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| 1. Einleitung

1.1. Anatomie des Olfaktorischen Epithels bei Nagern

Das olfaktorische Epithel ist ein mehrreihiges Neuroepithel, dessen Aufbau sich bei
Sédugetieren strukturell und funktionell sehr &dhnelt. Es besteht aus Olfaktorischen
Rezeptorneuronen (ORN) und nichtneuronalen Zellen, den Stiitzzellen, Mikrovillus-Zellen
und Zellen der Bowman-Driisen bzw. deren Gangzellen. Basal befindet sich eine Schicht aus

Horizontalen- (HBZ) und Globosen Basalzellen (GBZ).

Architektur des Olfaktorischen Epithels bei der Maus: PGP 9.5 IR, Markierung
der ORN, (S) Stiitzzellen, (B) Gangzellen der Bowman-Driisen, (BZ) Schicht
mit (HBZ) Horizontalen- und (GBZ) Globosen Basalzellen, (LP) Lamina
propria;

1.1.1. Olfaktorische Rezeptorneurone

Die ORN sind bipolare Zellen, deren Kerne sich vorwiegend im mittleren Drittel des
mehrreihigen olfaktorischen Epithels (OE) befinden. Ihre Perikarya sind oval und
durchmessen etwa 5 um. Ein apikaler Dendrit zieht in Richtung Nasenhohle, an dessen Ende
sich ein hantelférmiger dendritischer Knopf befindet. Radidr entspringen aus diesem 6-20 bis
zu 50 um lange Zilien, die auf der Oberfliche des OE liegen (Moran et al., 1982).
Lichtmikroskopisch lisst sich bei geeigneter Farbung der ORN ein etwa 3-5 pm dicker Saum
darstellen, der das OE {iiberzieht und die Gesamtheit der dendritischen Knopfe sowie ein
dichtes Netzwerk aus Zilien darstellt. Letztere sind passiv beweglich und ragen in einen

Schleimfilm hinein, der von den Bowman-Driisen der Lamina propria gebildet wird.



Riechstoffe 16sen sich in ihm und treten so in Kontakt mit den von Geruchsrezeptoren (OR)
besetzten Zilien.
Basal entspringt ein ca. 0,2 um dickes Axon, welches durch die Basalmembran tritt und in

Richtung Bulbus olfactorius zieht (Greer, 1991).

1.1.2. Stiitzzellen

Stiitzzellen stellen 15-25% der Zellen des OE (Weiler und Farbman, 1998). Sie stehen im OE
palisadenformig nebeneinander. Die Kerne befinden sich subapikal und durchmessen 5-8 pm.
Das etwa 2 um hohe supranukledre Zytoplasma trdgt auf seiner Oberfldche einen dichten
Rasen aus elektronenmikroskopisch erkennbaren bis zu 1,5 um langen Mikrovilli. In diesem
Bereich trennt der ,,junctional complex‘ Stiitzzellen von Fortsdtzen der ORN und unterbindet
weitgehend einen parazelluldren Stofftransport (Greer, 1991; Nomura et al., 2004). Unterhalb
des Zellkerns verschmilert sich das Zytoplasma, bis es sich in zahlreichen Fulfortsédtzen auf
der Basalmembran ausbreitet (Costanzo und Morrison, 1989). Das Zytoplasma bildet in
diesen unteren zwei Dritteln des OE groBflachige Ausstiilpungen, die die einzelnen Axone der
ORN voneinander trennen. Es wird davon ausgegangen, dass die Stiitzzellen eine
Markscheidenfunktion zur elektrischen Isolierung der Axone haben (Getchell et al., 1984;
Nomura et al., 2004).

Eine Basalmembran trennt das Epithel von der Lamina propria. Nur an Stellen, an denen
Axone durchtreten, befinden sich kleine Offnungen. Es wird vermutet, dass abgestorbene
ORN eine solche ()ffnung hinterlassen, die fiir das aussprieBende Axon eines neuen ORN
eine Leitschiene bildet. Durch diese Offnung erhilt das aussprieBende Axon Anschluss an das
Nervenfaserbiindel der Lamina propria, an das auch das untergegangene Neuron Anschluss
hatte.

Stiitzzellen sind fiir die Homoostase des OE, sowohl in struktureller als auch in funktioneller
Hinsicht, unverzichtbar, weshalb sie in gewisser Weise eine ,,gliaartige” Funktion haben
(Weiler und Farbman, 1998).

Zu den wichtigsten physiologischen Funktionen gehoren:

1.) Die von der Basalmembran bis zur Oberfliche reichenden Stiitzzellen bilden das
tragende Grundgeriist des OE, in das die ORN eingebettet liegen (Weiler und
Farbman, 1998).

2.) Stiitzzellen sind an der Aufnahme, der Spaltung bzw. Veridnderung (Getchell et al,
1984) und an der Inaktivierung der im Schleim gelosten Riechstoffmolekiile beteiligt

(Shepherd, 1989)



3.) Im OE hat das Zentralnervensystem (ZNS) via ORN direkten Kontakt zur Umwelt.
Die stindige Exposition gegeniiber exogenen Noxen erfordert einen wirksamen
Schutzmechanismus. Stiitzzellen verfiigen daher iiber ein hochpotentes System
verschiedener Cytochrom P-450 Oxidasen. Gleicht man die Gewebsprotein-
konzentrationen von OE und Leber an, so zeigt sich, dass der Enzymbesatz fiir den
Xenobiotika-Metabolismus im OE gleich hoch oder hoher als der in der Leber ist
(Lewis und Dahl, 1995).

4.) An Ochsenfroschen konnten Okano und Takagi (1974) zeigen, dass Stiitzzellen aktiv
sezernieren und so an der Bildung des Schleimiiberzuges des OE beteiligt sind. Die
Autoren wiesen elektronenmikroskopisch eine stetige, wenn auch geringe, apokrine
Sekretion nach, die unter Reizung des OE sprunghaft zunahm.

5.) Stiitzzellen phagozytieren nekrotische und apoptotische ORN (Suzuki et al., 1996).

6.) Neben der oben beschriebenen elektrischen Isolation der ORN-Axone durch
zytoplasmatische Ausstiilpungen der Stiitzzellen findet man eine gleichartige
Markscheidenfunktion auch im Bereich der Dendriten (Getchell et al., 1984).

7.) Stiitzzellen sind an der Regulation der lonenzusammensetzung des das OE

bedeckenden Schleims beteiligt (Getchell et al., 1984).

1.1.3. Mikrovillus-Zellen (MVZ)

Bei den Mikrovillus-Zellen handelt es sich um eine weitere nichtneuronale Zellpopulation, die
bisher wenig erforscht worden ist. Sie haben einen relativ schmalen Hals und einen bauchigen
Korper. Die Perikarya befinden sich auf gleicher Hohe wie die der Stiitzzellen. Zur
Schleimhautoberflidche hin besitzen sie Mikrovilli (Kwon et al., 2005; Asan und Drenckhahn,
2005). Basal ldsst sich ein zierlicher, zytoplasmatischer Zellfortsatz bis zur Basalmembran
verfolgen (Moran et al., 1982).

Die Funktion der MVZ ist noch umstritten. Moran et al. (1982) vermuten, dass es sich
aufgrund des axonartigen Zellfortsatzes um chemorezeptive Zellen handeln konnte, jedoch
versagen typische immunhistochemische Marker wie Neuronenspezifische Enolase (NSE),
Synaptophysin oder Olfaktorisches Markerprotein (OMP). Neuere Untersuchungen von Carr
et al. (1991), Asan und Drenckhahn (2005), Kwon et al. (2005) hingegen unterstiitzen eher
eine nichtneuronale Natur der MVZ.

Aufgrund des immunhistochemischen Reaktionsmusters haben Asan und Drenckhahn (2005)
zwei Subtypen von MVZ identifiziert. Die Typ I-MVZ besitzen eine Reaktivitit fiir den Anti-

Villin-AK in ihren apikalen Mikrovilli und im Bereich der basolateralen Zellmembran. Villin



spielt eine Rolle bei der Vernetzung von Aktinfilamenten und wird in Biischelzellen des
Gastrointestinaltraktes und des Respirationstraktes gefunden. Dieser Typ ist zahlenmifBig
geringer vertreten als die Typ II-MVZ. Diese zeichnen sich durch ein Fehlen des Villin-
Antigens aus, sind jedoch reaktiv fiir AK gegen die Na*-K"-ATPase, die typischerweise bei

am Stofftransport beteiligten Zellen nachweisbar ist.

1.1.4. Horizontale und Globose Basalzellen

Im basalen Kompartiment des OE befinden sich zwei Arten von Basalzellen. Die
Horizontalen Basalzellen (HBZ) sind flache, unmittelbar der Basalmembran aufliegende
Zellen. Sie exprimieren Zytokeratin 5 und 14, jedoch keine neuronalen Marker (Iwai et al.,
2008; Leung et al., 2007, Schwob, 2002).

Retrovirale =~ Abstammungsuntersuchungen und die Expression der neuronalen
Transkriptionsfaktoren MASH 1 und Neurogenin 1 (Ngn-1) bei einigen der Globosen
Basalzellen (GBZ) haben in der Vergangenheit zu der Annahme gefiihrt, dass die iiber den
HBZ befindlichen GBZ die multipotenten Vorlduferzellen des OE sind, die sowohl ORN-
Vorlaufer als auch die nicht-neuronalen Zelllinien hervorbringen und regenerieren (Caggiano
et al., 1994; Huard et al., 1998).

Kiirzliche ,,fate mapping* Untersuchungen von Leung et al. (2007) und Iwai et al. (2008)
gehen jedoch davon aus, das postnatal die HBZ und weniger die GBZ die multipotenten
Vorldufer sowohl fiir die neuronale- als auch fiir die nicht-neuronale Linie des OE sind. Thren
Ergebnissen zu folge entsprechen die GBZ eher einer sehr frithen, transienten

Entwicklungsstufe im Reifungsprozess der ORN.

1.1.5. Gangzellen der Bowman-Driisen

Die Ausfiihrungsginge der Bowman-Driisen nehmen einen geradlinigen Verlauf durch das
gesamte OE senkrecht zur Basalmembran. Ein Gang durchmisst ca. 2-3 um und entspringt
aus einem Acinus in der Lamina Propria und endet an der luminalen Oberfliche. Die
Gangzellen sind schlanke, gestreckte Zellen mit perinukledrer Zytoplasmaauftreibung, die,
spiralformig ineinander verschlungen, den Ausfithrungsgang bilden. Die ovalen Zellkerne
durchmessen ca. 5-6 pm und sind somit meist geringfiigig groer als die Kerne der ORN.
Zudem fillt ihre Lage aus dem streng gegliederten Raster des OE heraus, was als ein weiteres
Erkennungsmerkmal herangezogen werden kann.

Sie leiten sich von den HBZ ab (Leung et al., 2007 und Iwai et al., 2008).



1.1.6. Lamina propria

Unterhalb der Basalmembran des OE schlieft sich die Lamina propria an. In ein
fibroblastenreiches Stroma sind die Bowman-Driisen, ein komplexes Netzwerk von
BlutgefiBBen, die Nervenfaserbiindel mit umgebendem Gliagewebe und Zellen der
Immunabwehr eingebettet.

Bei den Bowman-Driisen handelt es sich um tubulo-alveoldre Driisen, die aus serosen und
mukosen Zellen bestehen. Sie bilden den groBten Teil des Schleimfilms des OE. Einige
Autoren wie Lewis und Dahl (1995) bringen die ausgeprigte Vaskularisation in der Lamina
propria der Riechschleimhaut mit deren exponierter Lage in Zusammenhang. So gehen sie
davon aus, dass iiber die Atemluft antransportierte Giftstoffe schneller in den Organismus
aufgenommen werden und diese dann ziigiger und groBflichiger in Kontakt mit den
Xenobiotika metabolisierenden Enzymen kommen und abgebaut werden konnen.

Weiterhin finden sich in der Lamina propria die Olfaktorischen Hiillzellen (OHZ,
,ensheathing cells*), welche eine entscheidende Rolle bei der Regeneration des OE spielen.
Sie haben sowohl Eigenschaften peripherer Schwann-Zellen, als auch zentraler Astrozyten.
Wihrend die beiden letztgenannten sich aus der Neuralleiste beziehungsweise dem
Neuralrohr bilden, entwickeln sich die OHZ aus der Riechplakode. Die OHZ bilden eine
Fithrungsschiene fiir die neu aussprossenden Axone der ORN, so dass diese funktionell den
richtigen Anschluss an den passenden Glomerulus im BO finden. Dies ist eine der Ursachen
fiir die weitgehende Konstanz des Geruchssinnes, trotz des kontinuierlichen Ersatzes der

ORN (Au und Roskams, 2003).
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1.2. Bulbus olfactorius

Architektur des Bulbus olfactorius: (NZS) Nervenzellschicht, (G) Glomeruli der
glomeruldren Schicht, (EPS) externe plexiforme Schicht, (M) Mitralzellen,
(IPS) internen plexiforme Schicht / Kérnerzellschicht;

Der Bulbus olfactorius (BO) bei Nagern ist ein ovoides, paarig angelegtes Organ und liegt der
ventralen Basis des GroBhirns an. Nach rostral wird er durch die Lamina cribrosa von der
Nasenhohle abgegrenzt. Bei Miusen ist der BO ca. 3-5 mm lang und durchmisst ca. 3-4 mm.
Lichtmikroskopisch ldsst sich eine zwiebelschalenartig angeordnete sechsschichtige
Architektur des BO feststellen. Es handelt sich dabei von auBlen nach innen um die
Nervenzellschicht (I), die glomerulidre Schicht (II), die externe plexiforme Schicht (III), die
Mitralzellschicht (IV) , die innere plexiforme Schicht (V) und die Kornerzellschicht (VI).
Finf Hauptarten von Neuronen werden innerhalb des BO unterschieden und in der
Reihenfolge ihrer zughorigen Schichten beschrieben. Es handelt sich hierbei um die
Periglomeruldren Zellen (PGZ), die Biischelzellen, die Mitralzellen, die Kornerzellen und
,,Short axon cells®.

Die periglomerulidren Zellen durchmessen im Schnitt 8
um. Thre Perikarya umringen kelchférmig ein Glomerulus
(G), wobei meist der oberflichliche Anteil zur
Nervenzellschicht (NZS) hin frei bleibt. Ihr dichtes
dendritisches Geflecht befindet sich innerhalb der

Glomeruli, ohne die angrenzenden Anteile der externen
plexiformen Schicht einzubeziehen. Ihre Axone bilden intra- und interglomeruldre Kontakte

in einem Radius von ca. 5 Glomeruli.
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Die Biischelzellen verteilen sich in drei Subpopulationen in der EPS. Man unterscheidet die
tiefen Biischelzellen, deren Perikarya in einem Bereich direkt an der Mitralzellschicht liegen
von denen im mittleren und dem oberfldchlichen Anteil der EPS. Die oberfldchlichen
Biischelzellen werden aufgrund ihrer engen ortlichen Beziehung von einigen Autoren mit den
Periglomeruldren Zellen zur Gruppe der Juxtaglomerulidren Zellen zusammengefasst.

Die tiefen Biischelzellen dhneln Mitralzellen und sind mit 15 — 30 pm im Durchmesser meist
grofler als die mittleren und oberflidchlichen, die nur bis 20 um durchmessen. Die priméren
Dendriten ziehen zu den Glomeruli, wo sie sich aufzweigen. Sekundédre Dendriten breiten sich
horizontal innerhalb der EPS aus und sind bei den oberflachlichen Biischelzellen nur gering
ausgepridgt. Die Axone der oberflichlichen und mittleren Biischelzellen zeigen hiufige
Verzweigungen innerhalb des Bulbus und folgen nur zu einem kleinen Teil dem Tractus
olfactorius. Demgegeniiber verlassen die Axone der tiefen Biischelzellen ebenso wie die der
Mitralzellen den BO iiber den Tractus olfactorius.

