch zu den B

e Indikators 
enmarks dar,
solierten Ze
andartabweic
ante Untersch

e Zellen im n
die olfakto

tionssteiger
msetzung o
 zeigen kei
eigte jedoc

s BCA As
denen Med
onzentration
hMSC darg

für olfaktori
, OM die Ze

ellen aus d
chung angeg
hiede mit * g

normalen Ze
rischen Zel
ung bei Zu
hne FCS z
inen signifik
h eine proli

ssays ermi
dien misst. 
nen (µg/ml)
gestellt.  

 

ische, respir
ellen aus de
der LP Sch
geben. Stati
gekennzeichn

ellkulturmed
llen. Die Ze
ugabe von

zeigt hingeg
kanten Unte
iferationsste

ittelt, welch
 In der fo
) der olfakto

ratorische 
r Lamina 

hicht der 
stik: One 
net (*: p≤ 

dium mit 
ellen der 
 G5 im 

gen eine 
erschied 
eigernde 

her den 
olgenden 
orischen 



 

Abbildun
stellen h
Mukosa 
Fehlerin
Vergleich

Wie in A
der Ala
Zellen i
BhMSC
signifika
OM. Oh
der resp

4.2.5 Na

Nach e
mittels 
Express
33342 
dargest

ng 16: Gesa
hMSC des K

und RM d
dikator ist d
h T-Test. Sig

Abbildung 
marBlue As
im normale

C. Wie auch
ant gesteige
hne zugese
piratorische

achweis vo

rfolgreicher
CLSM dire

sion von CD
angefärbt. 

tellt.  

mtproteingeh
Knochenmar
die isolierten

die Standarta
gnifikante Un

16 zu erke
ssay, einen

en Zellkultu
h beim Alam
ert und zus
tzte Protein

en Mukosa z

on Mucus-p

r Isolierung 
ekt nach de
D90, EpCA

Die fluor

halt der olfa
rks dar, OM
n Zellen au

abweichung 
nterschiede m

nnen ist, ze
n signifikant
rmedium, i

marBlue As
sätzlich zei
ne ist eine s
zu beobach

produziere

der Zellen
er Isolierun
M und MUC
reszenzmikr

28 / 46 

aktorischen, r
M die Zellen 
us der LP 
angegeben. 
mit * gekennz

eigen die E
t höheren G
m Vergleic
say ist die 
igt sich hie
signifikante 
hten. 

enden Zelle

n aus der L
ng sowie n
C5AC analy
roskopische

respiratorisc
aus der La
Schicht de
Statistik: On

zeichnet (*: p

Ergebnisse 
Gesamtprot
h zu den o
Proliferatio

er auch ein
Inhibition d

en 

P der OM 
nach 21 Ta
ysiert. Die Z
en Aufnah

hen Zellen u
amina propri
r respiratori
ne Way ANO
p≤ 0,05; **p≤

des BCA A
teingehalt d
olfaktorische
n der RM b
e Proliferat

der Prolifera

erfolgte die
agen Kultur
Zellkerne w
men sind 

 

und BhMSC
ria der olfak
rischen Muk
OVA und pa
≤ 0,005), n=4

Assays, ähn
der respirato
en Zellen u
bei Zugabe
tionssteiger
ation bei de

e Charakter
r. Dafür wu
wurden mit 

in Abbild

. BhMSC 
ktorischen 
kosa. Als 
aarweiser 
4. 

nlich wie 
orischen 
und den 
 von G5 
rung der 
en Zellen 

risierung 
urde die 
Hoechst 

dung 17 



 

Abbildun
Zellen n
wurden 
Weiteren
Glaskam
MUC5AC
wurden m
 

Wie in A
CD90-p
positive
isolierte
die Rein
Es zeigt
EpCAM

4.2.6 Au

Um OE
wurden 
aufgere
Aufreini

ng 17: Reprä
nach Kultivie
direkt nach 
n wurden d

mmern ausge
C (rot). (B) u
mit Hoechst 

Abbildung 1
positive (Ab
e Zellen (w
en Zellen na
nheit nach 
t sich, dass

M- und MUC

ufreinigung

EC aus der 
diese Ze

einigt. In Ab
igung mittel

äsentative CL
rung und Pa
der Isolierun
die für 21 
esät und cha
und (D) zeige
33342 ange

17 zu erken
bb. 17A), E

weiße Pfeile
ach einer Ku
der Passag

s die Zellen 
C5AC-positiv

g von olfak

isolierten L
llen mithilfe
bbildung 18
s p75NTR-

LSM-Aufnah
assagieren (
ng in 4-Well-

Tage kultiv
arakterisiert. 
en den Nach
färbt. Die Pfe

nnen, zeige
Epcam-posi
e, Abb. 17B
ultivierungsz
ge und dem
der LP der 

ve Zellen ko

ktorischen 

LP OM Zellf
e von p75
8 sind licht
Microbeads

29 / 46 

men frisch is
(1.P) (C, D)
-Glaskamme
vierten Zelle

(A) und (C)
hweis von Ep
feile zeigen M

en frisch iso
itiv Zellen 
B). Neben 
zeit von me

m verbunde
OM nach K

onnten nich

Ensheathi

fraktion, wi
5NTR-gekop
tmikroskopi
s der OEC-

solierter Zelle
. Die frisch 

ern ausgesät
en nach de
 zeigen den

pcam (grün) 
Mukus-produ

olierte Zelle
(Abb. 17B
den frisch 

ehr als 21 T
nen Einsatz

Kultivierung 
t mehr gefu

ing Zellen m

e unter 4.2
ppelten Mi
sche Aufna
Fraktion da

en aus der L
isolierten Ze

t und für fün
er ersten P
 Nachweis v
und MUC5A

uzierende Zel

en aus der 
) als auch 
isolierten 

Tagen ebenf
z von Tryps
CD90-posi

unden werde

mittels MA

2.2 beschrie
crobeads i
ahmen vor 
rgestellt. 

 

LP der OM (A
ellen der LP

nf Tage kultiv
Passage auf
von CD90 (g

AC (rot). Die 
llen.  

