Aus dem Institut fur Anatomie und Zellbiologie

der Universitat Wirzburg

Vorstand: Professor Dr. med. Detlev Drenckhahn

Ciliary neurotrophic factor (CNTF)
Im olfaktorischen System

von Ratten und Mausen

Inaugural - Dissertation
zur Erlangung der Doktorwirde
der Medizinischen Fakultat
der

Bayerischen Julius-Maximilians-Universitat zu Wurzburg

vorgelegt von
Tobias Langenhan

aus Zella-Mehlis

Wirzburg, Oktober 2004



Referent: Professor Dr. med. Esther Asan
Koreferent: Professor Dr. med. Michael Sendtner

Dekan: Professor Dr. med. Georg Ertl

Tag der mundlichen Prifung: 02.12.2005

Der Promovend ist Arzt.



Fir meine Mutter



1 Einleitung

1.1 Das olfaktorische System

111
1.1.2
1.13
114

Allgemeine Vorbemerkungen
Bestandteile des Geruchssystems
Funktionelle Aspekte der Geruchsperzeption

Regenerative Vorgange der primaren Geruchsbahn

1.2 Neurotrophe Faktoren

1.2.1
1.2.2

3.1 Tiere
3.1.1
3.1.2
3.1.3

Allgemeine Vorbemerkungen

Der cilidgre neurotrophe Faktor (CNTF)

Fragestellung

Material und Methoden

Ratten
Wildtyp(CNTF+/+)- und CNTF-Gen-Knockout(CNTF—/-)- Mause
CNTF-Gen/LIF-Gen-Doppelknockout(CNTF/LIF-KO)-Mause

3.2 Narkose der Versuchtiere

3.3 Lasion des olfaktorischen Epithels

3.3.1
3.3.2

Genehmigung des Tierversuchsvorhabens

Lasion des olfaktorisches Epithels mit Triton X-100

3.4 Gewebepraparation

341
3.4.2
3.4.3
3.4.4
3.4.5

Natives Gewebe

Gefriertrocknung und Eponeinbettung
Perfusion

Whole-mount-Praparation

Herstellung der Gewebeschnitte

3.5 Immunhistochemie

35.1
3.5.2
353
3.54

Priméarantikrper
Sekundarantikorper
Immunhistochemisches Protokoll fir LM: Einfachmarkierung

Immunhistochemisches Protokoll fir LM: Doppelmarkierung

D W N -

(e¢]

10

20

22

22
22
22
23

23

24
24
24

25
25
25
26
27
27

28
28
29
30
32



3.5.5 Immunhistochemisches Protokoll fir EM: Einfachmarkierung 32

3.5.6 Immunhistochemisches Protokoll fiir FM: Einfach- und Doppelmarkierung 33

3.5.7 Immunhistochemisches Protokoll fiir Semidunnschnitte 34
3.5.8 Kontrollen 34
3.5.9 Weitere Farbereagenzien 34
3.5.10 Mikroskope 35
3.5.11 Kameras 35

3.6 Dreidimensionale Computerrekonstruktion der Bulbi olfactorii von Mausen und

Ratten 36
3.6.1 Histologisches Protokoll 36
3.6.2 Auswahl der Schnitte 37
3.6.3 Digitalfotografie 37
3.6.4 Bildnachbearbeitung mit Adobe® Photoshop® 5.0 38
3.6.5 Rekonstruktion mit Amira® 3.1 38
4 Ergebnisse 42

4.1 CNTF-Immundetektion: Einflul von Antikdrperherkunft, Gewebevorbehandlung

und Detektionsmethode 42
4.1.1 CNTF-Detektion bei Ratten 42
4.1.2 CNTF-Detektion bei Mausen 43
4.2 Olfaktorisches Epithel und Fila olfactoria 43
4.2.1 Immunhistochemie bei Ratten 43
4.2.2 Immunhistochemie bei Mausen 46
4.3 Vomeronasalepithel 48
4.3.1 Immunhistochemie bei Ratten und Mausen 48
4.4 Bulbus olfactorius 48
4.4.1 Immunhistochemie bei Ratten 48
4.4.2 Immunhistochemie bei Mausen 53
4.5 Bulbus olfactorius accessorius 54
4.5.1 Immunhistochemie bei Ratten und Mausen 54