Die Mitralzellen sind 15-30 um durchmessende Zellen mit meist einem primidren Dendriten,
der die EPS durchlduft und sich im Bereich der Glomeruli aufzweigt. Eine Mitralzelle steht
dabei meist mit fiinf bis zwanzig Glomeruli in Kontakt. Man unterscheidet mindestens zwei
Subpopulationen von Mitralzellen, die als M1- und M2-Zellen bezeichnet werden, abhingig
von der Hohe des Abgangs der sekunddren Dendriten. Dabei zweigen die sekundiren
Dendriten der M1-Zellen vorwiegend im tiefen Anteil der EPS horizontal ab und die der M2-
Zellen nahe der glomeruldren Schicht. Die sekundédren Dendriten beider Gruppen sind hiufig
mehrere hundert Mikrometer lang und erreichen korrespondierende Bereiche des
kontralateralen BO. Am basalen Zellpol entspringt jeweils ein Axon, welches in Richtung
Tractus olfactorius zieht. Einige Axone zeigen Aufzweigungen in der Kornerzellschicht.

Bei den Kornerzellen handelt es sich um die zahlenméfig grofte Population im BO. Sie
bilden die Kornerzellschicht. Ihre Perikarya sind etwa 6-8 um grof3 und besitzen keine Axone.
Auch hier werden je nach Lage ihrer Somata mehrere Subtypen unterschieden, wobei sich die
Dendriten der oberfldchlicher in der Kornerzellschicht gelegenen Kornerzellen erst in der
Grenzzone zwischen glomeruldre Schicht und EPS aufzweigen und jene der tiefer liegenden
Kornerzellen schon im tiefen Kompartiment der EPS.

Neben den Kornerzellen gibt es in der Kornerzellschicht auch noch ,,short axon cells*.

Mitral- und Biischelzellen stellen die beiden zentralen Schnittstellen der Signalverarbeitung
dar. Sie erhalten ihre Afferenzen aus der Nervenzellschicht und projizieren iiber den Tractus
olfactorius in den Entorhinalen Cortex, die Amygdala, das Tuberculum olfactorium und den

piriformen Cortex. Die Kornerzellen, die Periglomeruldren Zellen und die ,,short axon cells*
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bilden die zahlenmiBig weit groBere Gruppe der Interneurone. Sie moduliert die Signale und

bilden die erste Ebene der Signalverarbeitung (Greer, 1991; Au et al., 2002).

1.3. Homoostase im Olfaktorischen Epithel

1.3.1. Wachstums- und Regenerationsprozesse

Das OE eignet sich aufgrund seiner leichten Zuginglichkeit sehr gut zur Untersuchung
grundsitzlicher Fragen zu Wachstums- und Regenerationsprozessen.

Vom evolutiondren Standpunkt erscheint es sinnvoll, die relativ ungeschiitzt im OE liegenden
ORN schnell ersetzen zu konnen, da sie via BO eine Eintrittspforte fiir Noxen und Infektionen
in das ZNS darstellen. Schon in den frithen 40er Jahren ist diese Gefahr am Beispiel des
Poliomyelitis-Virus untersucht worden (Bodian und Howe, 1941). Gegenwirtige
Untersuchungen erwigen auch die Moglichkeit eines nasal eintretenden, neurotropen Virus
als Promotor des M. Parkinson, da schon lange vor der klinischen Manifestation der
Erkrankung typische Veridnderungen im BO und Tractus olfactorius nachweisbar sind
(Hawkes et. al., 2007).

Ein schneller Ersatz der geschddigten ORN reduziert diese Gefahr und erhilt die Integritiit des
Riechsinnes aufrecht (Schwob, 2002).

Daher ist die Suchen nach der Quelle der hohen Regenerationsfahigkeit des OE Gegenstand
vieler Untersuchungen. Wie bereits unter Punkt 1.1.4 angedeutet, gibt es in der Literatur
differierende Meinungen beziiglich der Lokalisation der multipotenten Vorlauferzellen des
OE. Untersuchungen von Huard et al. (1998) haben durch Verpflanzung -einzelner
vektormarkierter GBZ-Klone in ein zuvor durch Methylbromid (MeBr)-Begasung zerstortes
Epithel nachgewiesen, dass aus einigen dieser Vorldauferzellen sowohl neuronale als auch
nicht-neuronale Zellreihen wie Stiitz- und Mikrovilluszellen entstehen konnen. Goldstein und
Schwob (1995) haben die zuvor genannten Ergebnisse untermauert, indem sie nachgewiesen
haben, dass in den ersten Tagen nach Epithelldsion sowohl HBZ als auch Stiitzzellen
Antigene fiir bestimmte Marker exprimieren, die im normalen OE sonst nur in GBZ und ORN
zu finden sind.

Neuere Untersuchungstechniken lassen gegenwirtig jedoch ein anderes Bild entstehen. So
sehen Leung et al. (2007) und Iwai et al. (2008) die HBZ als die multipotenten Vorldufer des
OE an, die sich selbst als auch die Zellen der Bowmandriisen und —Génge, Stiitzzellen und,

iber den Zwischenschritt der GBZ, auch die ORN hervorbringen konnen. Dabei besteht auf
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der Ebene der GBZ eine hohe Teilungsaktivitit, so dass der physiologische ORN-Ersatz zu
einem groflen Teil auf dieser Ebene gedeckt werden kann.

Die Lebenserwartung der ORN unterliegt einer groBen Schwankungsbreite, wird jedoch im
Mittel mit 1 - 3 Monaten angegeben (Graziadei und Monti Graziadei, 1978). Deutlich lidngere
Lebensspannen von bis zu einem Jahr sind beobachtet worden. Dabei scheint das Alter des
Tieres eine wichtige Rolle zu spielen (Weiler und Farbman, 1997). Die mittlere
Transitionszeit nach der letzten Zellteilung auf Ebene der GBZ bis zu den ausgereiften ORN
betrigt nach Schwob und Youngentob (1992) bei Ratten und Méusen ca. 8-10 Tage.
Aufgrund ihrer Langlebigkeit haben Stiitzzellen nur eine geringe Teilungsrate. Diese reicht
jedoch unter physiologischen Umstinden aus, den Zellersatz dieser Population zu sichern
(Schwob, 2002).

Nach einer massiven Schiddigung des OE z.B. durch Methylbromid - Begasung steigt die
Teilungsaktivitit der HBZ sprunghaft an, um das OE wieder aufzubauen.

1.3.2. Apoptose

Bei der Apoptose handelt es sich um den sogenannten ,,programmierten Zelltod*. Dabei wird
durch einen endogenen oder exogenen Stimulus ein energieverbrauchender Prozess ausgelOst,
in dessen Folge es zu einer koordinierten Auflosung der gesamten Zellstruktur mit
anschliefender Phagozytose kommt. Eine Entziindungsreaktion bleibt im Gegensatz zur
Nekrose aus (Cowan und Roskams, 2002).

Nach Vaux und Strasser (1996) kann die Apoptose in vier Phasen eingeteilt werden. Die erste
Phase ist gekennzeichnet durch einen Stimulus, der die Apoptose in Gang setzt. Dieser kann
ein exogener, der mit Zelloberflichenrezeptoren reagiert, oder ein endogener sein. Zu den
endogenen Stimuli gehoren Hypoxie, Strahlung oder Toxine die eine intrazelluldre
Verdnderung des pH-Wertes oder eine Freisetzung von Radikalen hervorrufen. Daran schlief3t
sich die zweite Phase an, bei der durch die Aktivierung des Rezeptors oder einer Anderung
der intrazelluliren Homoostase Signalkaskaden in Gang gesetzt werden. In der dritten Phase,
der sog. Exekutionsphase, werden Proteasen aktiviert. Die vierte Phase, auch Postmortem-
Phase genannt, beinhaltet die Degradation der DNA, die Kondensation des nukleédren
Chromatins und des Zytoplasmas, die Vakuolisierung der Zelle mit anschlieBender Lyse der
Zellmembran und Phagozytose der Zellreste.

Da sich das olfaktorische Epithel kontinuierlich regeneriert, bedarf es einer feinen
Abstimmung von Zellbildung und Apoptose. Fast 50 % der in der Entwicklung befindlichen
ORN werden apoptotisch (Mahalik, 1996; Oppenheim, 1991). Es wird davon ausgegangen,
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Immer noch offen ist die Frage, ob ein ORN nur einen OR-Typ trigt, wie es in der weit
verbreiteten ,,Ein Neuron — Ein Rezeptortyp*“- Hypothese vorgeschlagen wird, oder ob auf
einem Neuron mehrere OR exprimiert werden. Laut Mombaerts (2004), der die Hypothese
kritisch sieht, konnen aufgrund der schwierigen technischen Uberpriifbarkeit anhand der
vorliegenden Daten folgende Schliisse gezogen werden:

1.) die meisten Untersuchungen zu diesem Thema wurden an erwachsenen
Versuchstieren gemacht. Es besteht durchaus die Moglichkeit, dass in der
embryonalen Entwicklung mehrere OR auf einem ORN exprimiert werden und je
nach dem, an welchen Glomerulus des BO das ORN Anschluss bekommt, ein OR-
Typ selektioniert wird.

2.) Die gédngigen Nachweismethoden bei solchen Untersuchungen sind die in-situ-
Hybridisierung oder die RT-PCR. Laut Mombaerts (2004) sind Nachteil dieser
Methoden, dass sie eventuell nur das am stdrksten exprimierte OR-Gen nachweisen
und andere, weniger stark vertretene OR-Typen nicht.

Die eigentliche Reiz-Transduktion erfolgt nach Bindung des Liganden am Rezeptor
vorwiegend iiber die G-Protein (Ggjr) gekoppelte Bildung des second messenger cyklisches
Adenosinmonophosphat (cAMP) (Jones und Reed, 1989; Noé und Breer, 1998), welches
zyklische Nukleotid-abhédngige Kationen-Kanile (CNG) an den Zilien 6ffnet. Dies fiihrt zu
einem Kationeneinstrom und zu einer Depolarisation der Zellmembran. Durch die
Potentialinderung werden zusitzlich spannungsgesteuerte Ca™-Kaniile im Bereich des Somas
des ORN geoffnet, wodurch der Pool des intrazelluldren Ca*™" weiter angehoben wird (Schild
und Restrepo, 1998). Zytosolische Phosphodiesterasen, die cAMP zu Adenosinmonophosphat
abbauen, und Aktivierung der Proteinkinase A beenden die Signalkaskade (Breer und
Boekhoff, 1992)

Neben der cAMP-Kaskade konnen Riechstoffe durch OR-Bindung auch iiber gasformige
Botenstoffe (Kohlenmonoxid, Stickstoffmonoxid) mittels der Guanylatcyclase zur Bildung
des zyklischen Guanosinmonophosphats (cGMP) fiihren, welches wiederum CNG offnet
(Breer und Shepherd, 1993).

Uber den Stellenwert des Inositol-1-4-5-trisphosphat (IP3)-Weges bei der Signaltransduktion
wird noch diskutiert (Spehr et al., 2002).
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1.5. Taurin: Physiologische Wirkungen im ZNS

Die  schwefelhaltige  B-Aminosaure  Taurin  (2-

ICI) Aminoethansulfonsidure) kommt bei Algen und im
S, J— — — esamten Tierreich einschlieBlich der Siugetiere und
HO—R—CH;CHz~NH, | ¢ e

0 Insekten vor. In der Pflanzenwelt ist es, wenn iiberhaupt,
Taurin (C2H703NS) . .
nur in Spuren nachweisbar (Huxtable, 1992).

Im Bereich der NH,-Gruppe besteht eine gewisse

N
A\
 C=CH;=CH;~CH;~NH,

HO was miterkldrend fiir einen Teil der Taurinwirkung im

GABA ZNS zu sein scheint.

strukturelle Analogie zu y-Aminobuttersiure (GABA),

Herbivoren konnen Taurin, welches ein Abbauprodukt der schwefelhaltigen Aminoséduren
Methionin und Cystein ist, herstellen, indem sie letztere durch das Enzym
Cysteinsulfinatdecarboxylase CSAD (cysteine sulfinic acid decarboxylase) zu Hypotaurin
decarboxylieren und anschlieBend mittels der Hypotaurin-Dehydrogenase zu Taurin
oxidieren. Karnivoren, z.B. Katzen, sind auf die didtetische Zufuhr angewiesen (Pow et al.,
2002). Nager konnen Taurin zu einem hohen Prozentsatz selbst bilden. Fiir den Menschen als
Omnivoren wird Taurin als ,,bedingt essentielle Aminosdure angesehen, da er dieses zu
einem bestimmten Prozentsatz selbst synthetisieren kann. Eine didtetische Zufiihrung ist bei
Frithgeborenen und nicht durch Muttermilch aufgezogene Séduglinge, als auch bei Menschen
mit schweren Leber- oder Nierenleiden sowie lidngerfristig parenteral erndhrten Patienten
erforderlich (Lourenco und Camilo, 2002).

Der Taurinbestand eines 70-kg wiegenden Menschen beléuft sich auf bis zu 70 g (560 mmol),
wobei es nicht gleichméfig im Organismus verteilt ist. Die hochsten Gewebskonzentrationen
finden sich im Gehirn und im Herz. Im Gehirn {ibersteigt Taurin sogar die intrazelluldre
Konzentration des Neurotransmitters GABA und, wihrend der Gehirnentwicklung, auch die
von Glutamat (Davis und Himwich, 1973; Huxtable, 1992).

Absolut gesehen befindet sich jedoch das meiste Taurin in der Muskulatur. Die
Gewebsfliissigkeiten wie Plasma, Liquor cerebrospinalis oder die extrazelluldre Fliissigkeit

enthalten deutlich weniger Taurin.
Physikochemische Eigenschaften des Taurins

Die Sulfongruppe des Taurins kann im Gegensatz zu der Carboxylgruppe der anderen

Aminosiuren keine Peptidbindung eingehen. Der Aufbau groBer Polypeptidketten, wie sie in
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Proteinen zu finden sind, unterbleibt daher (Bretz, 2002). Folglich liegt Taurin bei
Sdugetieren ubiquitir zytosolisch in hoher, freier Konzentration vor (Huxtable, 1992).
Weiterhin liegt Taurin aufgrund der stark sauren Sulfongruppe im physiologischen pH-
Bereich als Zwitterion vor. Daraus ergibt sich eine hohe Hydro- und geringe Lipophilie.
Damit wird ein Ubertritt durch Lipid-Doppelmembranen, wenn man von Transportersystemen
absieht, fast unmoglich.

Die beiden letztgenannten Eigenschaften sind unabdingbare Voraussetzungen fiir die am
besten beschriebene und, neben der Gallensalzbildung als Taurocholsdure, édltesten Funktion
des Taurins, ndmlich der Osmoregulation.

Dariiber hinaus wird im Folgenden auch auf den Einfluss des Taurins auf Ca**-abhiingige
Prozesse, als Finger freier Radikale und seine Interaktion mit bestimmten Proteinen (z.B.

GABA - und GABAg-Rezeptoren im Kortex und BO) eingegangen.

Osmoregulation

Osmoregulation wird bei Zellen notig, die bezogen auf das intrazelluldre Milieu, einem hyper-
oder hyposmolaren Umgebungsmilieu ausgesetzt sind, wie es z.B. bei Gangzellen der
Speicheldriisen der Fall ist. Zum anderen ist sie iiberall dort wichtig, wo elektrische Potentiale
tiber Membranen aufgebaut werden, sei es an Nerven- oder Muskelzellen. Die Imbalance der
Ionen iiber der Membran wiirde auch zu einer osmotischen Imbalance und konsekutiv zu einer
Schrumpfung oder Uberblihung der Zelle mit Ruptur der Zellmembran fiihren (Huxtable,
1992). Die meisten Bakterien und Pflanzenzellen kommen aufgrund einer festen Zellwand
ohne osmoregulatorische Mechanismen aus.

Durch das Vorliegen eines spezifischen B-Aminosédure-Transporters, bei dem gleichzeitig 1-3
Na'-Ionen co-transportiert werden, kann fiir Taurin ein sehr hoher intra- zu extrazellulirer
Gradient aufgebaut werden (Nervenzellen im Gehirn 500:1, Retina 400:1). Gleichzeitig
werden die in die Zelle mittransportierten Na'-Ionen iiber die Na'™-K*-ATPase wieder nach
extrazelluldr befordert. Somit reagiert die intrazelluldre Taurinkonzentration direkt auf
Ionenverschiebungen und wirkt daher osmoregulatorisch. Weiterhin verhilt sich Taurin im
physiologischen pH-Bereich elektroneutral, so dass bestehende Membranpotentiale nicht

wesentlich beeinflusst werden.