LP der OM
 wenige M
Zellen wur
falls untersu
sin zu kontr
itiv sind (Ab
en (Abb. 17

ACS-Microb

eben, zu ge
immunoma
und nach 

A, B) und 
P der OM 
viert. Des 
f 4-Well-
grün) und 
Zellkerne 

M sowohl 
MUC5AC 
rden die 
ucht, um 
rollieren. 

bb. 17C). 
7C+D). 

beads 

ewinnen, 
gnetisch 
der der 



 

Abbildun
immunom
Aufreinig
Supplem
Morphol
 

Abbildu
Fraktion
immuno
epithelia
p75NTR
gestrec

 

4.2.7 Ch

Um die 
Zellen a
wurde z
die Exp
exempla
vor und 

Abbildu
vor (Ab
sich de
p75NTR-
werden 
CD90-p
Auswer

 

ng 18: Lich
magnetische
gung mit p7
ment, 1x G5
logie. Der Ka

ng 18 zeigt
nen aus de
omagnetisch
ale Zellclus
R-Microbead
kten Morph

harakterisi

Identität un
anschließen
zum einen d
pression d
arisch durc
 nach der im

ng 19 zeigt
b. 19A+C) 
utlich, dass
gekoppelte
konnten. Z

positiven Ze
rtung nach d

htmikroskopi
en Aufreinigu
75NTR-Micro
5 kultiviert. D
asten zeigt ei

t lichtmikros
r LP der O
hen Zellsep
ster (weiße
ds sind n

hologie zu e

ierung der 

nd Reinheit 
nd durchflus
die Express
es typisch

chflusszytom
mmunomag

t exemplaris
und nach (
s durch die
n Mircobea
Zwar zeigen
ellen wurd
der immuno

ische Aufna
ung mittels 
obeads in e
Der Pfeil ze
inen epithelia

skopische A
M. Wie in A
paration Fi
r Kasten, A
ur adhären
rkennen (w

aufgereinig

der aufger
sszytometris
sion des typ
en OEC-M

metrische H
gnetischen A

sche durchf
Abb. 19B+D
 immunoma
ads die p7
n die Analy
e sichtbar 

omagnetisch

30 / 46 

ahmen von 
p75NTR-Mi

einer 24-We
eigt eine au
alen Zellclus

Aufnahmen 
Abb. 18A z
broblasten-
Abb. 18A).
nte, Fibrob

weißer Pfeil, 

gten olfakt

reinigten OE
sch charakt
pischen Sta

Markers p75
Histogramm
Aufreinigun

flusszytome
D) der imm
agnetische 

75NTR-positiv
ysen keine 

verringert.
hen Zellsep

OEC-Frakt
crobeads (B

ell-Kulturscha
usgewählte Z
ster.  

vor und na
u erkennen
-ähnliche, a
 Nach der 

blasten-ähn
Abb. 18B).

torischen E

EC-Fraktion
terisiert. Zu
ammzellma
5NTR unters
e der Expr
g dargestel

etrische His
munomagne

Aufreinigu
ven OEC a
reine OEC

.  Abbildu
paration.  

tionen vor 
B). Die Zelle
ale in DMEM
Zelle mit ei

ch der Aufr
n, zeigt die 
adhärente Z

Separation
liche Zelle
 

Ensheathin

nen zu best
r Analyse d
rkers CD90
sucht. In A
ression von
lt.  

togramme e
tischen Auf
ng der OEC
aufgereinigt

C-Fraktion, a
ng 20 zeig

 
(A) und n

en wurden n
M/F-12 Glut
iner lang-ge

reinigung vo
Zellfraktion
Zellen und
n der OEC

en mit eine

ng Zell-Frak

timmen, wu
der OEC-Fra
0 und zum 
Abbildung 

n CD90 und

einer OEC-
freinigung. 
C-Fraktione
t und ange
aber der A
gt die qua

nach der 
nach der 
tamaxTM 
streckten 

on OEC-
n vor der 

wenige 
C mittels 
er lang-

ktionen  

rden die 
aktionen 
anderen 
19 sind 

d p75NTR 

-Fraktion 
Es zeigt 

en durch 
ereichert 

Anteil der 
antitative 



 

Abbildun
und nach
der Mes
war PE 
Kurve re

 

Abbildun
Zellpopu
Aufreinig

In Abbi
immuno
konnte 

ng 19: Exem
h (B, D) der 

ssung mit An
konjugiert, d

epräsentiert C

ng 20: Sta
ulationen im
gung. Die Sig

ldung 20 i
omagnetisch
gelichzeitig

mplarische d
immunomag

ntikörpern ge
der p75NTR F
CD90-positiv

atistische V
m Zuge der 
gnifikanzen s

st zu erken
he Aufreini
g der Antei

0

20

40

60

80

100

P
ro

ze
nt

ua
le

r 
A

nt
ei

l d
er

 p
os

iti
ve

n 
Z

el
le

n

p

urchflusszyto
gnetischen A
egen CD90 (A
FITC. Die Is

ve Zellen und

Verteilung de
r Isolierung 
sind als p >0

nnen, dass
gung von c
l von CD90

***

p75NTR+

 Prozent
 Prozent

31 / 46 

ometrische H
ufreinigung m

(A, B) und p7
sotypenkontr
d die grüne K

er durchflus
von OECs

0,01 mit (**) u

s der Antei
ca. 10 auf 
0-positiven 

CD90+

tualer Anteil v
tualer Anteil n

***

Histogramme
mit p75NTR-A
75NTR (C, D)
rollen sind in
Kurve p75NTR

sszytometris
s vor und n
und p>0,001 

il von p75N

35,6 % an
Zellen auf

p75NTR+

vor der Aufrein
nach der Aufre

*

e einer OEC
ntikörpern. D
behandelt. D

n schwarz a
R-positive Zel

schen Analy
nach der im
mit (***) ang

NTR-positiven
stieg. Durc
f 64,2 % ge

+/CD90-

nigung
einigung

**

 

C-Fraktion vo
Die Zellen wu
Der CD90 A

aufgetragen. 
llen. 

 

ysen der e
mmunomagn
gegeben. 

n Zellen du
ch die Aufre
esenkt wer

or (A, C) 
urden vor 

Antikörper 
Die rote 

einzelnen 
netischen 

urch die 
einigung 
rden. Da 



 

OEC po
p75NTR-
Aufreini

4.2.8 Im

Zur we
immunh
dafür flu
angefär

Abbildu

Abbildun
immunom
Aufreinig
behande
p75NTR-p

Wie in  

Abbildu
wie die
21A+B)
exprimie

 

4.2.9 E
olfakto

Um die
frisch is
Extrakt 
isoliert u
DMEM/
und Fo
p75NTR-
Tagen 

ositiv für p
positiven z
igung konnt

mmunhisto

eiteren Cha
histochemis
uoreszenzm
rbt. Die fluo

ng 21 darge

ng 21: C
magnetische
gung auf 4-
elt. Die Ze
positive Zelle

ng 21 zu se
e durchflus
). Jedoch si
eren (gelbe

influss vo
rischen En

e Ausbeute 
solierten Ze

und Forsk
und anstatt
/F-12 Gluta
orskolin ku
positiven Z
mit den Sti

75NTR aber 
zu CD90-n
ten die OEC

chemische

arakterisier
sche Aufnah
mikroskopis
reszenzmik

estellt.  