5 Diskussion 69

5.1 Vergleich mit friheren Studien Gber CNTF im olfaktorischen System 69
5.2 Methodische Erwagungen 70
5.3 CNTF in olfaktorischen Ensheathingzellen 71
5.3.1 Subzellulare Lokalisation von CNTF in Ensheathingzellen 72
5.4 CNTF in olfaktorischen Neuronen 74
5.4.1 Neuronale Lokalisation von CNTF im Riechepithel 74

5.4.2 Untersuchungen zu méglichen Assoziationen zwischen CNTF-Ir und
spezifischen Lebensphasen von reifen ON 75

5.4.3 Untersuchungen zur Lokalisation der CNTF-Ir in bestimmten Subpopulationen

von ON 79

5.5 CNTF in anderen Zelltypen des olfaktorischen Systems 86

5.6 Speziesunterschiede 88
5.7 Zukunftsperspektiven 88

6 Zusammenfassung 90
7 Literatur 93
Danksagung CVI

Lebenslauf CVIi



Abktlrzungsverzeichnis

ABO Bulbus olfactorius accessorius

AK Antikérper

BO Bulbus olfactorius

CASP-3 aktivierte Caspase 3

cha-CNTF polyklonaler Antikdrper: Huhn-anti-Ratten-CNTF
CGRP Calcitonin-gene related peptide; Calcitonin-Gen-verwandtes Peptid
ChAT Cholinacetyltransferase

CNTF Ciliary neurotrophic factor; Ziliarer neurotropher Faktor
CNTF+/+ CNTF-Wildtyp

CNTF-/- CNTF-Gen-Knockout

CNTF-KO CNTF-Gen-Knockout

CNTF/LIF-KO CNTF-Gen/LIF-Gen-Doppelknockout

CNTFm monoklonaler Antikdrper: Maus-anti-Ratten-CNTF
CNTFRa CNTF-Rezeptor a

CT-1 Cardiotrophin-1

DAB 3’,3-Diaminobenzidintetrahydrochlorid

DAPI 4’ ,6-Diamidin-2’-phenylindol-dihydrochlorid

dpi Dots per inch; Punkte pro Inch

EC Ensheathing cells; olfaktorische Hiillzellen

EM Elektronenmikroskop

GA Glutaraldehyd

ga-CNTF polyklonaler Antikdrper: Ziege-anti-Ratten-CNTF
GAP43 Growth associated protein 43

G-CSF Granulocyte-colony stimulating factor

GFAP Glial fibrillary acidic protein

GOD Glukoseoxidase

IF Immunfluoreszenz

IL-6 Interleukin-6

-ir immunreaktiv

-Ir Immunreaktivitat

KG Kdrpergewicht

LBO Bulbus olfactorius sinister

LIF Leukaemia inhibitory fator

LIF-/- LIF-Gen-Knockout

LIFRpB LIF-Rezeptor 3



LOT Tractus olfactorius lateralis
m monoklonal
Mx-ttmmjj Kennnummer der Versuchsmause (x=Tiernummer des jeweiligen

Perfusionstags; ttmmjj=Datum der Perfusion)

NCAM Neural cell adhesion molecule

NDS Normal donkey serum; Eselserum

NGS Normal goat serum; Ziegenserum

NiDAB nickelintensiviertes 3’,3-Diaminobenzidintetrahydrochlorid

OE Olfaktorisches Epithel; Riechschleimhaut

OMP Olfactory marker protein

ON Olfaktorisches Neuron; Riechsinneszelle

ORP Olfaktorisches Rezeptorprotein

OSM Oncostatin M

0s0, Osmiumtetroxid

p polyklonal

PBS Phosphate buffered saline; Phospatpuffer

PFA Paraformaldehyd

PSA-NCAM Polysialylated neural cell adhesion molecule; Polysyalisiertes NCAM
pX Pixel; Bildpunkt

ra-CNTF polyklonaler Antikorper: Kaninchen-anti-Ratten-CNTF

RBO Bulbus olfactorius dexter

REM Rasterelektronenmikroskop

Rx-ttmmjj Kennnummer der Versuchsratten (x=Tiernummer des jeweiligen

Perfusionstags; ttmmjj=Datum der Perfusion)