Modulation Ca'"-abhiingiger Prozesse
Eine weitere grundlegende Funktion des Taurins besteht in der Modulation Ca*™*-abhiingiger

Prozesse im Organismus. Am Herzmuskel erhoht Taurin die Inotropie bei subnormalen Ca™*-
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Konzentrationen, senkt diese aber bei Ca™*-iiberladenem Herzmuskel. Auch schiitzt Taurin
am Schweineherz vor ventrikuliren Arrhythmien nach wiederholten Hypoxie-
Reoxygenierungsphasen. Aufgrund dieser Erkenntnisse ist Taurin in Japan Bestandteil der
Herzinsuffizienztherapie (Azuma et al. 1985). Taurin wirkt allerdings weder iiber f-
adrenerge- oder Hy-Rezeptoren, noch fiihrt es zu einer Anderung der cAMP-Konzentrationen
oder einer Beeinflussung der Na*-K*-ATPase (Sawamura et al., 1983; Franconi et al., 1984).
Vielmehr wird davon ausgegangen, dass Taurin direkt an den Ca™"-Kanal-Proteinen angreift

und diese sensibilisiert bzw. die Kinetik der Kanaloffnung verindert (Huxtable, 1992).

Taurin als Radikalfdnger

Uber den Taurin-Hypotaurin-Weg konnen freie Radikale, die stindig bei
Oxidationsvorgédngen in den Zellen entstehen, unschidlich gemacht werden. Hierbei nimmt
Hypotaurin ein Elektron von einem Hydroxyl-Radikal auf, welches dann als normale
Hydroxylgruppe gebunden werden kann. Das dabei entstandene, hochenergetische
Hypotaurin-Radikal dimerisiert unter Bildung eines a-Disulfons, welches seinerseits isomolar
zu Taurin und Hypotaurin hydrolysiert wird (Fellman und Roth, 1985).

Dieser Mechanismus scheint eine gro3e Bedeutung in den Reproduktionsorganen ménnlicher
Sédugetiere zu haben, da insbesondere Sperma und Spermatozoen reich an mehrfach
ungesittigten Fettsduren sind, die sehr anfillig fiir Oxidation durch freie Radikale sind.
Bezogen auf den Gesamtorganismus werden hier auch die hochsten Konzentrationen von
Hypotaurin und immerhin hohe Konzentrationen von Taurin gefunden (Meizel et al., 1980).
Weiterhin verfiigen Spermatozoen weder iiber Katalase noch iiber Glutathion-Peroxidase, die
sonst am Abbau freier Radikale beteiligt sind. Daher kommt dem obigen Kreislauf ein hoher
Stellenwert zu. Dies gilt insbesondere bei der Ejakulation und dem daraus resultierenden
Wechsel in ein Milieu hoher Sauerstoffspannung (Bildung von Superoxiden) (Huxtable,
1992).

Dariiber hinaus scheint Taurin groe Bedeutung als Radikalfdnger in der Photorezeptorschicht
der Retina zu haben. Heller-Stilb et al. (2002) vermuten, dass die hohe natiirliche Taurin-
Konzentration in der Retina und insbesondere in der Photorezeptorschicht Teil eines
Schutzmechanismus gegen die durch den Lichteinfall in das Auge induzierten freien Radikale
ist. Sie konnten an Taurintransporter Knockout-Mdusen, deren intraokuldre Taurin-
konzentrationen gegeniiber den Wildtypen um 74% reduziert waren, nachweisen, dass die
postnatal reguldr angelegten Photorezeptoren innerhalb von wenigen Wochen degenerierten

und in die Apoptose iibergingen. Dariiber hinaus kommt es auch bei in kompletter Dunkelheit
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gehaltenen taut-/- Miusen zu einer retinalen Degeneration, die jedoch langsamer progredient
ist (Rascher et al.,, 2004). Daher ist anzunehmen, dass Taurin iiber die Funktion als
Radikalfdanger hinaus weitere wichtige Eigenschaften zum Erhalt der Homdostase ausgereifter
Photorezeptoren hat.

Uber die Funktion als Osmoregulator und Antioxidans hinaus scheint Taurin auch eine
trophische Wirkung und eine retinale Beeinflussung des Ca*™*-Transportes zu haben, da
Katzen, die im Dunklen aufgezogen wurden und auf eine didtetische Taurinzufuhr
angewiesen sind, trotz des fehlenden Radikalinduktors Licht @hnliche retinale Degenerationen

aufwiesen (Heller-Stilb et al., 2002; Huxtable, 1992).

Taurin-Protein-Interaktionen im ZNS

Bezogen auf das Gehirn wird diskutiert, ob Taurin ebenso wie die strukturverwandten
Transmittersubstanzen GABA und Glycin ein echter Neurotransmitter ist, oder ob ihm eine
Funktion als ,,Neuromodulator* zukommt. Ersteres wiirde voraussetzen, dass man eine andere
als die bis jetzt bekannte Taurin-Rezeptor-Interaktion am 7aut-Transporter nachweisen
konnte. Zwar konnten unter bestimmten experimentellen Umstéinden eine Na'-unabhiéngige,
also keine Taut-Transporter involvierende, Taurinbindung im Gehirn von Méusen nachwiesen
werden. Jedoch ist fraglich, ob das wenig gewebeschonende Vorgehen bei diesem Versuch
nicht zu artifiziellen Ergebnissen gefiihrt haben konnte (Huxtable, 1992).

Neben einer spezifischen Bindungsstelle wiirde man fiir einen Neurotransmitter auch eine
durch Depolarisation getriggerte Freisetzung aus Nervenendigungen fordern. Zumindest am
BO konnte durch induzierte Depolarisationen keine daraus resultierende erhohte
extrazellulire Konzentration des Taurins nachgewiesen werden (Kamisaki et al., 1996).
Demgegeniiber zeigten andere Arbeitsgruppen, dass durch die pharmakologische Stimulation
von Glutamat-Rezeptoren die extrazelluldren Taurinspiegel stiegen (Menéndez et al., 1989;
Shibanoki et al., 1993). Diese Aktivierung erfolgte via NMDA-Rezeptoren.

Zumindest ein Teil der bekannten Wirkmechanismen des Taurins im ZNS kann auf die
Funktion als moglicher Neuromodulator zuriickgefiihrt werden. So kommt es beispielsweise
wihrend der Ausschiittung eines Neurotransmitters aus prasynaptischen Vesikeln zur Co-
Ausschiittung von Taurin, welches seinerseits tiber prisynaptische Rezeptoren die Freisetzung
des Neurotransmitters beeinflusst, also moduliert. Dieser Vorgang soll spiter am Beispiel des
GABAGg-Rezeptors verdeutlicht werden.

Taurin besitzt dhnliche inhibitorische Effekte auf die Neuronenaktivitit wie GABA und

Glycin (Kamisaki et al., 1996; Pow et al., 2002; Sakata et al., 2003; Belluzzi et al., 2004). Es
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konnte nachgewiesen werden, dass Taurin als Agonist direkt an der GABA-Bindungsstelle
des GABAa-Rezeptor-Komplexes angreift und darauthin die Cl -Leitfahigkeit der
Zellmembran ansteigt. Weiterhin ist der beschriebene Effekt nicht von einer eventuellen
GABA Freisetzung abhingig, da der erhohte Cl™-Flux auch unter Blockade der GABA-
Freisetzung weiter besteht (Belluzzi et al., 2004). Taurin hat zwar an GABA s-Rezeptoren der
Mitral- und Biischelzellen des BO einen nachweislichen Effekt, jedoch sprechen die GABA -
Rezeptoren der Periglomerulidren- und der Kornerzellen des BO nicht auf Taurin an. Es
wurden iiber 15 Formen des GABAa-Rezeptors nachgewiesen, die sich in ihrer
Zusammensetzung der Untereinheiten unterscheiden (Belluzzi et al., 2004). Offensichtlich hat
Taurin diesbeziiglich eine hohe Selektivitit und bindet nur an GABAs-Rezeptoren mit den
Untereinheiten ol und 2 mit einem iiber einen Cl -Einstrom vermittelten
hyperpolarisierenden Effekt.

Weiterhin ddmpft Taurin mittels der Aktivierung prasynaptischer GABAg-Rezeptoren die
potentialgetriggerte GABA-Freisetzung in den synaptischen Spalt (Belluzzi et al., 2004). Wie
oben angedeutet, moduliert Taurin also mehr die Abldufe, als dass es selbst als klassischer

Neurotransmitter in Erscheinung tritt (Kamisaki et al., 1996).

Taurin und Neurogenese

Bei Sdugetieren ist Taurin wihrend der Neurogenese die Aminosdure mit der hochsten freien
Konzentration. Erst im ausgereiften Gehirn wird sie von Glutamat iibertroffen (Huxtable,
1989). An Goldfischen und an Séugetieren konnte ein axonaler Transport von Taurin
nachgewiesen werden. Dieser war in der Phase der Axonaussprossung besonders hoch. Erst
nachdem das Axon seine Zielstrukturen erreicht hatte, sank der Spiegel des axonal
transportierten Taurins wieder ab. Im gleichen Malle, wie der Taurinspiegel sank, stieg jedoch
die elektrische Aktivitit an den neu gebildeten Synapsen (Sturman, 1993). Diese Beobachtung
lasst sich gut mit den oben genannten Befunden in Einklang bringen, dass Taurin durch seine
Wirkung am GABA-Rezeptorkomplex zu einem Cl Einstrom fiihrt und es konsekutiv zu
einer Hyperpolarisation kommt. Somit wirkt es indirekt als Wachstumsfaktor bei der
Axogenese. Dariiber hinaus ist nachgewiesen, dass es entscheidend an der Regulation der

Neurogenese mitwirkt (El Idrissi et al., 1998; Oja et al., 1990; Trenkner, 1990).
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| 2. Ziel und Fragestellung der Arbeit

Taurin kommt in hoher Konzentration im ZNS vor und iibersteigt wihrend der Neurogenese
in der Retina, dem Kleinhirn und im Bulbus olfactorius sogar die Konzentration der
klassischen Neurotransmitter Glutamat und GABA.

Da Taurin unter physiologischen Bedingungen als Zwitterion vorliegt, ist ein
transmembranaler Ubertritt nur mit einem Transportersystem moglich. Eine Inaktivierung des
Transportes durch einen genetischen Knockout fithrt zu einem intrazelluldren Taurinmangel.
Ziel dieser Arbeit ist es gewesen herauszufinden, ob ein durch Taurintransporter-Knockout
induzierter, intrazellulirer Taurinmangel zu &#hnlich gravierenden morphologischen
Verinderungen im olfaktorischen Epithel fiihrt wie beispielsweise an der Retina (Heller-Stilb
et al., 2002) oder im Kleinhirn (Sturman, 1993). Zu diesem Zweck ist an Taurintransporter-
Knockout Méausen (taut-/-) untersucht worden, welche Auswirkungen der Taurinmangel

(1) auf das immunhistochemische Profil und

(2) auf den Umsatz der am olfaktorischen Epithel beteiligten Zelllinien hat.

1. Die qualitative histochemische Beurteilung der ORN erfolgt mit Antikorpern gegen
den neuronalen Marker OMP (Olfaktorisches Marker Protein). Die Beurteilung der
Stiitzzellen erfolgt mit Markern fiir Cytokeratin, Taurin und HSP 25. Letzteres schiitzt
als Chaperon wichtige zellulire Proteine und wird bei vermehrtem Zellstress
hochreguliert, sodass hierdurch indirekte Aussagen iiber den Zustand des OE getroffen
werden konnen. Mit dem Cytokeratinmarker lassen sich dariiber hinaus auch die HBZ
sowie die MVZ charakterisieren. Der Antikdrper gegen Taurin gibt Aufschluss iiber
die Wirksamkeit des Taurintransporter-Knockout.

2. Quantitativ wird die Zahl der OMP positiven, ausgereiften ORN und die der nur PGP
9.5 positiven, unreifen ORN ausgewertet. Aus dem Verhiltnis lassen sich
Riickschliisse iiber die Wachstumsdynamik der ORN ziehen. Weitere Informationen
werden durch die Verwendung des Proliferationsmarkers Ki-67 und des
Apoptosemarkers Caspase 3 gewonnen.

Alle Ergebnisse werden mit denen gleichartig behandelter Wildtyp-Tiere (taut+/+) verglichen

und statistisch ausgewertet.
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| 3. Material und Methoden

3.1. Herkunft und genetischer Hintergrund der Tiere

Die Herstellung, Aufzucht und Totung der Tiere erfolgte an der Klinik fiir Gastroenterologie,
Hepatologie und Infektiologie der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf (Heller-Stilb et al.,
2002).

Die Taurintransporter-Knockout Miuse (taut -/-) wurden durch homologe Rekombination
hergestellt und hatten einen gemischten genetischen Hintergrund (C57B1/6 x 129S1/Svim)J)
(Heller-Stilb et al., 2002). Wildtypméduse (taut +/+) dienten als Kontrolltiere. Das
Korpergewicht der 18 Monate alten taut -/- Tiere war, verglichen mit den gleichalten
Kontrolltieren, reduziert (etwa 30g vs. 40g Gesamtkorpergewicht; Tabelle 1 in (Heller-Stilb et
al., 2002). Die Miuse wuchsen mit einem 12-12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus auf. Beide
Gruppen erhielten die gleiche Erndhrung und bekamen Wasser ad libitum.

Die Tiere wurden entsprechend den Regeln und Richtlinien der dortigen Ethikkomission

behandelt.

Verwendete Tiere:

Alter Anzahl
3 Wochen 6 Wochen 3 Monate 18 Monate
(m/f) (m/f) (m/f) (m/f)
8 7 3 4 -
LA (3/5) (7/0) 3) (1/3)
8 13 5
TAUT +/- - 26
(4/4) (8/5) (2/3)
7 6 3 2
TAUT +/+ 18
(3/4) (5/1) (3/0) (1/1)

m =&, = Q; taut-/- = KO-Tiere, taut+/- = Heterozygote Tiere, taut+/+ = Wildtyp Tiere

3.2. Gewebeaufarbeitung und Gewinnung der Schnitte

Die mit Ether anédsthesierten Tiere wurden mit einer Losung aus 4% Paraformaldehyd
(HO(CH,0)nH) und 0,5% Glutaraldehyd (HCO(CH,);CHO) perfundiert (Heller-Stilb et al.,
2002) und anschlieend dekapitiert. Dann blieben die Kopfe fiir weitere 24 Stunden in einer

gleichartigen Losung. Diese Arbeitsschritte erfolgten in Diisseldorf.
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3.2.1. Grobzuschnitt der Proben

Nach Erhalt der in phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS) eingebetteten Kopfe sind diese
zunichst auf duBerlich erkennbare pathologische Verdnderungen oder Prédparationsschiden
hin beurteilt worden. AnschlieBend sind die Masseteren beidseits durchschnitten und die
Unterkiefer vom Schidel getrennt worden. Nach median-sagittaler Inzision zwischen den
oberen Schneidezihnen ist der Oberkiefer leicht gespreizt und die Schneidezidhne entfernt
worden. AnschlieBend ist der Schéddel im Bereich der Kalotte griindlich von Gewebe befreit
und diese anschlieBend groBriumig erdffnet worden, so dass der rostrale Anteil des GroBhirns

sowie die davor liegenden Bulbi olfactorii zur Darstellung gekommen sind.

3.2.2. Vorbereitung der Objekttriger (OT)
Zur Gewihrleistung einer guten Bindung der Schnitte an die Glasoberfliche des OT,
insbesondere bei Mikrowellenvorbehandlung, werden diese zunéchst silanisiert Punkt 9.1. (im

Anhang).

3.2.3. Entkalkung und Einbettung

Nach einer neuerlichen Spiilung in PBS sind die préiparierten Kopfe bei Raumtemperatur
groBenadaptiert fiir 6 bis 24 Stunden in 1% Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA
[((HOOCCH;),NCH,),]) dekalzifiziert worden.