CLSM-Aufnah
en Isolierung
Well-Kulturka
llkerne wur

en, die gelben

ehen ist, ze
sszytometris
ind auch Ze

e Pfeile Abb

n Bovinem
nsheathing

der OEC-
ellen aus d
kolin unters
t wie bisher
maxTM Sup
ultiviert. W
Zellen deutl
imulanzien 

negativ fü
egativen Z

C auf ca. 20

e Charakter

ung der a
hmen der Z
ch untersuc

kroskopisch

hmen von 
g mit p75N

ammern aus
rden mit H
n Pfeile solch

eigen zwei v
schen Ana
ellen zu erk
. 21A+B). 

m Pituitary 
Zellen 

Fraktionen 
der OM LP 
sucht. Dafü
r in DMEM/
plement, 1x

Wie Lim et
ich erhöhen
Bovine Pit

32 / 46 

ür CD90 sin
Zellen darg
0  % angere

risierung d

aufgereinigt
Zellen ange
cht. Die Ze
en Aufnahm

zwei ve
NTR Microbe
sgesät und 

Hoechst 333
he die negat

verschieden
alysen, p75
kennen, die

Extrakt un

zu erhöhe
in Anwese

ür wurden 
F-12 Glutam
xAAS mit d
t al. besc
n. Die Zellf
tuitary Extra

nd, wurde z
gestellt. Du
eichert werd

der OEC-Fr

ten OEC-F
fertigt. Die 

ellkerne wu
men sind in 

erschiedenen
ads. Die Z
nach 24 h 

342 angefär
tiv für p75NTR

ne aufgerei
5NTR-positive
e p75NTR ga

nd Forsko

en wurde z
enheit der 
die Zellen 
maxTM Supp
den Stimula
chreiben, s
fraktion wu
akt und Fo

zusätzlich d
urch die im
den.   

raktionen 

Fraktionen 
Expression
rden mit de
 

n OEC-Fra
Zellen wurde

mit p75NTR 
rbt. Die we
R sind. 

nigte OEC-
e Zellen (w
r nicht oder

lin auf die

usätzlich d
Stimulanzie
wie unter 

plement, 10
anzien Bovi
soll dies d
rde nach K
rskolin durc

das Verhäl
mmunomag

wurden zu
n von p75NT

em Hoechs

 

aktionen na
en direkt n
(AF 488) A

eißen Pfeile

-Fraktionen
weiße Pfe
r nur sehr s

e Kultivieru

die Kultivier
en Bovine 
3.2.2 besc

0 % FCS, 1
ne Pituitary
die Ausbeu
Kultivierung
chflusszyto

tnis von 
netische 

usätzlich 
TR wurde 
st 33342 

ach der 
nach der 
Antikörper 
e zeigen 

, ähnlich 
ile Abb. 
schwach 

ung von 

rung der 
Pituitary 
chrieben 
xAAS in 

y Extrakt 
ute von 
 von 21 
metrisch 



 

charakte
dargest

 

Abbildun
Pitiuarity
gegen p
dargeste

Nach de
kann de
EpCAM

4.2.10 P

Eine be
wichtige
Eigensc
fluoresz
eine int
Red S 
von 5
Vorunte
Phagoz
EDTA-V
Negativ
Aufnahm

erisiert. Re
tellt.  

ng 22: Histo
y Extrakt, 2 
p75NTR (FITC
ellt, die Signa

er Kultivieru
eutlich eine

M beobachte

Phagozytos

esondere E
er Mechanis
chaft der
zenz-markie
trazelluläre 
DND-99 wi
90 nm zu

ersuchunge
zyten in der
Vollblut iso
vkontrolle. In
men darges

epräsentativ

ogramm eine
mM Forskol
C) (A) und 
ale von EpCA

ung der Ze
e erhöhte p
et (Abb. 22B

se Eigensc

igenschaft 
smus im R
r aufgere
erten avitale

Identifikatio
rd durch di

u fluoreszi
n mit PMN

r Lage, Keim
oliert. BhM
n Abbildung
stellt. 

ve durchflus

er Zellfraktio
lin für 21 Ta

Epcam (FI
AM und p75N

llfraktion in 
75NTR Expre

B). Es ist zu

chaften von

der OEC is
ahmen der

einigten O
en E.coli un
on mit Lyso
e Ansäueru
ieren. Um
N und Bh
me und Zel

MSC sind 
g 23 sind e

33 / 46 

sszytometris

on aus der O
age kultiviert
TC) (B) ma
NTR sind in gr

 Stimulantie
ession (Abb

u erkennen, 

n aufgerein

st die Phag
r axonalen 
OEC-Fraktio
ntersucht. D
otracker® 
ung im Lys

m das Sy
MSC durc
llpartikel au

keine typ
entsprechen

sche Histog

OM LP, die 
t wurden. D
arkiert. In sc
rün aufgetrag

en Bovine P
b. 22A) und
dass auch 

nigten OEC

ozytose de
Regenerati
onen wu

Die intrazell
Red S DN
osomen an
ystem zu 

chgeführt. P
ufzunehmen
pischen P
nde licht- u

gramme sin

in DMEM/F
ie Zellen wu
chwarz ist d
gen. 

Pituitary Ex
d zudem ei
Epcam exp

C-Fraktione

generierter 
on ist. Dies

urde im 
ulären Lyso
D-99 angef

ngeregt, bei
testen 

PMN sind 
n. PMN wur
hagozyten 
nd fluoresz

nd in Abbild

 

F-12, 1xG5, 
urden mi An
die Isotypen

xtrakt und F
ine Express
primiert wird

en 

r Zellen, we
se phagozy

Folgende
osomen wu
färbt. Lysot
i einer Wel
wurden z
als profes

rden aus hu
und dien

zenzmikrosk

dung 22 

20 µg/ml 
ntikörpern 
nkontrolle 

Forskolin 
sion von 
d.  

elche ein 
ytotische 
en mit 
urden für 
tracker® 
lenlänge 
zunächst 
ssionelle 
umanem 
nen als 
kopische 



 