SF Str. fibrosum

SGlI Str. glomerulosum

SGr Str. granulosum

SNV Str. nervorum vomeronasalium
SPE Str. plexiforme externum

STAT Signal transducer and activator of transcription (Signalibermittler und
Aktivator der Transkription)
TX-100 Triton X-100

VNO Vomeronasalorgan



Hinweise zu den Erganzungsdaten (Supplement-DVD)

Teile der Ergebnisse der vorliegenden Dissertation basieren auf der Verwendung von Grafik-
verarbeitender Software im Allgemeinen und auf der Benutzung von 3D-Rendering-
Programmen zur Erstellung rdumlicher Computermodelle im Besonderen. Die entstandenen
Animationen und 3D-Modelle haben priméar der Klarung der Fragestellung gedient, die dieser
Arbeit zu Grunde liegt. Darliber hinaus sind die generierten 3D-Modelle aber auch grundlegend
fur eine optimale Dokumentation und lllustration der erhobenen Befunde. Deswegen liegt ein
Datentrager mit diesen zusatzlichen Daten der Dissertation bei. Die Menge an Daten und die
GroRe der Datensétze machte die Verwendung einer Digital Versatile Disc (DVD) als Medium
notwendig, die in jedem herkbmmlichen DVD-Player bzw. jedem DVD-Laufwerk eines
Computers mit der notwendigen Abspielsoftware betrachtet werden kann.

Die 3D-Animationen finden sich im Hauptmenu der DVD unter ,3D-Modelle*. Referenzen im
Text verweisen auf die jeweiligen Animationen auf der DVD. Diese Referenzen sind mit dem
Symbol @ gekennzeichnet und im Text und auf der DVD korrespondierend nummeriert. Da es
sich bei diesen Daten um statische Filmdateien handelt, kénnen von der Mehrzahl der
generierten Modelle verschiedene vorgegebene Ansichten betrachtet werden, um so méglichst
den Raumeindruck der Rekonstruktionen zu wahren. Um die Perspektive frei wahlen zu
kénnen, wie sie das im benutzten 3D-Rendering-Programm maoglich ist, wurden die 3D-Modelle
zusétzlich in einem weiteren Format — QuickTime-Movie — der DVD beigefiigt, welches mit der
entsprechenden Software auf einem Computer betrachtet werden kann (siehe Tabelle).

Die DVD enthalt aulRerdem weitere Daten zur Vervollstandigung der Dokumentation der
vorliegenden Arbeit. Folgende Tabelle gibt Auskunft Giber Ort in Inhalt der Zusatzdaten.

DVD-Ordner Beschreibung Bendtigte Software

/_Supplement

/Amira_tutor Enthalt eine ausfiihrliche Kurzanleitung zur Erstellung Adobe Acrobat Reader
dreidimensionaler Rekonstruktionen aus (optimal: Version 7.x)
mikroskopischen Serienschnitten mit Amira 3.1 sowie www.adobe.com
zu deren Export und Publikation.

[Dissertation Enthdlt die Dissertation im PDF-Format. Adobe Acrobat Reader

/Publikation  Enthalt die wissenschaftlichen Publikationen, in denen Adobe Acrobat Reader
die Ergebnisse der Arbeit verdffentlicht wurden.

/QTVR-data Enthalt interaktiv betrachtbare QuickTime-Movie- QuickTime Player
Dateien aller erstellter Rekonstruktionen. Die Dateien (optimal: Version 6.x)
sind wie in der Menufiihrung der DVD und im Text www.apple.com
nummeriert.

Alle relevanten Zusatzdaten kénnen ebenfalls vom Internetserver der Universitatshibliothek der
Universitat Wirzburg (http://opus.bibliothek.uni-wuerzburg.de) herunter geladen werden. Die
Referenzen im Text sind mit einem entsprechenden Download-Link versehen. Die bendtigte
kostenlose Software zum Abspielen bzw. Lesen der Dateien muss auf dem Computer installiert
sein (siehe Tabelle).