Dem hat sich eine Spiilung in Aqua dest. und eine Entwédsserung in einer aufsteigenden
Ethanolreihe (Aqua dest., 40%iger-, 70%iger-, 96%iger und absoluter Alkohol)
angeschlossen.

In Gussformen sind die Priparate in sagittaler Ausrichtung orientiert, mit Paraplast verfiillt
und mit einem Wachsblocktriger versehen worden. Die sagittale Schnittfithrung hat den
Vorteil, dass sowohl das Riechepithel als auch der Bulbus olfactorius auf einem Schnitt

sichtbar gemacht werden konnen.

3.2.4. Schnitte

Fiir die immunhistochemischen Reaktionen ist eine Schnittdicke von Sum verwendet worden,
was etwa dem Querdurchmesser der im OE am hiufigsten vorkommenden Zellkerne, den
ORN und Stiitzzellen, entspricht. Hiermit ist gewéhrleistet worden, dass moglichst nur eine
Schicht der interessierenden Zellen erfasst worden ist. Dies ist insbesondere bei der spiteren
quantitativen Auswertung von Bedeutung gewesen. Die Schnitte fiir die Immunfluoreszenz

haben eine Dicke von 10-15um gehabt.
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Am Mikrotom (Jung RM 2065, Leica Instruments GmbH) ist zunidchst in sagittaler
Schnittfiihrung mit 20pum dicken Schnitten eine Annédherung bis zum beginnenden BO erfolgt.
Dies ist regelmédBig mikroskopisch durch hamatoxylingefdrbte Kontrollen tiberpriift worden.
Im Zielgebiet sind 30-60 Serienschnitte (a Sum Dicke (10-15um bei Immunfluoreszenz))
angefertigt, auf ein Wasserbad iibertragen und nach Glittung durch Erwédrmung auf die

silanisierten Objekttrager aufgezogen worden.

3.3. Himatoxylin-Fiarbung

Vor jeder Schnittserie und nach jeweils 10 weiteren Schnitten ist eine Himatoxylin-Féarbung
Punkt 9.2. (im Anhang) angefertigt worden. Somit ist sichergestellt worden, dass auch alle
Schnittserien vergleichbare Startpunkte gehabt haben. Dies ist besonders bei quantitativen

Aussagen in der Auswertung von Bedeutung gewesen.

3.4. Immunhistochemische Reaktionen

Die Rezepturen der Pufferlosungen sind unter Punkt 9.2. (im Anhang) einzusehen. Fiir die
immunhistochemischen Reaktionen ist die Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex-Methode
(ABC-Methode) angewendet worden, welche detailliert unter Punkt 9.3. (im Anhang)

beschrieben ist.

3.4.1. Antikorper
1. Antikorper MAK/ Quelle Verdiinnung 2. Antikorper / (Kit-Nr.) Vor-
PAK behandlung
Olfaktorisches Dr. F Mgrgohs, Vector laboratories, Goat .
. PAK University of . . . Mikrowelle
Markerprotein (goat) Marvland. Baltimore 1:6000 Kit, Rabbit anti Goat, 1:300, (S00W)
(OMP) & yland, ’ (PK 6104)
USA
Protein-Gen- . Dako, polyclonal, .
Produkt 9.5 (rﬂggt) Biotwend, Cologne, 1:6000 swine anti Rabbit, 1:400, Mg‘gg%‘x)l le
(PGP 9.5) Y (Ch.: 028(201))
. Dako, polyclonal,
Taurin paK | Chemicon Temecula 1 y:1000 swine anti Rabbit, 1:400, .
’ (Ch.: 028(201))
Hitzeschock- Stressgen Dako, polyclonal, .
Protein 25 (iﬁg 0 Biotechnologies, 1:1000 swine anti Rabbit, 1:400, M(ﬂg(r)(())\\x;\(;)lle
(HSP 25) Victoria, Canada (Ch.: 028(201))
. MAK (Biotinylated) anti Rat Mikrowelle
Ki-67 (Tec-3) (rat) Dako 1:10 (mouse adsorbant), Vector (800W)
laboratories, (BA 4001)
Caspase 3 MAK Tecgsglglgnggi i 1:20 Vector laboratories, Mikrowelle
(aktiv) (rabbit) M Ag}IIjS \ Y, : Rabbit Kit (800W)
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Gh.al. flbrllla.r y PAK Dako, Hamburg, .Dako,.polycl~0nal, Mikrowelle
acidic protein (rabbit) German 1:1000 swine anti Rabbit, 1:400, (S00W)
(GFAP) y (Ch.: 028(201))
PAK Dako, polyclonal,
S-100 (rabbit) Dako 1:2000 swine anti Rabbit, 1:400, Pronase
(Ch.: 028(201))
. Dako, polyclonal,
C{tzc’lg‘;;)“n (iﬁﬁ) Dako 1:500 swine anti Rabbit, 1:400, Pronase
(Ch.: 028(201))
Bindungsstellen im OE und OB und mogliche Funktionen
1.Antikorper | Olfaktorisches Epithel/ Bulbus olfactorius (BO) Mogliche Funktion Quellen
Lamina Propria
(Margolis,
Ausgereifte NZS, ORN-Endigungen in . . 1982;
OMP ORN der glomerulédren Schicht Zelldifferenzierung Baldisseri et al.,
2002)
PGP 9.5 Neuronale Zellen, NZS, periglomerulédre Zellen, Neuronenartige (Nosrat et al.,
’ Neuroendokrine Zellen | Biischelzellen, Mitralzellen Eigenschaften 2000)
(Huxtable,
Nervenfasern aus der 1992 rev.),
Kornerzellschicht und EPS Osmoregulation, Anti- (Kratskin et al
Taurin Stiitzzellen, (ORN?) bis periglomerulir oxidanz, Ausreifung 2000b) ’
(Afferente Fasern aus dem neuronalen Gewebes ’
kontralateralen Bulbus?) (Sturman, 1993
rev.)
Stiitzzellen, . . .
HSP 25 Horizontale (?) Pia mater, Endothel, Proteinreparation nach (Carr et al.,
’ Mitralzellen? Zellstress, Chaperon 2001)
Basalzellen
(Scholzen und
Ki-67 (Proliferierende) ) Marker fiir mitotische Gerdes, 2000;
Basalzellen Zellen Ohta et al.,
2000)
OHZ der Lamina Astrozyten in Intermeiidrfilament von (Mackay-Sim
GFAP ) . . und Chuah,
propria Kornerzellschicht Astrozyten
2000)
OHZ der Lamina (Yamagishi et
S-100 propria; Untergruppe OHZ der NZS - al 1%92)
der ORN? .
Cytokeratin Stiitzzellen, i neﬁiﬁﬁi felgi?ligllil Elle (Yamagishi et
(CK, Z622) Basalzellen Zellen im OF al., 1989)
Enzym des (Cowan und
Caspase 3 Apoptotische ORN - programmierten Roskams,
Zelltodes 2002)
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3.4.2. Immunfluoreszenz
In dieser Arbeit hat weiterhin die indirekte Immunfluoreszenz Verwendung gefunden. Die
Doppelimmunfluoreszenz ist verwendet worden, um zwei Antigene gleichzeitig an einem

Schnitt mit unterschiedlichen Fluorochromen nachweisen zu konnen Punkt 9.4. (im Anhang).

3.4.3. Kontrollen

Bei jedem Experiment sind Kontrollen mitgelaufen, bei denen anstelle des 1.AK nur
Pufferlosung aufgebracht worden ist. Dadurch konnte nachgewiesen werden, ob die
Peroxidasereaktion mit nachfolgender Entwicklung des Chromogens auch in Abwesenheit
eines 1.AK (also unspezifisch) abgelaufen ist. Mogliche Fehlerquellen, die zu solch einer
Reaktion gefiithrt haben konnen, sind eine nicht ausreichend geblockte endogene
Peroxidaseaktivitit (nicht bei IFL), verunreinigte OT oder eine zu lange Entwicklungszeit des
Chromogens Diaminobenzidin (DAB).

Positivkontrollen sind ebenfalls durchgefiihrt worden.

3.5. Datenerhebung

3.5.1. Qualitative Auswertung
Alle Reaktionen sind zunichst qualitativ beurteilt worden, wobei insbesondere Faktoren wie

Intensitiit und die Verteilung der Immunoreaktivitit (IR) eine wichtige Rolle gespielt haben.

3.5.2. Quantitative Auswertung

Neben der qualitativen immunhistochemischen Analyse ist eine Untersuchung zu quantitativen
Unterschieden zwischen taut+/+ und taut-/- Miusen, hier insbesondere der Zusammenhang
zwischen unreifen und ausgereiften ORN in beiden Gruppen durchgefiihrt worden. Da OMP
nur in ausgereiften ORN exprimiert wird, sind iiber eine definierte Distanz des OE OMP
positive Zellen stellvertretend fiir ausgereifte ORN und PGP 9.5-positive Zellen fiir die
Gesamtzahl der neuronalen Zellen gezdhlt worden. Die Proliferationstétigkeit ist durch

Zihlung der Ki-67-reaktiven Nuklei bestimmt worden.

Dariiber hinaus ist die Anzahl der Stiitzzellen sowie die Dicke des OE in dem definierten Areal
ermittelt worden. Bei letzterem ist hierfiir die Zahl der OMP-positiven Zellkerne in einer Sdule
des OE, das heillt diejenigen Kerne, die in einer Reihe iibereinander, senkrecht zur
Basalmembran stehen, gezidhlt worden. Die charakteristische Lage der ORN in Sédulen

(Farbman et al., 1988) spiegelt die Aktivitdt und den Reifegrad des OE wieder.

27



Um das Probenmaterial optimal zu nutzen, ist eine paramedian-sagittale Schnittfiihrung
gewidhlt worden, die die Nasenmuscheln und den Bulbus olfactorius gleichzeitig zur
Darstellung gebracht hat. Dariiber hinaus ist es bei der gewéhlten Schnittfithrung moglich
gewesen, den Verlauf der Nervenfaserbiindel und deren Durchgang durch die Lamina cribrosa

zu erfassen.

Die dargestellten Ebenen der in dieser Arbeit verwendeten (sagittalen) Schnittfiihrung
entsprechen annihernd den senkrecht dazu stehenden koronaren Ebenen 4 bis 6 in der
Darstellung nach Weiler und Farbman (1997). Von der sagittalen Ebene ausgehend,
unterscheidet man drei Areale der Nasenhohle: den dorsalen, den mittleren und den ventralen
Bereich (Abb. 1). Nach Liebich (1975) entspricht der dorsale Bereich den Nasenmuscheln I
und II nahe dem Knochen des Nasenbeins, der mittlere Bereich den Muscheln II und IIT und

der ventrale Bereich den Nasenmuscheln III und IV nahe dem knochernen Gaumen.

Aus diesen Betrachtungen geht hervor, dass in dieser Arbeit eher medial gelegene

Nasenmuscheln einbezogen worden sind.

Ubersicht der Quantitativ ausgewerteten Untersuchungen:

. n (taut-/-) | n (taut+/+; taut+/-) gezeigt in
Beschreibung Srimaleli [ Strecke des OE (um) b
OE Dicke: Anzahl der Schichten 7/4 11/6 3 Kolumnen gezhlt Abbildung 2
der OMP-pos. Zellen im OE 100 pm
Co-Lokalisation: Anzahl der 2/2 3/3 450 Abbildung 6
PGP 9.5 vs. OMP-pos. Zellen
Anzahl der OMP-pos. Zellen /4 11/6 100 Abbildung 1
Proliferation: Anzahl der Ki-67 8/4 8/7 500 Abbildung 3
pos. Zellen
Anzahl der Stiitzzellen 74 11/6 100 Abbildung 7
Caspase 3 6 9 Ganzschnitt Abbildung 5

jung = 3/10 Wochen alte Tiere, alt = 18 Monate alte Tiere; taut-/- = KO-Tiere, taut+/- = Heterozygote Tiere,

taut+/+ = Wildtyp Tiere
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3.5.2.1. Zihlregime

Alle Zihlungen sind mit Hilfe des computergestiitzten morphometrischen Analysesystems
ANALYSIS (Miinster, Deutschland) durchgefiihrt worden. Die Schnitte sind auf einem
Olympus BX 60 F5 Mikroskop mit Plan-Apo-Objektiven (Vergroerungen von 20- bis 60-

fach), welches mit einer CCD-Kamera verbunden ist, fotografiert und ausgewertet worden.

Insgesamt ist angestrebt worden, Zdhlungen nur in geraden, gleichmifBig dicken Abschnitten
des olfaktorischen Epithels durchzufiihren. Der konvex gebogene Ubergangsbereich von einer
Nasenmuschel zur nichsten nahe der Lamina cribrosa ist gemieden worden, da das Epithel dort

eine schwankende Dicke aufweist (Weiler und Farbman, 1998).

Stiitzzellen, sowie junge und ausgereifte ORN sind in getrennten Gruppen ausgezihlt und
anhand ihrer charakteristischen Lage im OE, der Form und Grofe des Kerns sowie des
perinukledren Zytoplasmas (Stiitzzellen) und ihrer spezifischen immunhistochemischen

Charakteristika (OMP und PGP 9.5 bei ORN) identifiziert worden.

Im Gegensatz zu der Epitheldickenbestimmung durch hédufige Messungen iiber sehr lange
Bereiche des OE (Weiler und Farbman, 1998), ist hier die unter Punkt 3.5.2. beschriebene
Zihlung der Kerne pro Sédule durchgefiihrt worden, da hierdurch Mittelungs- und Zihlfehler,

die durch tangential geschnittenes OE entstehen konnen, minimiert werden.

Um das Problem des tangential angeschnittenen OE und die daraus resultierende Fehlerquelle
bei der Bestimmung der Zellzahl so gering wie moglich zu halten, haben die ausgezihlten

Bereiche des OE folgende Kriterien zu erfiillen gehabt:

1.) Strikt longitudinaler Verlauf des OE und parallel zur Schnittebene verlaufende Saulen, d.h.

ein ORN-Zellkern sollte genau iiber dem anderen stehen.

2.) Das supranukledre Zytoplasma der Stiitzzellen sollte immer eine gleiche Dicke zwischen

apikalem Pol des Zellkerns und der Zelloberflidche aufweisen.

3.) Die basalen Zellfortsitze der OMP- oder PGP 9.5-positiven Zellen sollten bis zur

Basalmembran verfolgbar sein.

Bei der Schnittdicke von 5 pm ist nur jeder dritte Schnitt einer Serie ausgezihlt worden. Durch
dieses 10 um dicke Intervall ist eine Doppelzdhlung von Kernen, die in zwei benachbarten

Schnitten zur Darstellung kommen, vermieden worden.

Abhingig von der zu bestimmenden Zellart ist iiber die auszuzihlenden Bilder ein Zihlrahmen

von 100 bis 500 um Linge gelegt worden. Die Zahlung ist an drei Schnitten pro Tier, jeweils
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in jeder der drei oben beschriebenen Bereiche (dorsaler-, mittlerer- und ventraler Bereich)
wiederholt und anschlieBend gemittelt worden.

Das Geschlecht der Tiere ist nicht beriicksichtigt worden, da aus Untersuchungen von Weiler
und Farbman (1997) bekannt war, dass es zwar signifikante Geschlechtsunterschiede
beziiglich des Korpergewichtes und der Wachstumsgeschwindigkeit der Tiere gab, jedoch

keine Unterschiede hinsichtlich der Wachstumsparameter des OE.

3.5.2.2. Korrektur der Rohdaten

Um nicht filschlicherweise angeschnittene, nicht zur betrachteten Schicht gehorige, Zellkerne
zu erfassen, sind die gewonnenen Rohdaten durch die Formel nach Abercrombie (1946) wie
folgt korrigiert worden: es gilt die Gleichung Nc=Nr x CF, wobei N¢ die korrigierte Zellzahl,
Nr die Rohzellzahl und CF der Abercrombie Korrekturfaktor CF=t/(t+D) ist. Bei letzterem
steht t fiir die Schnittdicke (in um; hier 5 pm) und D fiir den Durchmesser der Zellkerne (in
pm; z.B. ORN-Kerne: D = 5 um). Daraus folgt CF=5/(5+5)=0.5 und somit Nc=Ng x 0.5. Mit
Hilfe des ANALYSIS-Systems sind fiir jede Maus und jede der interessierenden
Zellpopulationen 40 Kerndurchmesser bestimmt und gemittelt worden, um einen moglichst

exakten Wert fiir D zu erhalten.