Abbildun
Granuloz
Nach 24
wurden 
digitale V

Abbildu
Positivk
Inkubat
ist deut
23C+D)
ist erken
im Zelllu

Nach d
Untersu
wurden 
4-Well-G
Coli Bi
Ergebni
OEC-Fr

ng 23: Phag
zyten aus C
4 h wurden 
die Zellen g
Vergrößerun

ng 23 ze
kontrolle (A
ion mit FITC
tlich zu erke
) FITC-mark
nnbar, dass
umen noch 

dieser vora
uchung der

immunom
Glaskamme
iopartikeln 
isse der 
ratkion sind

gozytoseeige
Citrat-Vollblut 

1x106 Fluor
gewaschen u
ng von ausge

eigt licht- 
Abb. 23A+
C-markierte
ennen, das
kierte E. Co
s bei BhMS
in den Lyso

angegange
r Phagozyto
agnetisch 

ern kultivier
für 24h i
Phagozyto

 in Abbildun

enschaften 
(A, B) und 

reszenzmark
und mit Lyso
esuchten Zell

und fluore
B) und B

en avitalen E
s Granuloz

oli Biopartik
C weder int
osomen auf

nen Analy
ose-eigensc
aufgereinig

rt und am n
inkubiert u
oseeigensch
ng 24 darge

34 / 46 

von PMN u
1,5x104 hBM

kierte avitale
otracker® Re
len. Die Pfeil

eszenzmikro
hMSC als 
E. Coli Biop

zyten (Abb. 
kel phagozy
trazelluläre 
fweisen (Ab

yse von K
chaften de

gte OEC-Fr
nächsten Ta
und anschl
haften ein
estellt. 

und BhMSC
MSC (C, D) i
e E.-Coli Par
ed DND-99 
le zeigen gef

oskopische 
Negativko

partikeln un
23A+B) im

tieren (weiß
FITC mark

bb. 23D).  

Kontrollzelle
r aufgerein

raktionen e
ag mit 1x10
ließend die
ner immun

C. Als Kontr
in 4-Well-Gla
rtikel zugege
gefärbt. (B) 
färbte Lysos

Aufnahme
ontrolle (Ab
d Färbung d

m Gegensat
ße Pfeile Ab
kierte avitale

n erfolgte 
nigten OEC
ebenfalls üb
06 FITC-ma
e Lysosom
nomagnetis

 

rollen wurde
askammern 
eben und na
und (D) zei

somen. 

en von P
bb. 23C+D
der Lysoso
tz zu BhMS
bb. 23B+D)
e  E.Coli Bio

anschließe
C-Fraktionen
ber Nacht 
arkierten av
men-angefä
sch aufger

en 3x105 
kultiviert. 

ach 24 h 
igen eine 

MN als 
D) nach 
men. Es 

SC (Abb. 
. Zudem 
opartikel 

end die 
n. Dafür 
in einer 
italen E. 
rbt. Die 
reinigten 



 

Abbildun
wurde e
Glaskam
Biopartik
99Färbu
aufzeige

Abbildu
haben 
Lysosom

Bei gen
Partikel

ng 24: Anal
eine OEC-Fr
mmern über 
kel hinzugeg
ung. (B) und 
en. Die Pfeile

ng 24 zeigt
(weiße Pfe

men zu find

nauer Betra
 aufwiesen.

lyse der Ph
raktion zunä

Nacht kulti
geben. Nach
(D) zeigen d

e zeigen phag

t deutlich Ze
eile Abb. 

den.  

achtung fiel 
. Die Ergeb

hagozytosee
chst (A, C) 
viert und na
h einer Inku
digitale Vergr
gozytierte Pa

ellen, die FI
24A+C). D

zudem auf
nisse sind i

35 / 46 

eigenschaften
nach der im

ach 24 h w
ubation von 
rößerungen v
artikel im Lys

ITC-markie
Die Partike

f, dass ein 
in Abbildung

n einer aufg
mmunomagn
wurden 1x10

24 h erfolg
von Zellen, w
sosom. 

rte avitale E
el sind nac

Großteil d
g 25 darges

gereinigten 
netischen Au
06 FITC-mark
gte die Lyso
welche phago

E. Coli Biop
ch 24 h vo

er Zellen k
stellt. 

 

OEC-Fraktio
ufreinigung in
rkierte avital
otracker® Re
ozytierte FIT

partikel phag
ornehmlich 

keine intraze

on. Dazu 
n 4-Well-
e E.-Coli 
ed DND-

TC-E. Coli 

gozytiert 
in den 

ellulären 



 

Abbildun
aufgenom
wurden 
gewasch
Zelle, ab

Wie in 
sondern
Lysosom

4.2.11 S

Ein wich
OEC sin
sezernie
Fraktion
Verwen
hatte ei
des rein
Überstä
Abbildu
Wie in 
Proteine
Markier
(grüne 
enthalte

Die Inte
600 in 
erfolgte
Spots a
anschlie
Ergebni

 
 

ng 25: Lich
mmen habe
1x106 Fluor

hen und mit 
ber nicht intra

Abbildung 
n diese Keim
men zu find

Sekretion n

htiger Aspe
nd dafür be
erten Fakto
nen wurde 
dung des A
ine Detektio
nen Kultivie
ände aus 
ng 26 darge
Abbildung

e, wie z.B
rung, Abb. 
Markierung

en und werd

ensität der g
Graustufen

 am Comp
auf der Me
eßend als V
isse sind in 

t- und fluor
en. Die Zelle
reszenzmark
LysotrackerT

azellulär zu b

25 zu erk
me waren v
den (weiße P

neurotroph

ekt beim Ein
ekannt, vers
oren im Zel

der Huma
Arrays zeig
onskapazitä
erungsmedi
kultivierten 
estellt.  
 26 zu er

B. IGFBP-2
26B) und 

g, Abb. 26
den nicht be

gemessene
n sichtbar 

puter mittels
embran zu 
Verhältnis in
Abbildung 

reszenzmikro
en wurden in
kierte E.-Coli
TM Red DND
beobachten w

kennen, wi
vornehmlich
Pfeile Abb. 

her Faktore

nsatz isolier
schiedene p
llkulturübers

an Growth 
te eine seh

ät von 40 P
ium (DMEM

immunom

rkennen ist
2 (engl.: in

IGFBP-6 (
6B). EGF 
erücksichtig

en Chemilum
gemacht. 

s der Softw
den Refer

n Bezug zu
27 dargeste

36 / 46 

oskopische 
n 4-Well-Gla
li Biopartikel

D-99 behand
waren. 

esen viele 
h auf der Ob
25A+B). 

en der aufg

rter und ex
parakrine Fa
stand von 
Factor Ant

hr gute Aufl
Proteinen. R
M/ F-12 Glu
agnetisch 

t, sezernie
nsulin-like 
(engl.: insu
und bFGF 

gt (blaue Ma

mineszenz 
Die semiq

ware Image
renzspots d
u den gleich
ellt. 

Aufnahmen 
askammern ü
l zugegeben
elt. Die Pfeil

Zellen ke
berfläche, a

ereinigten 

pandierter Z
aktoren zu 
immunoma
tibody Arra
lösung und
Repräsentat
utamaxTM 
aufgereinig

eren die au
growth fa

ulin-like gro
sind in d

arkierungen

wurde mitt
quantitative 
eQuant XL.
der gleiche
hen Spots e

von Zellen
über Nacht 

n. Nach 24 h
le zeigen Ke

ine intraze
aber nicht co

OEC-Frakt

Zellen ist d
sekretieren
gnetisch au

ay (Abcam)
Visualisier

tive Protein
Supplemen

gten OEC-F

ufgereinigte
ctor bindin

owth factor 
dem Zellku
, Abb. 26A+

els des Am
Auswertun
Dabei wu

en Membra
einer Kontro

 

n, die keine
kultiviert. Na
h wurden d

eime, die zwa

ellulären E.
o-lokalisiert

tionen  

eren Funkt
n. Zur Detek
ufgereinigte
) durchgefü
rung der Sp
nexpression
nt, 1x G5) 
Fraktionen 

en OEC-Fra
ng protein-
r binding p
ltursupplem
+B).  

mershamTM
ng der Gra
rden die e

an normalis
olle eingese

e Partikel 
ach 24 h 

die Zellen 
ar an der 

coli auf, 
t mit den 

ionalität. 
ktion der 
en OEC-
ührt. Die 
pots und 
nsmuster 
und der 
sind in 

aktionen 
2) (rote 
rotein-6) 

ment G5 

M Imager 
austufen 
inzelnen 

siert und 
etzt. Die 



 

Abbildun
Analyse 
Fraktion 
blau mar
 

 

Abbildun
zwei OE
Grauwer
Die Posi
 

ng 26: Lumin
von DMEM
(B). Die Exp

rkiert.  

ng 27: Ergeb
EC-Fraktione
rte der Mem
itivkontrollen

bF
bN

E
EG
FG
FG
FG
GC
GD

GM-C
HB-E

H
IGFB 
IGFB 
IGFB 
IGFB 
IGFB 

IG
IGF-I

IG
M-C

M-CS
N
N

PDGF
PDGF
PDGF
PDGF
PDGF

P
S

SC
TG
TG

TGF
TGF

VE
VEGF
VEGF
VEG

p
n

F
ak

to
r

neszenz-Dete
M/ F-12 Glut
pression von

bnisse des H
en untersuc

mbranen wurd
n der Membra

AR
FGF
NGF
EGF
GFR
GF-4
GF-6
GF-7
CSF
DNF
CSF
EGF
HGF
P-1
P-2
P-3
P-4
p-6

GF-I
 SR

GF-II
CSF
SFR
NT-3
NT-4
F Ra
F Rb
-AA
-AB
-BB
IGF

SCF
F-R

GF a
GF b
F b2
F b3
EGF
F R2
F R3
F-D
pos.
neg.

0 10

ektion des H
tamaxTM, 1x
n IGFBP-2 ist

Human Grow
cht. Als Ko
den mit dem
an wurden da

00 200

37 / 46 

Human Grow
x G5 (A) un
t rot und von

wth Factor An
ontrolle dien
m Programm 

ann als 100 

300

wth Factor An
nd exemplar
n IGFBP-6 gr

ntibody Array
nte DMEM/F

ImageQuan
% gesetzt.  

400 5

 OEC
 Kon

ntibody Array
risch der Üb
rün markiert.

y. Es wurden
F-12 Glutam
t XL als Pixe

500

C
trolle

ys. Dargeste
berstand ein
. EGF und b

 

n die Überstä
maxTM, 1x 
eldichte aus

 

ellt ist die 
ner OEC-
FGF sind 

ände von 
G5. Die 
gewertet. 



 

Die Pro
sind in 
war. In
verstärk
erkenne

4.2.12 E

Vorange
BDNF 
Stammz
im Fo
immuno
um Zelld
dann a
konditio
fluoresz
Überstä
Zellen 
zeigen i
Morpho
konnte 
Zellkultu

Abbildun
Fraktion 
Kultursch
Zellkultu
inkubiert
Zellfortsä

4.2.12 V

Ein aut
möglich
autologe
komme
Zusätzli

oteinexpress
Abbildung 

n Überstän
kte Sekretio
en. 

Einfluss lös

egangene 
und NT-4/5
zellen beein

olgenden a
omagnetisch
debris zu e
auf H9-Zel
onierten Ü
zenzmikrosk
änden der O
in Anwesen
im Vergleic

ologie und a
eine ger

urmedium b

ng 28: Calce
im Vergleich

hale ausge
urmedium (A)
t. Nach 5 
ätze. 

Verhalten v

tologer Plas
hen Transp
es Materia
rziellen Fib
ich enthält

sionsdaten 
27 dargest

nden der i
on von IGFB

slicher Fak

Studien mi
5 sekretier
nflussen kön
auf H9-Ze
h aufgerein
ntfernen un
len gegeb
berständen
kopischen 
OEC-Fraktio
nheit der O

ch zu Zellen
ausgebildete
ringere Pro
beobachtet 

ein-AM Färbu
h zureinem H
sät. Nach 
) und in Übe
div erfolgte

von olfakto

sma-Clot kö
plantationen
al eingese
brinmatrices
t der Plas

von OEC-F
tellt. Es fäll
immunomag
BP-2 und IG

ktoren der O

it OEC zei
ren, welche
nnen. Der m
ellen unte

nigten und k
nd bei -70° C
en und e
 für fünf 
Aufnahme

onen nach 
OEC Übers
 in reinem H
e und verzw
oliferationsr
werden. 

ung von H9-Z
H9-Zellkultur
24 h erfol

erständen vo
e eine Cal

orischen Ze

önnte eine 
n sein, we
tzt wird u

s oder biod
sma-Clot W

38 / 46 

Fraktionen 
t auf, dass
gnetisch a
GFBP-6 im 

OEC-Frakt

gten, dass
e die Proli
mögliche Ei
ersucht. H
kultivierten 
C bis zum V

es erfolgte 
Tage. In

en der vit
fünf Tagen

stände vita
H9-Zellkultu
weigte Zellfo
rate der 

Zellen nach 
rmedium. Es
lgte ein Me

on immunom
lcein-AM Fä

ellen in ein

geeignete 
eil von Se
und alloge
degradierba
Wachstumsf

im Vergleic
s bFGF nur
aufgereinigte
Vergleich z

tionen auf n

 diese neu
iferation un
nfluss diese

Hierzu wu
OEC-Frakti

Versuch gel
eine Kult

n Abbildun
talen H9-Z
 dargestellt
l. Die inku
urmedium (A
ortsätze (we
Zellen im 