Zur Bestimmung des Durchmessers der Zellkerne bei OMP-positiven Zellen sind die
benachbarten Hadmatoxylin-Schnitte genutzt worden, da die OMP-Reaktivitit nicht nur den
Kern selbst, sondern auch das perinukledre Kompartiment erfasst und somit eine saubere

Feststellung des Kerndurchmessers auf diesem Weg nicht moglich gewesen wiire.

3.5.2.3. Statistik

Die Ergebnisse sind mit SPSS V.11 (SPSS Inc., Chicago, Ill., USA) statistisch ausgewertet
worden. Es erfolgt eine deskriptive Statistik und Varianzanalyse. Zusitzlich werden, wenn
sinnvoll, T-Tests fiir gepaarte oder ungepaarte Stichproben durchgefiihrt. Das
Signifikanzniveau liegt bei p<0.05.
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4. Ergebnisse

In der paramedian-sagittalen Schnittfithrung (Abb. 1) sind die Lagebeziehungen des
olfaktorischen Epithels (OE) der Nasenmuscheln und des Bulbus olfactorius (BO) gut

nachvollziehbar.

Abb. 1: Olfaktorisches System der Maus: Paramedian sagittale Ubersicht. Olfaktorisches Epithel (OE), Bulbus (OB),
akzessorischer Bulbus olfactorius (AOB) und Glomeruli (Pfeile). Ebenen des OE: dorsaler Bereich (A), mittlerer Bereich
(B), ventraler Bereich (C), Wurzeln der Nasenmuscheln (I-IV). MaBstab: 1mm
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4.1. Immunbhistochemie

4.1.1. Olfaktorisches Markerprotein (OMP)

OMP wird in ausgereiften ORN, deren Axonen und den Glomeruli des BO exprimiert. Wie in
(Abb. 2 a, b) dargestellt, zeigt sich die hochste OMP-Immunoreaktivitdt (IR) im mittleren
Drittel des OE, wo sich die Perikarya der ausgereiften ORN befinden.

taut+/+ taut-/-
*W’)“’ LT L IR )e&“;ei}*i
) )‘ *”\, ' r)'

Abb. 2a, b): IR von OMP positiven Perikarya im OE von taut+/+ (a) und taut-/- (b) Miusen. Kein morphologischer
Unterschied. Gut sichtbar werden die ORN im mittleren Drittel des OE. MaBstab: a,b: 20 pm

Die Ergebnisse zeigen keine qualitativen Unterschiede der OMP-Reaktion zwischen taut+/+

und taut-/- Miusen (Abb. 2 a, b).

Morphologisch handelt es sich bet ORN um bipolare Zellen.
Ihre apikal entspringenden Dendriten (D) lassen sich durch die
palisadenartig angeordnete Reihe von Stiitzzellkernen bis zum
dendritischen Knopf (DK) an der Schleimhautoberfliche der
Nasenhohle verfolgen. Am basalen Pol der ORN-Kerne
entspringen die Axone (A), deren Verlauf in Richtung

Basalmembran sichtbar wird (Abb. 2 ¢).

Abb. 2 ¢): IR von OMP-positiven Perikarya im OE. MaBstab: 10 um
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Die Axone formieren sich in der darunter
liegenden Lamina propria zu groBeren
Nervenfaserstrdngen und  passieren  in
mehreren Biindeln die Lamina cribrosa (LC).
Die Gesamtheit dieser Axonbiindel bilden die
Nervi olfactorii (NO). Schlielich tauchen die
ORN-Axone in die Nervenzellschicht (NZS)

des Bulbus olfactorius ein. Bis auf die

markierten Glomeruli zeigt der Bulbus keine Abb. 2 d): Nervenfaserbiindel der Nervi olfactorii (NO),

C e . beim Durchtritt durch die Lamina cribrosa (LC) bis zur
OMP-Reaktivitit (Abbﬂdung 2 d)' Nervenzellschicht (NZS) des OB; Kontakt des NO mit

den Glomeruli (G) des OB. MaBstab: 100 um

Anschlieend wird die Anzahl der OMP-reaktiven Perikarya von Knockout und Wildtyp-
Tieren getrennt nach Altersgruppen verglichen (Abb. 3). Es erfolgt die statistische
Auswertung der einzelnen Bereiche der Nasenhohle (ds.B., mt.B., vt.B.). Hier ergibt sich kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Jungtiergruppen (p = 0.36).
Gleiches gilt fiir die Gruppen der alten Tiere (p = 0.2), jedoch haben die taut-/- Tiere

tendenziell weniger OMP-positive Perikarya.

IOMP- positive Zellen pro 100 um OF

p=0.36 p=0.20
1 [ ] [taut-/-] jung
120 - [ ] [(taut+/+)(taut+/-)] jung
1 = B ((taut+/+)(taut+/-)] alt
] T
1 A - T B [taut/] ale
80 u
. M, SEM,
1 n [(taut+/+)(taut+/-)] = 17
7] n [taut-/-] =11
0 | | |
ds.B. mt.B. vt.B. ds.B. mt.B. vt. B.

|Abb. 3): Dorsaler Bereich (ds.B.), Mittlerer Bereich (mt.B.), Ventraler Bereich (vt.B.)I
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Der Vergleich der Schichtdicken, der in einer Sdule iibereinander liegenden OMP- positiven
Perikarya, zwischen taut-/- Tieren und taut+/+ Tieren erreicht nicht das Signifikanzniveau
(Abb. 4; p = 0.06). Es zeigt sich jedoch eine deutliche Tendenz, dass taut-/- Miuse weniger

OMP- positive Zellen aufweisen.

Schichten iibereinander liegender OMP positiver Perikaya im OF]

p=0.064

6 N [taut-/-] alt
B [(taut+/+)(taut+/-)] alt
4
M, SEM,
| n [(taut+/+)(taut+/-)] = 17
21 n [taut-/-] = 11
0 _
ds. B. mt. B. vt B.

|Abb. 4): Dorsaler Bereich (ds.B.), Mittlerer Bereich (mt.B.), Ventraler Bereich (vt.B.)|

4.1.2. Protein-Gen-Produkt 9.5 (PGP 9.5)
In der (Abb. 5.1) wird die Verteilung des panneuronalen Markers PGP 9.5 im OE und BO
dargestellt.

[Abb. 5.1): PGP 9.5 IR einer taut+/+ Maus, paramedian-sagittal, Ubersicht mit OE und BO|
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PGP 9.5 reagiert sowohl bei taut-/- als auch bei taut+/+ Maéidusen unabhingig vom
Entwicklungsstadium mit allen ORN. Auch bei diesem Marker kommen die Perikarya, die
Axone und die Dendriten mit den apikal gelegenen dendritischen Knopfen und deren Zilien
zur Darstellung (Abb. 5.2 a, b).

Die Untersuchungen zeigen keine qualitativen Unterschiede der PGP 9.5-Reaktion zwischen

taut+/+ und taut-/- Méusen.

taut+/+

VI NGO s
JEpew e

Abb. 5.2 a, b): PGP 9.5 IR von 3 Wochen alten taut+/+ (a) und taut-/- (b) Miusen. Es werden sowohl unreife (basales
Drittel des OE) als auch reife ORN (mittleres Drittel des OE) dargestellt. Dazwischen kommen die Gidnge der Bowman-
Driisen (B) zur Darstellung (PGP 9.5 negativ). In der Lamina propria verlaufen Nervenfaserbiindel (N). MaBstab: a,b: 20um

Im Unterschied zu OMP zeigt sich eine deutliche Reaktivitdt im basalen Drittel des OE, wo
die unreifen Formen der ORN liegen. Auffillig ist dabei, dass diese basale Reaktivitit nahe

der Ubergangszone zum respiratorischen Epithel besonders intensiv ist (nicht dargestellt).

Bei 10 Wochen alten taut-/- Tieren zeichnen
sich einige suprabasal gelegene Zellen ab, die
erheblich stirker mit dem PGP 9.5-Antikorper
reagierten (Abb. 5.2 c).

In der Lamina propria reagiert der PGP 9.5-
Antikorper mit den Biindeln der Nervi olfactorii

(Abb. 5.2 a, b).

Abb. 5.2 ¢): Bei 10 Wochen alten taut-/- Mausen
zeigten sich basal ovoide bis kugelige Perikarya, die
eine erheblich stiarkere PGP 9.5-IR aufweisen als die
iibrigen Zellen. MaBstab: ¢: 20um
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Im BO lassen sich mit dem PGP 9.5-Antikorper neben den Endigungen der ORN-Axone in
der glomeruldren Schicht (Abb. 5.2 f) auch das Zytoplasma und die Fortsitze der Biischel-
und der Mitralzellen darstellen. Letztere zeigen im perinukledren Zytoplasma eine aufféllige
Vakuolisierung, die tendenziell bei taut-/- Médusen prominenter ausgepriagt zu sein scheint, als

bei den Kontrolltieren (Abb. 5.2 d, e).

taut+/+

Abb. 5.2 d): Bulbus olfactorius: Mitralzellen bei taut+/+
und e) faut-/- Tieren. Auffillig sind Vakuolen im Bereich
des perinukledren Zytoplasmas, die erheblich stidrker bei
taut-/- Mausen ausgeprégt sind als bei den Kontrolltieren.
Mabstab: d,e: 20um;

f): Architektur des BO: (NZS) Nervenzellschicht, (G)
Glomeruli, (EPS) externe plexiforme Schicht, (M)
Mitralzellen, (IPS) interne plexiforme Schicht/ Korner-
zellschicht; MaBstab: f: 100um

4.1.3. Taurin

Olfaktorisches Epithel:

Im OE von taut+/+ Miusen (Abb. 6 a) und heterozygoten Tieren (taut+/-, nicht gezeigt)
reagieren besonders das supranukledre Zytoplasma sowie die basalen Fullfortsdtze der
Stiitzzellen mit dem Antikorper gegen Taurin. Stiitzzellen von taut-/- Médusen (Abb. 6 b)
werden fast nicht durch den Taurin-AK markiert.

Bulbus olfactorius:

In der Externen Plexiformen Schicht des BO zehn Wochen alter taut+/+ Tiere zeigen sich
verschiedene Taurin-reaktive Fasern, welche offensichtlich in Kontakt zu den
periglomeruldren Zellen stehen (Abb. 6 c, e). Die Perikarya der BO-Neurone sind nicht

reaktiv.
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taut+/+

Abb. 6): Taurin-Immunoreaktivitit (IR) im OE (a,b) und BO (c, d, e, f).

a) Intensive IR in Stiitzzellen (S) der faut+/+ Mause im supranukledren Zytoplasma und in FuBfortsdtzen nahe der
Basalmembran. ORN stellen sich Taurin-frei dar. b) Taurin-IR in Stiitzzellen der rauz-/- Tiere ist gering.

¢) Die Glomeruli (G) des BO sind von den Perikarya der periglomerulédren Zellen umgeben. Zwischen diesen ranken zarte
Taurin- positive Fasern, die bei faut-/- Mausen in d) nicht sichtbar sind. MaBstab: a-d, 20um

e) Bei 10 Wochen alten faut+/+ Maiusen sind in der Externen plexiformen Schicht des BO Taurin- positive Fasern
sichtbar, die bis zu den periglomerulidren Zellen ziehen. Die beschriebenen Fasern waren bei jiingeren taut +/+ Tieren und
taut-/- Varianten f) nicht sichtbar. MaBstab: e, f, 100um
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4.1.4. Hitzeschock-Protein 25 (HSP 25)

In taut+/+ Mdusen verteilt sich die HSP 25-Reaktivitdt hauptsdchlich auf die supranukledren
Anteile des Zytoplasmas der Stiitzzellen und deren basale Fortsitze, sowie auf die Basalzellen
(Abb. 7 a). Eine dhnliche Konfiguration ist bei taut-/- Tieren sichtbar, jedoch ist die HSP 25-
Reaktivitit auf einer deutlich ldngern Distanz des OE besonders in den mittleren Anteilen der
Stiitzzellen und deren FuBlfortsitze stirker als bei den Kontrolltieren (Abb. 7 b).

Eine Besonderheit zeigt das Epithel um den lateralen oberen Nasengang. Hier hort das
beschriebene Verteilungsmuster unabhingig vom Taurintransporter-Status abrupt auf.
Lediglich einige Basalzellen bleiben positiv (Abb. 7 c, d).

Im BO beschrinkt sich die HSP 25-Reaktivitit auf die Pia Mater und das Endothel von
Blutgefidfen (Abb. 7 e).

taut+/+

Abb. 7): HSP 25- IR im OE von taut+/+ (a) und taut-/- (b-e).
a) Stiitzzellen in taut+/+ Tieren zeigen eine unterschiedlich starke
Reaktivitit fiir den HSP25 AK.

b) Taut-/- Méuse zeigen insgesamt eine stirkere und, auf die gesamte
Epithelhohe bezogen, homogenere Reaktivitit als taut+/+ Tiere.

¢) Im OE um die Nasenmuschel I beschrinkt sich die Reaktivitit auf basale
Zellen und zeigt sich kaum in Stiitzzellen [* in ¢) — Vergroferung d)].

d) Ausschnitt aus ¢) das OE auf der Oberseite der Nasenmuschel I (rechts)
ist deutlich weniger reaktiv als das OE der Unterseite (links).

e) Im BO reagiert HSP 25 mit dem Endothel (E) und der Pia mater (PM);
Glomeruli (G)

Mabfstab: a, b: 20um; ¢: 1mm; d: 200pm
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4.1.5. Ki-67

Im OE von taut-/- Miusen finden sich die reaktiven Perikarya vorrangig basal und vereinzelt
im oberen Drittel des OE. Im unteren Drittel liegen die Kerne der markierten Zellen hdufig in
Gruppen, dhnlich einem Cluster, entlang der Basalmembran nebeneinander (Abb. 9 b, d).
Zwar zeigt sich im Vergleich dazu im Epithel von taut+/+ Tieren ein gleiches
Verteilungsmuster, jedoch war die Anzahl der markierten Perikarya deutlich geringer. Bei den
beiden Gruppen alter Tiere gibt es sowohl bei taut-/- als auch bei taut+/+ Méiusen im
Vergleich zu den beiden jungen Gruppen weniger Ki-67 positive Zellen. Die alten taut-/-
Tiere weisen allerdings signifikant mehr Ki-67 positive Zellen verglichen mit den alten

taut+/+ Tieren auf (Abb. 8; p = 0.018).

‘KI—67 positive Zellen pro 500 pm OE‘

30 p=0.20 p=0.018
|:| [taut-/-] jung
1 1 . 1 [ [(tauts/+)(taut+/-)] jung
20- ! T T B [cauces/- are
B (ot /+)(taut/)] alt
] * * *
10
n [(taut+/+)(taut+/-)] = 14
] n [taut-/-] = 12
0 | |
vtB. mtB. ds.B. vt.B. mt.B. ds.B.

|Abb. 8): Dorsaler Bereich (ds.B.), Mittlerer Bereich (mt.B.), Ventraler Bereich (vt.B.)|
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Abb. 9): KI-67 IR in taut+/+ (a,c) und taut-/- (b,d) Midusen. UngleichméBige Verteilung der reaktiven Zellen in Haufen
(Clustern, Pfeile in b). Insgesamt ist die Dichte an KI-67 positiven Zellen in taut-/- Mausen (b) hoher als bei den
Kontrolltieren. Die KI-67 Reaktivitdt beschriankt sich zumeist auf das basale Kompartiment des OE, wahrscheinlich
proliferierende Basalzellen. Einige KI-67 positive Perikarya liegen apikal und konnten zu den Stiitzzellen gehoren.

Masstab: a, b: 200um; ¢, d: 20um

4.1.6. Caspase 3

Die Caspase-reaktiven Zellen verteilen sich sowohl bei den Knockout Tieren als auch bei den
Kontrollen scheinbar zufillig tiber das gesamte OE. Dabei ist keine Bevorzugung des basalen
Bereiches im OE, wie es bei den KI-67 positiven Zellen zu beobachten ist, zu erkennen.

Dariiber hinaus ldsst sich auch keine clusterartige Haufung von reaktiven Zellen nachweisen.
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Abb. 10): Caspase 3 IR in taut+/+ Méusen (a) und in taut-/- Tieren (b). MaBstab: a, b: 20 pm

Eine wichtige Frage bei der statistischen Auswertung der funktionellen Marker, wie Ki-67 fiir

proliferierende Zellen und Caspase-3 fiir apoptotische Zellen, ist, ob sich in den

Untersuchungen eine Korrelation zwischen Wachstum und Apoptose herstellen ldsst. In der

(Abb. 11) sind die Anzahl Ki-67 positiver Zellen mit der Anzahl Caspase 3 positiver Zellen

eines Tieres korreliert. Mit der Darstellung in Form einer Punktwolke lésst sich ein positiver

linearer Zusammenhang zwischen den beiden Variablen feststellen. Dies gilt fiir alle drei

Bereiche des OE. Es erfolgt keine Unterscheidung zwischen taut+/+ und taut-/- Tieren.
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[Abb. 11): positiver linearer Zusammenhang zwischen der Anzahl Ki-67 positiver und Caspase 3 positiver Zellen im OE]
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Zur Klidrung der Frage, ob es einen Unterschied beziiglich der Anzahl apoptotischer Zellen
zwischen taut+/+ Miusen und taut-/- Tieren gibt, ist eine statistische Auswertung der Anzahl
Caspase 3-positiver Zellen pro sagittalem Schnitt durchgefiihrt worden. Es zeigt sich sowohl
in den beiden Gruppen junger als auch in den beiden Gruppen alter Tiere, dass taut-/- Tiere

signifikant mehr Caspase 3-positive Zellen aufweisen als taut+/+ Tiere (Abb. 12).

\Caspase 3 positive Zellen\

p=0.017

60

T ] [taut-/-] jung

I:l [taut+/+] [taut+/-] jung
40 — - [taut-/-] alt
T B (tauc/+] [taut/] alt
20 * M, SEM,
n [taut+/+] [taut+/-] =9
N n [taut-/-] = 6
0
jung alt

|Abb. 12): Caspase 3 positive Zellen pro sagittalem Schnitt OE.|
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4.1.7. Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP)

In der Lamina propria ist GFAP immunhistochemisch in den Biindeln der Nervi olfactorii
nachweisbar. Die Intensitit ist jedoch deutlich geringer ausgepragt als bei den Astrozyten des
BO (Abb. 13 d). In Astrozyten kommt GFAP vorwiegend perinucledr und in deren
FuBfortsdtzen vor. Letztere legen sich an die Kapillaren des BO an und begleiten deren
Verlauf (Abb. 13 d).

Die Ergebnisse ergeben keinen Gruppenunterschied.

Abb. 13): GFAP IR im BO von taut+/+ (a) und taut-/- Mausen (b-d).

(¢) Nervenfaserverlauf (N) in der Lamina propria, beim Durchtritt durch die Lamina cribrosa (Lc¢) und am Ubergang
zur Nervenzellschicht (NZS) des BO. (d): Fuifortsitze der Astrozyten (A) umschliefen Gefile (V) im BO.
Mabstab: a-c: 100 pum, d: 20 pm
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4.1.8. Cytokeratin (CK, Z622)

Der Zytokeratinantikorper Z622 markiert die Zytokeratine (CK) 5, 6, 8, 18 mit den
entsprechenden Molekulargewichten von 58, 56, 45 und 52,5 KD (Moll et al., 1982).

Der Cytokeratin-AK bindet an basal liegende Zellen des OE und an Stiitzzellen. Dariiber
hinaus befinden sich zwischen den Stiitzzellen vereinzelt intensiver markierte Zellen, die
morphologisch zur Gruppe der MVZ zu rechnen sind (Pfeile in Abb. 14 b). Unter den
Basalzellen fallen horizontale Basalzellen (HBZ) auf, da sie eine intensive perinucleédre
Reaktivitit bieten (Holbrook et al., 1995; Schwob, 2002 rev.). Die ORN sind CK- negativ
(Abb. 14 a, b).

Die Ergebnisse ergeben keine qualitativen Unterschiede zwischen Kontroll-Tieren und

Knockout Miusen.

taut+/+

Abb. 14): CK-IR im OE.

(a) Horizontale Basalzellen (HBZ) und Stiitzzellen (S).
(b) Microvillus Zellen (MVZ);

(¢) markiertes Epithel eines Ausfithrungsganges (BD)
sowie eine Bowman-Driise (BG).

(d) CK Verteilung in der OE Ubersicht, Paramedian-
sagittale Schnittfiihrung der Nasenhohle.
Mabstab: a-c: 20 pm;
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4.1.9. Co-Lokalisation von OMP und PGP 9.5

Im Folgenden ist eine Doppelinkubation der AK gegen OMP und PGP 9.5 durchgefiihrt
worden (Abb. 16). Da sowohl OMP, als auch PGP 9.5 in ausgereiften ORN zu erkennen
gewesen sind, ist eine Co-Lokalisation mit einer orangefarbenen Fluoreszenz zu erwarten
gewesen. In unreifen ORN ist jedoch nur das PGP 9.5 und nicht das OMP exprimiert worden.
Mit einer quantitativen Auswertung der nur PGP 9.5- positiven, rot fluoreszierenden, ORN
hat somit die Moglichkeit bestanden herauszufinden, ob die Zahl der unreifen ORN in taut-/-
Miusen gegeniiber den Kontrollen erhoht oder vermindert ist.

Die Ergebnisse haben eine Co-Lokalisation von OMP und PGP 9.5 in den ausgereiften ORN
gezeigt. Eine alleinige Reaktivitdt fir PGP 9.5 ist in der suprabasalen Schicht des OE
nachzuweisen gewesen. Dort liegen die unreifen Formen der ORN.

Taut-/- Miuse haben signifikant mehr unreife, nur PGP 9.5- positive ORN als taut+/+ Méuse
(p < 0,01; Abb. 15). Ein qualitativer Unterschied zwischen den Knockout Tieren und den
Kontrollen hinsichtlich der Morphologie und Verteilung der ausgereiften ORN ist nicht
feststellbar gewesen. Es hat sich jedoch bei den PGP 9.5- positiven unreifen ORN der schon
in Punkt 4.1.2 (Abb. 5.2 c¢) beschriebene Effekt gezeigt, dass ein Teil dieser Zellen erheblich

starker PGP 9.5 reaktiv ist als die anderen unreifen ORN.

PGP 9.5- positive Zellen|

p<0.01
100
* - [taut-/-]
80 B (et (tauto)]
60
n [taut+/+] =4
40 n [taut-/-] =6
*
20
0 —
Junge Tiere Alte Tiere

Abb. 15): Unreife ORN (nur PGP 9.5- positive) gezihlt auf einer Distanz von 450 um des OF]
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taut+/+

Abb. 16): Die Zahl der ausschlieBlich PGP 9.5- reaktiven unreifen ORN ist in der Gruppe der alten Tiere (18 Monate) bei
taut-/- (c) Méusen gegeniiber taut+/+ (d) signifikant erhoht gewesen (Abb. 15; p < 0.01). Dieses Ergebnis hat sich in allen
Bereichen des OE gezeigt. Mafistab: a,b 20 um; ¢,d 100 pum;
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4.1.10. Zihlung der Stiitzzellen

In den Vorversuchen hat sich gezeigt, dass taut-/- Miduse mehr unreife ORN aufweisen als
Kontrolltiere. Bei den ausgereiften ORN ist dieses Verhiltnis zugunsten der Kontrolltiere
verschoben. Daher hat sich die Frage ergeben, ob die unreifen ORN der taut-/- Tiere
apoptotisch geworden sind oder sich in Richtung einer anderen Zelllinie weiter entwickeln.
Hierfiir ist eine Zdhlung der Stiitzzellen auf einer Distanz von 100 um des OE durchgefiihrt
worden. Dies ist sowohl fiir die beiden Gruppen der jungen Tiere als auch fiir die beiden
Gruppen der alten Tiere geschehen.

Es hat sich gezeigt, dass die alten taut+/+ Mduse signifikant mehr Stiitzzellen als die taut-/-
Tiere aufweisen. Bei den beiden Gruppen der jungen Tiere haben die Kontrollen tendenziell

mehr Stiitzzellen als Knock-out Miuse.

Zihlung der Stiitzzellen auf einer Distanz von 100 um des OFE|

p=0.55 p=0.011
T T II . . ] [taut-/-]jung
= N |:| [(taut+/+)(taut+/-)]jung
] . [taut-/-]alt
- B [(taut+/+)(taut+/-)alt
| M,SEM,
4 n [(taut+/+)(taut+/-)] = 17
| n [taut-/-] =11
0 T T
vt.B. mt.B. ds.B. vt.B. mt.B. ds.B.

|Abb. 17): Dorsaler Bereich (ds.B.), Mittlerer Bereich (mt.B.), Ventraler Bereich (vt.B.)|
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| 5. Diskussion

Das Olfaktorische Epithel ist einzigartig im Zentralnervensystem, da es zeitlebens die
Fahigkeit zur Regeneration der Olfaktorischen Rezeptor-Neurone (ORN) besitzt. Ihre mittlere
Lebensspanne wird mit 1 bis 3 Monaten angegeben (Farbman, 2000). Dabei befinden sich die
unreifen ORN im unteren, Basalmembran- nahen Drittel des OE, wo sie sich aus Neuronen-
kompetenten Vorlduferzellen differenzieren (Greer, 1991). Zu diesen als multipotent
angesehenen Vorlduferzellen zdhlen die HBZ (Leung et al., 2007 und Iwai et al., 2008). Sie
konnen sowohl Stiitzzellen, ORN, als auch sich selbst hervorbringen. Altere, weiter
ausgereifte Formen der ORN liegen im mittleren bis oberen Drittel des OE. Im Fall einer
Schiadigung der ORN oder der Nervi olfalctorii kommt ein beschleunigter
Regenerationsprozess zustande. Dieser erfolgt mit einem Ersatz der untergegangenen
Neurone, Wiederherstellung der epithelialen Integritit, Aussprossung von Axonen und deren
nachfolgender Kontaktaufnahme zum BO (Schwob, 2002).
Da Taurin eine Schliisselrolle in der neuronalen Differenzierung spielt und in hoher
Konzentration im OE und BO vorkommt (Sturman, 1993), liegt die Frage nahe, welche
Verinderungen sich aus einem Taurindefizit im OE und BO ergeben.
Die Inaktivierung der zellmembranstindigen Taurintransporter (TAUT-1 und TAUT-2) im
transgenen Mausmodell (taut-/-) spiegelt sich in einer schweren retinalen Degeneration mit
Erblindung wieder. Zudem zeigen sich Plasmahypotaurinimie, verminderte Taurinspiegel
verschiedener Gewebe (Heller-Stilb et al., 2002), eine erhebliche Beeintrichtigung der
Skelettmuskelfunktion (Warskulat et al.,, 2004) und iiberdurchschnittlicher renaler
Taurinverlust (Huang et al., 2005). TAUT gehort zu einer Gruppe von Neurotransmitter-
Transportern (Schloss et al., 1994), die mutmalBlich am regulierten Ubertritt von Taurin in
bestimmte Untereinheiten des ZNS wie das Striatum und den Hippocampus beteiligt sind
(Sergeeva et al., 2003).
Die Beeintriachtigung der Funktionsfahigkeit des Olfaktorischen Systems konnte direkt mit
folgenden Veridnderungen in Verbindung gebracht werden:

1.) Taurinmangel in den Stiitzzellen

2.) erhohte Zellproliferation in taut-/- Miusen als Kompensationsversuch des OE.
Olfaktometrisch konnten Witt et al. (2004) nachweisen, dass das OE von
taut-/- Tieren im Vergleich zu taut+/+ Tieren eine verminderte Potentialantwort auf

chemische Stimuli generiert. Diese an supravitalem olfaktorischem Gewebe durchgefiihrten

48



Untersuchungen unterstiitzen die Vermutung der funktionellen Beeintrichtigung des OE

durch Taurinmangel.

5.1. Erhohte Proliferationsaktivitiit bei taut-/- Tieren

Die vorliegenden Daten deuten auf eine veridnderte Zelldynamik im OE und eine alterierte
Antwort auf Zellstress (z.B. nach chemischen Stimuli) hin. Die signifikant erhthte Zahl
unreifer ORN in taut-/- Tieren zeigt eine verstédrkte Teilungsaktivitit im OE.

Die proliferative Aktivitdt ist mit einem Antikorper gegen KI-67 nachgewiesen worden,
einem Epitop, welches nur in den proliferativen Phasen des Zellzyklus (G(1); S; G(2);
Mitose) exprimiert wird. Dariiber hinaus hat KI-67 eine sehr kurze Halbwertszeit, was es zu
einem spezifischen Proliferationsmarker macht (Scholzen und Gerdes, 2000).

Unabhiéngig vom Taurintransporterstatus ist die Zahl der Ki-67 positiven Zellen bei alten
Tieren niedriger als bei jungen Tieren. Im Vergleich zeigen die taut-/- Tiere mehr
proliferierende Zellen als die taut+/+ Tiere. In der Gruppe der alten Tiere wurde dieser
Unterschied signifikant (Abb. 8, p=0,018). Dies ist hinweisend auf eine mit zunehmendem

Alter abnehmende Kompensationsfihigkeit des Taurinmangels im OE.

Zur Unterscheidung ausgereifter Formen der ORN von ihren Vorstufen ist eine
Doppelimmunfluoreszenz-Technik angewandt worden. Hierbei sind die reifen ORN durch
den OMP-Marker erfasst worden, wihrend die Gesamtheit des intraepithelialen neuronalen
Gewebes durch PGP 9.5-Marker (Gong, 2001; Getchell et al., 2002; Witt et al., 2002)
dargestellt worden ist. Die Subpopulation der noch nicht ausgereiften, weiter basal gelegenen
ORN ist PGP 9.5-, jedoch nicht OMP- reaktiv gewesen. Diese Zellpopulation entspricht der
Gruppe der Anti-GAP 43 positiven Zellen bei Verhaagen et al. (1990). Vermutlich ist die
signifikant erhohte Proliferationsaktivitit dieser unreifen ORN der taut-/- Mdiuse eine
Strategie, den Mangel an intra- oder extrazellulirem Taurin auszugleichen. Aufgrund des
Verlustes der protektiven Eigenschaften des Taurins vor oxidativem Zellstress (Huxtable,
1992) oder Exzitotoxizitit (El Idrissi und Trenkner, 1999) wird moglicherweise ein
gesteigerter Zellersatz der ORN notwendig.

Sowohl bei taut+/+ als auch bei taut-/- Tieren lédsst sich histochemisch nahezu kein Taurin in
den ORN nachweisen. Daraus ergibt sich, dass die ORN in taut-/- Méusen nicht direkt durch
den Taurinmangel beeintrdchtigt werden, sondern mittelbar durch die Verdnderungen in der
Homdoostase ihrer Umgebung im OE. Da die Unterschiede der Taurinreaktivitit im

Gruppenvergleich in den Stiitzzellen besonders ausgeprigt sind, ist davon auszugehen, dass
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Storungen der Stiitzzellfunktion zu einer Beeinflussung der Proliferationsaktivitit der ORN

beitragen.

Weiterhin ist die Proliferationsaktivitdt in Bezug auf die drei Ebenen (unten, Mitte, oben) des

OE untersucht worden. Die auffillige, verstirkte Teilungsaktivitit der unreifen ORN im

suprabasalen Kompartiment hat jedoch nicht zu einer konsekutiven Zunahme der Zellzahl der

weiter apikal gelegenen, ausgereiften ORN gefiihrt. Sie beschrinkt sich offensichtlich
weitgehend auf die basal lokalisierten, nur PGP 9.5-reaktiven ORN- Vorldufer. Da bei den

Untersuchungen an taut-/- Tieren eher eine verminderte Zellzahl der ausgereiften (OMP-

positiven) ORN und konsekutiv eine tendenzielle Erniedrigung der Epithelhthe nachweisbar

gewesen ist, sind folgende Moglichkeiten zu diskutieren:

1.) Die Vorlaufer gelangen nicht zur weiteren Differenzierung und werden in einer Vorstufe
arretiert.