Inkubation m
s wurden 3x1
edienwechse
agnetisch au
ärbung. Die

er autologe

Transferm
iten der T

ene oder 
aren Träge
faktoren, w

ch zu reinem
in der Kon

en OEC-F
zu reinem Z

neuronale 

urotrophe F
nd Migratio
er sekretiert
rden die 
ionen gesa
lagert. Die Ü
tivierung d
ng 28 sin
Zellen nac
t. Wie erken
bierten H9-
Abb. 28A) e
eiße Pfeile,

Vergleich 

mit löslichen 
104 Zellen pr
el. Die Zell
ufgereinigten
e Pfeile zei

en Plasma-

matrix von O
Trägersubsta
xenogene 
rsubstanzen
welche sic

m Zellkultur
ntrolle nach

Fraktionen 
Zellkulturme

Stammzell

Faktoren w
on von neu
ten Faktore

Überstän
mmelt, zen
Überstände

der Zellen 
nd die lic
ch Inkubat
nnbar, sind
-Zellen (Ab
eine langge
, Abb. 28B)
 zu reine

 

Faktoren ein
ro Well einer
llen wurden
n OEC-Frakti
igen lang-g

-Clot-Matri

OEC und O
anz aussc
Zusätze 

n nicht nö
ch positiv 

rmedium 
hweisbar 
ist eine 

edium zu 

len  

ie NGF, 
uronalen 
en wurde 
de der 

ntrifugiert 
e wurden 

in den 
ht- und 
tion mit 
 die H9-

bb. 28B) 
estreckte 
. Zudem 
em H9-

ner OEC-
r 24-Well-
n in H9-
ionen (B) 

gestreckte 

ix  

OSC bei 
chließlich 
wie bei 
tig sind. 
auf die 



 

Zellviab
Plasma

4.2.12.1

Für den
Anordnu
OEC-Fr
wurden 
nach 7
angefär
Fraktion

Abbildun
einer Ink
MACS e
AF595. 
Program
räumlich
Clots. In

 
Abbildu
Fibrinm
Seitena
Plasma
(weiße 
 
4.2.12.2

Um de
Prolifera
einem G
als Kon
untersu
nach 24

bilität und -p
-Clot-Matrix

1 Zellviabil

n Nachweis 
ung innerh
raktionen in
mit Fibrino

72 h die Z
rbt wurden. 
nen sind in A

ng 29: Reprä
kubation von
eingesetzt in
Die Zellen 

mms ZEN a
he Anordnun
 (B) ist eine A

ng 29 ze
atrix. Es is

ansicht (Abb
-Clot-Matrix
Pfeile Abb. 

2 Proliferat

en Plasma-
ation der Ze
Gesamt-Clo
ntrollzellen 
cht. Die Ze

4 h, nach 72

proliferation
x wurde unt

ität und -or

der Zellviab
alb der Ze
n einer Pl

ogen AF595
Zellen gefä

Die Ergebn
Abbildung 2

äsentative Z-
n 72 h. Es w
n 250 μl DM

wurden mit 
angefertigt, b
g darzustelle
Aufsicht und

igt die flu
st eine Fro
b. 29C) dar
x, wobei d
29). 

tionsverhal

-Clot als g
ellen innerh
otvolumen v
sowie die 

ellen wurden
2 h und nac

n auswirken
tersucht.  

rientierung

bilität und z
ellträgermat
asma-Clot-

5 angefärbt.
rbt, wobei 
nisse der Z
29 dargeste

-Stack Aufna
wurden 50 %

MEM/F-12 + 
t Syto-9 gef
bearbeitet u
en. (A) zeigt 
d in (C) eine S

oreszenzm
ontalansicht
rgestellt. Es
ie OEC-Fr

lten in eine

geeignete 
halb der Ma
von 500 μl a
Proliferatio

n zur Analy
ch fünf Tag

39 / 46 

n. Das Verh

g in der Pla

zur Beurteilu
trix wurden
-Matrix mitt
. Dazu wur
die Fibrin

Zellviabilität 
ellt. 

ahmen einer 
% der gewon
250 μl Citra

färbt. Es wu
und in vers
t eine Fronta
Seitenansich

mikroskopisc
t (Abb. 29

s zeigt sich 
raktion, ähn

er Plasma-C

Trägermatr
atrix untersu
ausgesät. E

on von isoli
yse in Wells
gen mit Syto

halten von 

asma-Clot-M

ung der Zel
n die immu
tels Syto-9
den zunäch
fasern ebe
und der räu

Plasma-Clot
nnenen Zelle
atplasma + 
urden Z-Sta
schiedene O
alansicht auf 
ht desselben 

chen Aufna
A), eine A
eine Verte

nlich wie d

Clot-Matrix

rix weiter 
ucht. Dazu w
Es wurde di
ierten OSC
s einer 4-W
oTM-9 ange

olfaktorisch

Matrix  

lverteilung 
unomagneti
9 angefärbt
hst 5x103 Z
enfalls mit 
umlichen Ve

t-Matrix mit O
en nach der
12,5 μl CaC
ck-Aufnahme

Orientierunge
einen ausge
Bereichs da

ahmen vita
Aufsicht (Ab
eilung der Z
die OSC, Z

x  

zu unters
wurden jew
e Zellprolife

C und Zelle
ell-Glaskam
efärbt und d

hen Zellen 

und der räu
isch aufger
t. Die Fibr

Zellen ausge
Fibrinogen

erteilung vo

 
OEC-Fraktion
r Aufreinigun

Cl2 + 5 μl F
e wurde mi

en gebracht 
ewählten Ber
argestellt.  

aler Zellen 
bb. 29B) u
Zellen inner
Zellfortsätze

uchen, wu
weils 5x103 Z
eration von 
en der LP 
mmer ausge
die Clots am

in einer 

umlichen 
reinigten 
rinfasern 
esät und 
n AF595 
on OEC-

nen nach 
ng mittels 

Fibrinogen 
ittels des 

um die 
reich des 

in der 
und eine 
halb der 
e bilden 

urde die 
Zellen in 
hBMSC 
der OM 

esät und 
m CLSM 



 

untersu
Abbildu

Abbildun
OSC (D-
(A, D, G)
der OM 
Fibrinog
Die Zelle

Wie in 
zeigen e
isolierte
hBMSC

4.2.12.3

Die Auf
und wu

cht. Die flu
ng 30 darge

ng 30: Analy
-F) und isolie
), nach 72 h 
LP wurden 
en AF595 ei
en wurden m

Abbildung 
eine Prolife

e Zellen de
C (Abb. 30C

3 Degradie

flösung der 
urde experi

oreszenzm
estellt. 

yse des Pro
erten OEC (
(B, E, H) un
5x103 Zellen
ingesetzt. Fü

mit SytoTM-9 

30 zu erke
eration inner
r LP der O
) aufweisen

rungsverha

Plasma-Cl
mentell na

ikroskopisc

liferationsver
G-I) innerhal
d nach fünf T

n in 250 μl D
ür die BhMS
und die Fibr

ennen, sind
rhalb der P

OM (Abb. 3
n. 

alten der P

ot-Matrix is
achgestellt, 

40 / 46 

chen Aufnah

rhaltens von
lb der Plasm
Tagen ((C, F

DMEM/F-12 
C wurde der
rinfasern mit 

d alle einge
lasma-Clot-

30F+I) eine

Plasma-Clo

st nach eine
um Aussa

hmen des P

n BhMSC (A
ma-Clot-Matri
F, I) dargeste
+ 250 μl Citr
r Anteil DME
Fibrinogen A

esäten Zelle
-Matrix (Ab
verstärkte 

ot Matrix  

er Transpla
agen über 

Proliferation

A-C) als Kon
ix. Es sind A

ellt. Für OSC 
ratplasma + 

EM/F-12 durc
AF595 gefärb

en vital (Ab
b. 30B+E+H
Proliferatio

antation phy
das Verha

nsverhaltens

ntrolle, aufge
Aufnahmen n
C und OEC-F

12,5 μl CaC
ch RPMI1640
rbt. 

bb. 30A+D+
H), wobei O
on im Verg

ysiologisch 
alten der Z

s sind in 

 

ereinigten 
nach 24 h 
Fraktionen 
Cl2 + 5 μl 
0 ersetzt. 

+G) und 
OSC und 
gleich zu 

relevant 
ellen im 



 

Rahmen
aufgere
und d
fluoresz
sieben T

Abbildun
einer OE
Citratpla
500) der
250 µl C
mit Syto
entstand

Wie in 
gekennz
Tagen i
einen E
OSC (A
(Abb. 31

 

n der Mat
einigte OEC
die zeitab
zenzmikrosk
Tagen in Ku

ng 31: Degra
EC-Fraktion 
asma + 12,5 
r gewonnene

Citratplasma 
o-9 gefärbt. 
den sind. 

Abbildung
zeichnet m
in allen get

Einfluss auf 
Abb. 31B) z
1A) und der

trixauflösun
-Fraktion so

bhängige 
kopische A
ultur. 

adierungsver
(C). Bei (A) 
µl CaCl2 + 5

en Zellen nac
+ 12,5 µl Ca
Die weißen

  erkennb
mit weißen 

esteten Zel
die Degrad

zeigen eine
r OEC-Frak

 

g zu erha
owie BhMS
Degradatio

Aufnahmen 

rhalten einer 
und (B) wur

5 µl Fibrinog
ch der Aufre
aCl2 + 5 µl F
n Pfeile zei

ar, ist eine
Pfeilen Ab

llfraktionen 
dierungsges
e weit fortg
ktion (Abb. 3

41 / 46 

alten. Dafür
C als Kontr

on in-vitro
der Zellen

Plasma-Clo
rden jeweils 

gen AF 595 e
einigung mitte
Fibrinogen A
igen Löcher

e beginnen
bb. 31A+B+
zu beobac

schwindigke
geschrittene
31C) nach s

r wurden a
rolle in eine
o untersu
 innerhalb 

t-Matrix bela
5x103 Zelle

eingesetzt. B
els MACS ei

AF595. Die Z
r, die in de

nde Degrad
+C) der Pl

chten. Dabe
eit zu haben
e Degradati
sieben Tage

aufgereinigt
r Plasma-C
cht. Abbi
der Plasm

aden mit hBM
n in 250 µl D

Bei (C) wurde
ingesetzt in 

Zellen wurden
er Matrix na

dation (Löc
asmaclot-M

ei scheint di
n, denn sch
on, im Ver
en. 

te OSC u
Clot-Matrix a
ildung 31

ma-Clot-Mat

MSC (A) OSC
DMEM/F-12 
en 50 % (Ze
250 µl DME
n nach siebe
ach der Deg

cher in de
Matrix nach
ie Proliferat
hnell prolife
rgleich zu h

nd eine 
ausgesät 
1 zeigt 
rix nach 

C (B) und 
+ 250 µl 

ellzahl ca. 
EM/F-12 + 
en Tagen 
gradation 

r Matrix 
h sieben 
tionsrate 
rierende 

hBMSCs 



42 / 46 
 

5.	Auflistung	der	für	das	Vorhaben	relevanten	Veröffentlichungen,	
Schutzrechtsanmeldungen	und	erteilten	Schutzrechte	von	nicht	am	
Vorhaben	beteiligten	Forschungsstellen		
 

Für das Vorhaben relevante Ergebnisse, Veröffentlichungen und Schutzrechtsanmeldungen 
und erteilte Schutzrechte von nicht am Vorhaben beteiligten Forschungsstellen liegen nicht 
vor. Eine Publikation der erzielten Gesamt-Ergebnisse ist aktuell in Bearbeitung. Bisherige 
Kongressbeitrage waren wie folgt:   

1. Deutscher Kongress für Orthopädie und Unfallchirurgie 2017. Posterbeitrag; Titel des 
Beitrages: “Autologous multipotent stem cells and ensheathing cells from human 
olfactory mucosa for neuroregenerative approaches” 

2. Deutscher Kongress für Orthopädie und Unfallchirurgie 2018. Abstract; Titel des 
Beitrages: „Zellen der humanen olfaktorischen und respiratorischen 
Nasenschleimhaut: Isolierung, Charakterisierung und Verhalten in einer autologen 
Trägermatrix für neuroregenerative Ansätze“ 

 

6.	Bewertung	der	Ergebnisse	hinsichtlich	des	Forschungszwecks/‐
ziels,	Schlussfolgerungen  

 
Ziel dieses Projektes war es die humanen olfaktorischen „Ensheathing“-Zellen (OEC) aus 
der olfaktorischen Mukosa zu isolieren, charakterisieren und funktionell zu analysieren. Für 
den möglichen Einsatz zur neuronalen Regeneration nach Rückenmarktraumata ist die 
Etablierung von Methoden, die eine klinische Umsetzung ermöglichen besonders relevant. 
Die folgenden Forschungshypothesen im Projekt FR-256 konnten bestätigt werden: 

I. Olfaktorische Ensheathing-Zellen können aus Biopsien humaner olfaktorischer 
Mukosa (Lamina propria) isoliert und expandiert werden, allerdings ist die Ausbeute 
nicht sehr hoch und eine reine OEC-Fraktion konnte nicht erreicht werden. 