2.) Die Zellen gehen in die Apoptose iiber. Die Apoptose als mogliche Erkldrung ist die
vorherrschende Form des zellulidren Abbaus, sowohl wihrend der Embryonalentwicklung
(Cowan und Roskams, 2002), als auch bei erwachsenen Tieren (Magrassi und Graziadei,
1995). Mabhalik (1996) hat apoptotische (TUNEL-positive) Zellen wihrend aller Phasen
der Entwicklung des OE nachgewiesen. Die Untersuchungsergebnisse zeigen
altersunabhiingig, dass taut-/- Miuse signifikant mehr apoptotische Zellen im OE
aufweisen als taut+/+ Tiere. Eine sichere Zuordnung der apoptotischen Zellen zu einer
bestimmten Zelllinie ist aufgrund der diffusen Verteilung im OE sowie dem Fehlen
wichtiger morphologischer Charakterisierungsmerkmale im Bereich der Somata der
apoptotischen Zellen nicht moglich. Ubereinstimmend mit der Literatur ist auch in
vorliegender Untersuchung die epitheliale Dicke des OE unverindert geblieben, was ein
weiterer Hinweis fiir diese Hypothese ist.

3.) Es konnte eine vermehrte Differenzierung sehr frither Formen von ORN-Vorldufern in
Richtung der Stiitzzellen stattfinden. Ein solcher Differenzierungszweig ist bereits am
Tiermodell nach Methylbromid - Lision des OE nachgewiesen worden (Huard et al.,
1998; Schwob, 2002). Derzeit liegen in der Literatur noch keine Daten vor, die eine
Korrelation zwischen Basalzell- und Stiitzzellproliferation in postnatalen Tieren
beschreiben. Unabhingig von einer Epithelschddigung ist davon auszugehen, dass der
Differenzierungsweg aus HBZ vorwiegend zur normalen Stiitzzellpopulation beitrigt
(Leung et al., 2007 und Iwai et al., 2008). Die vorliegenden Ergebnisse zeigen jedoch
einen signifikanten Riickgang der Stiitzzellpopulation in der Gruppe der alten taut-/- Tiere

(18 Monate), welcher in der Vergleichsgruppe der jungen Tiere nicht nachweisbar ist.
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Dies fithrt zu der Schlussfolgerung, dass sich der Prozentsatz an ausreifenden ORN-
Vorldufern mit zunehmendem Alter unter dem Einfluss des Taurinmangels bei taut-/-
Tieren verringert. Hierfiir sprechen die oben angefiihrte, signifikant verringerte
Stiitzzellpopulation sowie die tendenziell verminderte Zahl der ausgereiften, OMP-

positiven ORN in der Gruppe der alten taut-/- Mause.

Es ist davon auszugehen, dass es durch Taurinmangel zu einer Storung der Homdoostase des
OE mit einer erhohten Apoptoserate olfaktorischer Zellen kommt. Dies fiihrt iiber
Autoregulationsmechanismen zu einer gesteigerten Proliferation, um den bendotigten
Zellersatz zu gewihrleisten. Mit zunehmendem Alter der Tiere scheint dieser Zellersatz

aufgrund der oben angefiihrten Befunde ineffektiver zu werden.

5.2. Hitzeschock-Protein 25

Neben der Fihigkeit zur kontinuierlichen Erneuerung neuronaler Zellen zeichnet das OE eine
weitere Besonderheit aus: den direkten Kontakt des ZNS via ORN mit der Aulenwelt. Man
kann annehmen, dass das OE aus diesem Grund iiber einen besonderen Schutz gegeniiber
Xenobiotika und Giftstoffen verfiigen muss. Tatsichlich besitzen die Stiitzzellen einen hoch
entwickelten Enzymbesatz (Ding und Dahl, 2003).

Das Hitze-Schock Protein 25 (HSP 25) ist eine nagerspezifische Variante aus der Gruppe der
kleinen Hitze-Schock-Proteine (Jacob et al., 1993), welches als molekulares Chaperon
fungiert und exponierte Proteine in Phasen erhohten zelluldren Stresses schiitzt (Morimoto,
1998). Zugleich wirkt es an der Reparatur der exponierten Proteine mit. Die Verfiigbarkeit des
in hoher Konzentration im OE vorkommenden, antioxidativ wirkenden Glutathions wird zum
Beispiel durch HSP 25 noch gesteigert (Kirstein et al., 1991). In Ubereinstimmung mit
Ergebnissen von Carr et al. (2001) ist in dieser Untersuchung gezeigt worden, dass
ausschlieBlich die Stiitzzellen und deren basale FuBfortsitze eine deutliche Reaktivitit
gegeniiber dem Anti-HSP 25-Antikorper aufweisen. Die ORN sind den Xenobiotika ebenso
wie die Stiitzzellen ausgesetzt, weisen jedoch unter physiologischen Bedingungen keinen
derartigen Schutzmechanismus im Sinne einer Hochregulierung von Hitze-Schock-Proteinen
auf. Da Stiitzzellen im Gegensatz zu den ORN unter physiologischen Bedingungen kaum
einem kontinuierlichen Zellersatz unterliegen (Weiler und Farbman, 1997), erscheint es
sinnvoll, diese integralen Bestandteile zur Aufrechterhaltung der Homoostase im OE vor

Proteinschiden wirksam zu schiitzen. Zudem folgern Carr et al. (2001), dass es fiir den
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Organismus energetisch giinstiger ist, die ohnehin kurzlebigeren ORN auszutauschen, statt sie
aufwendig zu reparieren.

Die Expression des HSP 25 im OE unterscheidet sich deutlich von der der groeren Hitze-
Schock-Proteine (Carr et al., 2001). So beschrinkt sich beispielsweise seine Reaktivitit auf
die Stiitzzellen und deren basale Fulifortsidtze, Bowman-Driisen erscheinen jedoch HSP 25
frei. Eine entsprechende Verteilung biotransformierender Enzyme in Stiitzzellen findet sich in
der dorsomedialen Region der Nasenhohle (Miyawaki et al., 1996; Skabo et al., 1997).

Bei Ratten, die experimentell von Riechstoffen abgeschirmt worden sind, ist eine HSP 25-
Reaktivitit nur in Basalzellen des OE nachgewiesen worden. Nach Limonendl-Exposition ist
die HSP 25-Reaktivitidt auch in Stiitzzellen nachweisbar geworden und hat an Intensitit
entsprechend der Konzentration des Riechstoffes zugenommen, was der Aktivierung eines
Schutzmechanismus als Reaktion auf den erhohten Zellstress zugerechnet wird (Carr et al.,
2001).

Die vorliegende Untersuchung hat bei taut-/- Miusen im Vergleich zu taut+/+ Tieren eine
deutlich verstiarkte HSP 25-Reaktivitit ergeben. Dies zeigt sich besonders im mittleren Drittel
des OE sowie im Bereich der Fullfortsidtze (Abb. 7 a, b). Wahrscheinlich sind die Stiitzzellen
der taut-/- Tiere auch ohne einem Zellstress durch Riechstoffe ausgesetzt zu sein auf eine
vermehrte Aktivierung anderer Schutzmechanismen angewiesen, da die zytoprotektive

Wirkung des Taurins fehlt.

5.3. Zytokeratine

Die starke Zytokeratinreaktivitit der HBZ hat ebenso wie die unter Punkt 1.1.4) erwihnten
retroviralen Abstammungsuntersuchungen in der Vergangenheit zu der Ansicht beigetragen,
dass die GBZ, welche ebenso wenig Zytokeratin wie die ORN exprimieren, deren direkte
Vorldufer sind (Yamagishi et al., 1989; Caggiano et al., 1994; Schwob, 2002 rev.; Chen et al.,
2004).

Wie Daten von Carter et al. (2004) angedeutet und gegenwirtige Untersuchungen von Leung
et al. (2007) und Iwai et al. (2008) untermauert haben, liegt der Ursprung der kontinuierlichen
Regeneration des OE auf der Ebene der HBZ. Eine massive Proliferationstitigkeit ist jedoch
nur nach gravierenden Epithelschiden zu erwarten, andernfalls scheint die Teilungsaktivitit
der GBZ auszureichen um den physiologischen Zellersatz zu gewihrleisten. Da in dieser
Arbeit am OE keine Epithelldsionen induziert worden sind konnte dies erkldren, weshalb
keine Gruppenunterschiede beziiglich der basalen Zytokeratinreaktivitit festgestellt worden

sind.
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5.4. Olfaktorische Gliazellen

Die olfaktorischen Gliazellen helfen einerseits, dem neu aussprossenden Axon eines ORN
seinen Weg zum Bulbus olfactorius zu finden und haben andererseits eine wichtige Funktion
beim programmierten Zelltod der ORN (Mackay-Sim und Chuah 2000; Au und Roskams
2003). Der Anti-GFAP-AK, der das saure Gliafaser-Protein (glial fibrillary acidic protein,
GFAP) der Gliazellen und der Astrozyten des BO markiert, zeigt in beiden genetischen
Varianten der Miuse keine Gruppenunterschiede. Zwar sind in dieser Arbeit keine speziellen
neurotrophen Faktoren und deren Rezeptoren untersucht worden, doch erscheinen durch
Taurinmangel induzierte Verdnderungen im Gliagewebe aufgrund der fehlenden Unterschiede

eher unwahrscheinlich.

5.5. Die Rolle des Taurins im Nervensystem
Im OE und BO heranwachsender Ratten finden sich sehr hohe Taurinkonzentrationen, welche
sogar die der klassischen Ubertriigerstoffe im ZNS Glutamat und GABA iibertreffen (Collins,
1974; Margolis, 1974; Banay-Schwartz et al., 1989; Ross et al., 1995). Dies legt die Annahme
nahe, dass es einen Zusammenhang zwischen der kontinuierlichen Neurogenese im OE und
Taurin geben konnte (Maar et al., 1995). Vieles weist darauf hin, dass die spezifischen, unter
Punkt 1.5 beschriebenen Eigenschaften der Aminosulfonsdure Taurin, wie beispielsweise die
Beeinflussung der elektrischen Aktivitit des aussprossenden Axons wihrend der Neurogenese
den kontinuierlichen Ersatz olfaktorischer Rezeptorneurone erst ermoglichen. In der Retina
beispielsweise spielt Taurin eine wichtige Rolle in der Differenzierung und dem Wachstum
der retinalen Rezeptorneurone (Altshuler et al., 1993) und unterstiitzt deren Migration (Moran
et al., 1996). Weiterhin fiihrt ein intrazelluldrer Taurinmangel bei Ratten, Médusen und Katzen
zu einem gravierenden Untergang retinaler Strukturen und Erblindung. Die bei der Geburt
morphologisch weitgehend unauffillige Retina von taut-/- Miusen zeigt im Bereich der
duBeren und inneren Photorezeptorsegmente eine beginnende Degeneration, die im Verlauf
von 1-2 Monaten die gesamten Retina erfasst, sodass die lichtmikroskopisch normalerweise
klar abgrenzbare Schichtung der Retina aufgehoben wird (Sturman, 1993; Heller-Stilb et al.,
2002).
Die vorliegenden Ergebnisse zeigen keine so tief greifende morphologische Verdnderungen
im OE und BO von taut-/- Miusen, die denen des retinalen Untergangs vergleichbar wiren
(Heller-Stilb et al., 2002). Dies kann in dreierlei Weise interpretiert werden:

1.) Taurin spielt im OE und BO keine derart entscheidende Rolle, wie es in der Retina der

Fall ist, oder
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2.) das OE und der BO besitzen zumindest teilweise die Fihigkeit, einen Taurinmangel zu
kompensieren.
3.) Olfaktorische Epithelzellen konnen im Gegensatz zu Photorezeptorzellen ausgetauscht
werden.

Eine andere denkbare Moglichkeit ist, dass zumindest kleine Mengen von Taurin im OE bzw.
BO selbst gebildet werden und so eine gewisse Unabhidngigkeit von der extrazelluldren
Zufuhr tiber den Taurintransporter besteht. Dies ist fiir einige Zellen der neuronalen Linie
sowie fiir Stiitzzellen vorstellbar. Die vorliegenden Daten weisen darauf hin, dass das OE
zumindest bei sehr jungen Miusen den Taurinmangel zeitweise tolerieren oder kompensieren
kann, da die Auswirkungen auf die proliferativen Parameter des OE im Vergleich zu taut+/+
Tieren erst einige Zeit spiter manifest werden.
Zu diskutieren ist, ob die Verdnderungen ihren Ursprung im Bereich des OE oder des BO
haben.
Fir das OE sprechen die deutlichen Unterschiede in den proliferativen Eigenschaften
zwischen taut+/+ und taut-/- Tieren. Die mutmaBlich durch Taurinmangel der Stiitzzellen
hervorgerufene Dysbalance der Homoostase des OE induziert vermutlich eine gesteigerte
Expression von HSP 25 in den Stiitzzellen, was darauf hinweist, dass Stiitzzellen den durch
Taurinmangel vermehrt entstehenden Zellstress anderweitig kompensieren miissen. Zudem
sind die gemittelten Generatorpotentiale des OE, die nach olfaktorischer Stimulation
aufgetreten sind, bei taut-/- Méusen deutlich kleiner sind als bei Wildtyptieren (Witt et al.,
2004).
Fiir ursidchliche Verdnderungen im Bereich des BO spricht der hohe Gehalt an Taurin in
Synapsen des BO von taut+/+ Méusen, was auf eine moglicherweise entscheidende Rolle bei
der Informationsiibertragung an Synapsen hinweist (Lopez-Colome und Pasantes-Morales,
1981; Kamisaki et al., 1996). Zudem senkt Taurin die Erregbarkeit von Mitralzellen, die
wesentliche Bestandteile der olfaktorischen Signalverarbeitung sind. Taurin hat jedoch
offenbar keinen Einfluss auf die Aktivitidt der kurzen Interneurone im BO der Ratte (Belluzzi
et al., 2004). Auch wenn histologisch und immunhistochemisch bis auf den fehlenden
Taurinnachweis in den Interneuronen und afferenten Projektionen sowie die in (Abb. 7.2 d, e)
dargestellte vermehrte Vakuolisierung im perinukledren Zytoplasma der Mitralzellen bei taut-
/- Miusen keine weiteren Unterschiede zwischen den beiden Gruppen festgestellt worden ist,
lasst sich eine funktionelle Beeintrdachtigung vermuten.
Eine genauere Analyse mit Zdhlung der Glomeruli, Biischel- und Mitralzellen sowie

morphometrische Untersuchungen am Bulbus olfactorius stehen noch aus.
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Abschlielend stellt sich die Frage, ob Taurin dhnlich den anderen kleinen Aminosduren auch
in den ORN vorkommt oder nicht. Margolis et al. (1974) haben gezeigt, dass der Gehalt
anderer kleiner Aminosduren, z.B. Carnosin, nach Durchtrennung der ORN-Axone zum BO
bzw. nach Bulbektomie im OE dramatisch abgefallen ist. Dieser Effekt bleibt jedoch fiir
Taurin aus. Aus diesem Grund ist gefolgert worden, dass sich Taurin nicht in den ORN
befindet. Dem gegeniiber haben Didier et al. (1994) eine Immunoreaktivitdt fiir Taurin in der
Nervenzellschicht des BO von Ratten nachgewiesen. Moglicherweise iiberdeckt die kréftige
Taurin-Immunoreaktivitit der Stiitzzellen im OE in der vorliegenden Untersuchung eine

etwaige diskrete Markierung der ORN.

5.6. Zusammenfassung

An einem Taurintransporter-Knockout-Modell der Maus wurde untersucht, ob Taurinmangel
zu morphologischen oder immunhistochemisch nachweisbaren Verdnderungen an der
Riechschleimhaut fiihrt.