II. Epitop- und Funktionsanalysen erlauben die genaue Zellcharakterisierung, wobei 
OEC bis zu 20% angereicht werden können und danach noch funktionell sind  

III. Olfaktorische Stammzellen können aus Biopsien humaner olfaktorischer Mukosa 
(Epithelschicht) isoliert, aufgereinigt und expandiert werden. Diese sind CD90 und 
Nestin positiv und zeigen keine Verunreinigungen mit Mukus-produzierenden Zellen 
mehr. Des Weiteren können diese Zellen in neuronen-ähnliche Zellen differenzieren, 
die ß-Tubulin positiv sind. 

IV. Autologe Plasma-Clots können als Transfer-Matrix eingesetzt werden, wobei diese 
Matrix nach ca. 7 Tagen degradiert. 
 

Schlussfolgerung	

Experimentell konnten OEC isoliert und nach anschließender Aufreinigung charakterisiert 
werden, sowie deren Funktionalität bestimmt und das Verhalten in einer Plasma-Clot-Matrix 
untersucht werden.  

Grundsätzlich ist die Isolierung und genaue Charakterisierung des Transplantates  die 
Voraussetzung für einen klinischen Einsatz im ATMP-Verfahren, um eine größtmögliche 
Sicherheit für Patienten zu gewährleisten. Wie die Ergebnisse zeigen, konnten reine OEC 
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mit einer hohen Zellausbeute nicht isoliert werden, allerdings waren diese Zellen in der Lage, 
zu phagozytieren. Konditionierte Zellkulturüberstände der OEC führten bei neuronalen 
embryonalen Stammzellen (Zelllinie H9 Zellen) zu Neuronen-ähnlicher Morphologie mit 
langgestreckten Zellfortsätzen. Weitere Ergebnisse zeigen, dass eine reine OSC Fraktion mit 
Hilfe des Neurophären-Assays isoliert werden kann, wobei kontaminierende Mukus-
produzierende Mukosa-Zellen eliminiert werden können. Die reinen CD90 positiven OSC 
zeigen ein neuronales Potential und sind in einer autologen Plasmaclot-Matrix vital. 
Zusammenfassend stellt die Kombination von olfaktorischen Zellen mit einer autologen 
Plasmaclot Matrix eine mögliche neue Methode zur Behandlung von Rückenmarkstrauma 
dar. 

7.	Aktueller	Umsetzungs‐	und	Verwertungsplan		

Mit diesem Projekt wurden wichtige Voraussetzungen für den klinischen Einsatz von 
Zelltherapien geschaffen. Die erzielten Ergebnisse werden aktuell zu einer Publikation 
zusammengefasst (Titel: „Olfactory stem cells for the treatment of spinal cord injury: 
purification, characterization and behavior in an autologous plasma-clot matrix as cell 
carrier“). Zwar konnten keine reinen OEC-Fraktionen mit einer hohen Zellzahl generiert 
werden, allerdings zeigten die Ergebnisse, dass die Überstände dieser Zellen ein neuronales 
Potential auf neuronale Stammzellen haben. Zusätzlich war es möglich reine OSC zu 
isolieren, welche auch ein hohes neuronales Potential für den Einsatz nach 
Rückenmarkstrauma haben.  

Der klinische Einsatz von Zelltransplantaten aus Biopsien der humanen olfaktorischen 
Mukosa als reproduzierbares Standardverfahren setzt hohe Qualitätsansprüche voraus, die 
eine Herstellung im Reinraum erforderlich machen. GMP-gerechte Isolierungs- und 
Aufarbeitungsmethoden der Zellen, die für eine klinische Umsetzung geeignet sind, sowie 
die Erfüllung der umfassenden europäischen und nationalen arzneimittelrechtlichen 
Vorgaben sind die Grundvoraussetzung für den Einsatz am Menschen. Nur so kann die 
Sicherheit dieser neuen Therapieform für den Patienten garantiert werden. 

Weiteres	experimentelles	Vorgehen	

Nach Etablierung der Isolierungs- und Charakterisierungsarbeiten wird in einem anlaufenden 
Projekt (FR309) der Einfluss von Cerebrospinalflüssigkeit (CSF) auf die isolierten Zellen 
untersucht, weil diese Zellen im Rahmen einer Zelltransplantation den Kontakt zur 
Cerebrospinalflüssigkeit (CSF) erlangen werden. Somit können mit solchen Untersuchungen 
vorab neben therapeutisch gewünschten Wirkungen mögliche adverse Reaktionen (z.B. 
osteogene Differenzierung) frühzeitig identifiziert werden.  

Konsequent wird aktuell als weiterer Schritt die Analyse von olfaktorischen Stamm- und 
Ensheathing-Zellen sowie mesenchymalen Stammzellen im Kontakt zu 
Cerebrospinalflüssigkeit als Grundvoraussetzung für humane zelltherapeutische Ansätze 
nach Rückenmarkstrauma untersucht [FR309].  

Zukünftig wäre der nächste Schritt die Analyse eines geeigneten Trägermaterials, das 
möglichst autolog und geeignet für den Einsatz im und am Rückenmark ist. In den 
vergangenen Studien (FR219 und FR256) konnten wir den autologen Plasmaclot als 
geeignetes Trägermaterial etablieren. Die Kombination von CSF mit dem Plasmaclot könnte 
ein neues und autologes Trägermaterial für die Nervenregeneration darstellen. Ein derartiges 
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System zur Neuroregeneration ließe sich am Tiermodell (Ratte) hinsichtlich Sicherheit und 
Wirksamkeit überprüfen.  

Seit Anfang 2014 verfügt das Universitätsklinikum Bergmannsheil Bochum über einen 
Reinraum. Die Inbetriebnahme sowie die Zertifizierung werden allerdings noch Zeit in 
Anspruch nehmen. Es soll eine Übertragung der optimierten Aufarbeitungskette unter 
Reinraumbedingungen nach Abschluss des anlaufenden Projektes (FR309) erfolgen. Dr. 
med. Aach und Dr. med. Grasmücke werden für eine Umsetzung der erzielten Ergebnisse in 
tierexperimentelle Anwendung und in Vorbereitung zur klinischen Anwendung sorgen.  
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