In Wildtypen (taut+/+) und Heterozygoten Tieren (taut+/-) befindet sich Taurin in hoher
Konzentration in Stiitzzellen des OE sowie in afferenten Nervenfasern des BO. Da
Taurintransporter-Knockout-Méuse (taut-/-) aufgrund  der  Inaktivierung  des
Taurintransporters nahezu kein Taurin mehr aus dem Extrazellulirraum in die Zellen
aufnehmen konnen, zeigen sie eine drastisch reduzierte Reaktivitit fiir den Anti-Taurin-AK.
Offensichtliche morphologische Veridnderungen des OE sowie des BO von taut-/- Tieren sind
nicht nachzuweisen, jedoch zeigen taut-/- Miuse im OE eine signifikant erhohte
Proliferationstitigkeit sowie eine gesteigerte Apoptose. Zudem weisen die 18 Monate alten
Tiere eine signifikante Verringerung der Stiitzzellpopulation und eine tendenzielle Minderung
der Anzahl der ausgereiften ORN auf. Dariiber hinaus ist HSP 25, welches in Situationen
zelluldren Stresses hochreguliert wird, in taut-/- Méusen deutlich stiarker exprimiert.

Aus den Ergebnissen lésst sich schlussfolgern, dass Taurin im OE eine wichtige Rolle beim
Schutz vor Zellstress spielt. So ist in dieser Studie nachgewiesen worden, dass Stiitzzellen
aufgrund des Verlustes der Taurinwirkung nun andere zytoprotektive Systeme, wie das HSP
25-System, hochregulieren. Dieser Versuch erscheint jedoch insbesondere bei élteren Tieren
als nicht ausreichend, wie die signifikant erhohte Proliferations- und Apoptoserate im OE
zeigt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit untermauern das Zusammenspiels und die gegenseitige

Einflussnahme von Stiitzzellen und ORN.
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| 6. Methodenkritik

1.)

2)

Laut Heller-Stilb et al. (2002) wird der Tauringehalt in primiren Fibroblasten durch die
Inaktivierung des Taurintransportergens um 98% reduziert. Ahnliche Ergebnisse sind fiir
Skelett- und Herzmuskelzellen mit 97% Reduktion gefunden worden. Demgegeniiber ist
der Tauringehalt in Leberzellen, bei denen eine endogene Taurinproduktion bekannt ist,
nur um 74% reduziert. Bei ORN herrscht, wie unter Punkt 5.5) zu sehen, noch eine
kontroverse Diskussion, ob und wenn in welchem MaBle ORN beféhigt sind, selbst Taurin
zu synthetisieren. Wire dies der Fall, so miisste davon ausgegangen werden, dass die
Experimente nicht das gesamte Ausmal} der Schiddigung durch den Taurinmangel erfassen
konnen. Wie zuvor diskutiert, ist keine Taurin-IR in ORN oder in der NZS des BO
nachgewiesen worden.

Die Ergebnisse zeigen beziiglich des immunhistochemischen Reaktionsmusters keine
Unterschiede zwischen taut+/+ - und taut+/- Miusen. Insbesondere bei der Taurin-IR sind
keine Unterschiede festzustellen. Daher sind die Wildtyptiere und die Heterozygoten zur
Erhohung der Fallzahl in einer Gruppe zusammengefasst worden. Hierdurch konnte sich
dhnlich wie bei dem erstgenannten Punkt eine Verringerung der Unterschiede zwischen

(taut-/-) und [(taut+/+)(taut+/-)] ergeben.
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| 7. Thesen der Arbeit

1.) Taurin spielt eine wichtige Rolle bei der zelluldren Homoostase im Olfaktorischen Epithel
der Maus. In Stiitzzellen des OE von taut-/- Miusen findet sich im Vergleich zu den

Kontrolltieren nahezu keine Taurin-IR.

2.) Taurin wirkt tiber den Taurin-Hypotaurin-Weg zytoprotektiv. Dies ist insbesondere im OE
von grofler Bedeutung, da hier ein direkter Kontakt des ZNS via ORN mit der Aulenwelt

besteht und das OE stiéndig Riechstoffen und Xenobiotika ausgesetzt ist.

3.) Fillt die schiitzende Wirkung durch einen Taurinmangel weg, miissen vermehrt andere
zytoprotektive Systeme wie z.B. das HSP 25-System aktiviert werden. Da diese den
Verlust der schiitzenden Taurinwirkung nur partiell kompensieren konnen, kommt es
reaktiv zu einer erhohten Apoptose und zu einer vermehrten zelluldren Proliferation im

OE.

4.) Der Kompensationsweg iiber eine erhohte zelluldre Proliferation wird jedoch mit
zunehmendem Alter der taut-/- Mause insuffizient, da sowohl die Zahl der ORN als auch
die der Stiitzzellen, welche sich zu einem Teil aus der neuronalen Entwicklungsreihe

differenzieren, im OE abnimmit.

5.) Signifikante morphologische Unterschiede im OE von taut-/- und taut+/+ Médusen im
Sinne einer Degeneration bei taut-/- Tieren, wie sie an der Retina auftreten stellen sich
nicht dar. Dies ldsst sich zum einen durch die hohe Kompensationsfihigkeit des OE
mittels gesteigertem Zellersatz und zum anderen durch die bis jetzt nicht sicher

ausgeschlossene endogene Taurinsynthese in den ORN erkléren.

6.) Die vorliegenden Ergebnisse weisen darauf hin, dass Taurinmangel zu einer Veridnderung
der fiir die Weiterleitung der olfaktorischen Information wichtigen Mitralzellen des BO
fiihrt. Im Gruppenvergleich zeigen sich bei taut-/- Miusen eine vermehrte Vakuolisierung
im perinukledren Zytoplasma. Dies kann auf eine beginnende Zelldegradation hinweisen.

Gezielte Untersuchungen am BO werden zur Klédrung dieser Frage notig sein.
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| 9. Anhang

9.1. Silanisierung

1.) Alle im Folgenden beschriebenen Arbeitsgénge erfolgen in den entsprechenden Losungen auf einem
Magnetriihrer (Heidolph Magnetrithrer MR 3002 G).

2.) Die trockenen OT (Hecht-Assistent, Typ ELKA 2406/1) werden zunéchst fiir 1 min. in eine 70%ige
Ethanollosung gestellt. Dieser Schritt dient der Entfernung von Fett und anderen oberfldchlichen
Verunreinigungen.

3.) Einminiitiges Einstellen der OT in 10%ige Losung aus (3-Aminopropyl)triethoxysilan
[H,N(CH,)3Si(OC,Hs);5] (FLUKA Chemika; MW. 221.37 g/mol) in Aceton [CH;COCHj;] (Merck, pro
analysi; MW. 58.08 g/mol).

4.) Zwei einminiitige Spiilungen in Aceton
Drei einminiitige Spiilungen in Aqua dest.

5.) AbschlieBend folgt eine 24 Stunden wihrende Trocknungsphase bei 37°C im Brutschrank (Heraeus

Instruments GmbH, Kelvitron t).

9.2. Gebrauchslosungen

Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS Puffer ) (0.01 Mol/l):
1.) 27.2g 0.2 molares KH,PO, (Merck, pro analysi, Kaliumhydrogenphosphat, MW. 136.09g/mol) in 11 0.9%
physiologische Kochsalzlosung (Merck, 0.9% NaCl, 54g auf 61 Aqua dest.)
2.) 71.2g 0.2 molares Na,HPO,e2H,O (Merck, pro analysi, Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat,
MW. 177.99g/mol) in 21 0.9% phys. Kochsalzlésung
3.) pH-Bereich zwischen 7.2 — 7.4

Zitratpuffer (0.01 Mol/l):
1.) 15ml 0.1 molar CsHgO7eH,O (Merck, Pro Analysi, Zitronensiure-Monohydrat, MW. 210.14g/mol)
2.) 85ml 0.1 molar C¢HsNa3;O,e2H,0O (Merck, Pro Analysi, Trinatriumcitrat-Dihydrat, MW. 294.1g/mol)
3.) 15ml aus 1.) + 85ml aus 2.) + 900ml Aqua dest.

Hamalaun nach Mayer:
1.) 1g C¢H 406 (Merck, Himatoxylin, MW. 302.29g/mol) auf 11 Aqua dest.
2.) + 0.2g NaJos (Riedel-deHaén, Natriumjodat, MW. 197.89g/mol)
3.) + 50g KAI(SO,4),012H,0 (Merck, Kalium-Aluminium-Alaun)
4.) + 50g Chloralhydrat (Merck, Abfiillung)
5.) + lgkristallisierte Zitronensdure (Merck, Abfiillung)
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9.3. Immunhistochemie: Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (ABC-Methode)

1)

2)

3)

4)

5.)

6.)

7))

8.)

Zunichst werden die ausgewdhlten Schnitte entparaffiniert. Hierzu werden sie dreimal in Xylol
[CsH4(CHj3),] eingestellt und dann in einer absteigend konzentrierten Ethanolreihe (96% - 40%) bis
zum Aqua dest. gespiilt.

Bei der anschlieBenden Vorbehandlung kochen die Schnitte entweder 10 Minuten in Citratpuffer (0.05
Mol/L, pH 6) bei 800 W in der Mikrowelle oder inkubieren 15 Minuten mit 5% Pronase bei 37°C im
Brutschrank. Diese Verfahren erhohen durch Aufbrechen von Bindungen die freien Epitope, an denen
die spiter aufgebrachten Erst-Antikorper binden konnen (Taylor et al., 1994).

Im folgenden Schritt wird die Aktivitdt der endogenen Peroxidasen durch eine 30 Minuten dauernde
Inkubation mit 3% Wasserstoffperoxid [H,O,] gehemmt.

Inkubation der OT fiir 5 Minuten in einem PBS-Bad, welchem 1% Triton X-100 zur Reduktion der
Oberflichenspannung hinzu gegeben wird. Um jeden Schnitt (3 pro OT) wird mit einem Fettstift ein
Kreis gezogen. Somit kann der auf den Schnitt getropfte Antikorper (AK) nicht davon flieBen. Dies ist
insbesondere wichtig, wenn die auf einem OT vereinten Schnitte eine unterschiedliche Behandlung
erfahren.

Inkubation der Schnitte mit Erstantikorper (1.AK) gelost in 1% bovinem Serum Albumin (BSA)-PBS.
Pro Schnitt wird eine Menge von ca. 80 ul Erstantikdrperlosung verwendet, um sicher zu stellen, dass
der gesamte Schnitt ausreichend benetzt ist und sich somit keine Areale ohne 1.AK bilden. Die
Inkubationszeit des 1.AK betrdgt 1 Stunde bei 37°C.

Dreimaliges Spiilen mit PBS. Es folgen zwei fiinfminiitige Bider im PBS-Puffer. Etwaige noch nicht
auf dem Priparat an Epitope (Antigen) gebundene 1.AK konnen so entfernt werden.

Danach werden die Schnitte mit je 80 pl des 2.AK iiberschichtet und bei Raumtemperatur fiir 45
Minuten inkubiert. An den 2.AK ist das Vitamin Biotin gebunden. Nach einem neuerlichen Spiilzyklus
gibt man den gebrauchsfertigen Avidin-Biotin-Peroxidase-Complex entsprechend Dosierungsanleitung
auf die Schnitte und lédsst diesen erneut fiir 45 Minuten bei Raumtemperatur ruhen. Es folgt eine
abschlieende Spiilung mit PBS.

Zuletzt wird mit H,O, aktiviertes, auf 1:10 mit PBS verdiinntes DAB (3,3"Diamino-
benzidintetrahydrochloriddihydrat) als Chromogen auf die Schnitte getrdufelt. Die Entwicklungszeit ist
abhingig von der Priparatgrole und —Dicke, sowie von Gewebe- und Antikorpereigenschaften und
liegt zwischen 2 und 5 Minuten. Da der gewiinschte Antikorper nur Teilbereiche des Priparates
markiert, firbt man zur besseren Orientierung fiir wenige Sekunden mit Himatoxylin gegen.
Anschliefend durchlaufen die Schnitte eine aufsteigende Alkoholreihe bis zum Xylol und konnen dann

mit DPX (Dermic-Paraxylen, FLUKA Chemie AG, Buchs, Schweiz) eingedeckelt werden.
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9.4. Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz erfolgt in Co-Lokalisationen von OMP und HSP 25 sowie OMP und PGP 9.5:

1.)

2.)

3.)

4)

5.)

6.)

Die Arbeitsschritte 1 und 2 gleichen denen der immunhistochemischen Bearbeitung. Die
Inkubationskammer, in der die OT wihrend der Inkubationsphasen liegen, muss jedoch aus Licht- und UV-
undurchlidssigem Material bestehen.

Nach Spiilen in PBS fiir 5 Minuten und Umranden der Schnitte auf dem Objekttriger mit einem Fettstift
wird der gewiinschte erste 1.AK auf die Schnitte pipettiert und anschlieBend fiir 1 Stunde bei 37°C im
Brutschrank inkubiert.

Nach einer kurzen Spiilung in PBS (max. 2.5 Minuten) werden der erste 2.AK (FITC, Donkey anti Goat,
1:100) aufgetragen. Es erfolgt eine weitere einstiindige Inkubationsphase bei 37°C.

Nach einer weiteren Spiilung in PBS wird der zweite 1.AK auf die Schnitte pipettiert und anschlieBend fiir 1
Stunde bei 37°C inkubiert.

Daran schlief3t sich eine weitere Spiilung an, wonach der zweite 2.AK (Texas Red, Goat anti Rabbit, 1:100)
aufgebracht wird. Eine letzte Inkubationsphase von 1 Stunde bei 37°C folgt.

Nach neuerlicher kurzer Spiilung mit PBS konnen die Schnitte mit Gelatine (Dabko) eingedeckelt werden.

Die Lagerung erfolgt lichtgeschiitzt und kiihl.

9.5. Abkiirzungsverzeichnis

A 1.) Axon; 2.) Astrozyt

ABC Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex

ACII Adenylatcyclase II1

AK Antikorper

AOB akzessorischer Bulbus olfactorius

ATP Adenosintrisphosphats

B/BG Bowman-Driisen

BD Ausfiihrungsgang der Bowman-Driisen

BO Bulbus olfactorius

BSA Bovines Serum Albumin

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

CF Abercrombie Korrekturfaktor

cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat

CK Cytokeratin

CNG zyklische Nukleotid-abhingige Kationen-Kanéle
CSAD cysteine sulfinic acid decarboxylase

D 1.) Durchmesser in um; 2.) Dendrit

DAB 3,3 ’Diamino-benzidintetrahydrochloriddihydrat
DK dendritischer Knopf
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E Endothel

EPS externe plexiforme Schicht
G Glomerulus

GAP-43 Growth associated protein of 43-kDa molecular weight
GBZ Globose Basalzellen

GFAP Glial Fibrillary Acidic Protein
GTP Guanosintrisphosphat

HBZ Horizontale Basalzellen

HSP 25 Hitzeschockprotein 25

IFL Immunfluoreszenz

IP; Inositol-1-4-5-trisphosphat
IPS interne plexiforme Schicht
IR Immunoreaktivitéit

KD Kilo Dalton

Ki 67 Ki 67 (Clone Tec-3)

KOH Kaliumhydroxid

LC Lamina cribrosa

M Mitralzellen

MAK Monoklonaler Antikdrper
MeBr Methylbromid

MVZ Mikrovillus-Zellen

N Nervenfasern

Nc korrigierte Zellzahl

Ngn-1 Neurogenin 1

NO Nervi olfactorii

Nr Rohzellzahl

NSE Neuronenspezifische Enolase
NZS Nervenzellschicht

OE Olfactorisches Epithel

OHZ Olfaktorische Hiillzellen
OMP Olfaktorisches Markerprotein
ON Olfaktorischer Nerv

OR Geruchsrezeptoren

ORN Olfaktorische Rezeptorneurone
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oT Objekttriager

PAK Polyklonaler Antikorper

PBS Phosphat gepufferter Kochsalzlosung
PGP 9.5 Protein-Gen-Produkt

PGZ Periglomeruldre Zellen

PM Pia mater

S Stiitzzellen

SUS-1 Stiitzzellspezifischer Marker 1

SUS-4 Stiitzzellspezifischer Marker 4

taut -/- (KO) Taurintransporter-Knockout Méuse
taut +/- (HT) Heterozygote Miuse

taut +/+ (WT) Wildtyp Miuse

\Y% Gefil

ZNS Zentralnervensystem
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