http://www.adobe.com/
http://www.apple.com/

1 Einleitung

Sinneseindriicke sind integrative Produkte des Gehirns, die am Ende einer
komplizierten Kette von Detektions-, Leitungs- und Verarbeitungsprozessen von
Umweltreizen stehen. Als solche erfillen sie eine lebensnotwendige Grundbedingung
fir den Organismus, indem sie seiner Orientierung in der Umwelt dienen. Dartiber
hinaus sind sie grundlegend fur zahlreiche andere individuum- und arterhaltende
Funktionen, wie das Erkennen potentiell gefahrlicher Umweltbedingungen, das
Nahrungs-, Sexual- und Sozialverhalten. Nicht zuletzt sind die Sinne an der Ausbildung
und Arbeit der hoheren Funktionen des zentralen Nervensystems wie Sprache und
Erinnerung beteiligt, schaffen sie doch die Basis flir kommunikative VVorgange.

1.1 Das olfaktorische System

1.1.1 Allgemeine Vorbemerkungen

Der Geruchssinn stellt unter den Sinnesmodalitaten in vielerlei Hinsicht eine Ausnahme
dar. Er ist phylogenetisch der &lteste der Sinne und bei weitem der unverstandendste.
Das hat viele Griinde. Zum einen ist er fur die Perzeption einer Entitdt von
Umweltbedingungen verantwortlich, die dem mikrosmatischen Mensch weitaus
weniger Orientierung in seiner Umgebung an die Hand zu geben scheint, als das
beispielsweise der Gesichtssinn tut. Das ist zum Teil richtig, hat sich der menschliche
Organismus doch im Laufe seiner Evolution auf visuelle und auditorische Eindriicke als
Haupinformationsquellen verlegt und dafir nachweislich olfaktorische Fahigkeiten
eingebllt (Gilad et al., 2003). Viele Saugetiere aber sind vital abhangig von der Arbeit
ihres Riechorgans, im Reich der Insekten ist der Geruch definitiv der wichtigste und am
besten ausgepragte Sinn. Trotz der phylogenetischen Involution des Geruchssinns beim
Menschen beeinfluf3t die Arbeit des olfaktorischen Systems seine Geschicke weit mehr,
als Geruche bei der Ausbildung von Verhaltensweisen bewuft in Erscheinung treten.

Ein Grund fiir die Fehlbewertung der Olfaktion und ihres Einflusses konnte die fehlende
primédre thalamische Modulation von Geruchsinneseindriicken sein, die zum
unmittelbaren Charakter der Wirkung von Geriichen auf den Menschen beitragt. Diese

fehlende Beeinflussung der priméren olfaktorischen Infomationen durch die



Kerngebiete des Thalamus stellt ein exklusives Merkmal des Geruchssinnes unter den
ubrigen Sinnesmodalitaten dar, deren Informationen vor der Projektion in hohere,

kortikale Areale erst einer Prozessierung durch den Thalamus unterzogen werden.

1.1.2 Bestandteile des Geruchssystems

Das Geruchssystem gliedert sich in einen peripheren und einen zentralen Anteil. Die
Riechschleimhaut (Pars olfactoria tunicae mucosae nasi) befindet sich beim Menschen
in den hinteren oberen Abschnitten der Cavitas nasi (Abbildung 1-1a und Abbildung
1-2a). Sie besteht aus dem Riechepithel und der Lamina propria (Abbildung 1-1b). Das
Riechepithel beherbergt die priméren Rezeptorzellen des Geruchssinns, die
Riechsinneszellen (olfaktorische Neurone, ON). Diese sind umgeben von Stitzzellen
und Mikrovillizellen (Abbildung 1-1b). In der Lamina propria befinden sich die
tubuloazindren Glandulae olfactoriae (BowMAN-Drisen), die die wichtigsten
Produzenten des Riechschleimes tiber dem Epithel sind (Abbildung 1-1b).

Die Axone der ON (@1-A) bilden die Fila olfactoria. Sie werden eingescheidet von
olfaktorischen Hullzellen (ensheathing cells; olfaktorische Gliazellen), die die
olfaktorischen Axone bis in das Str. fibrosum des Bulbus olfactorius begleiten und
denen eine Bedeutung bei den regenerativen Féhigkeiten der primaren Geruchbahn
beigemessen wird. Die Gesamtheit aller Fila olfactoria bezeichnet man als Nervus
olfactorius (I. Hirnnerv). Die Fila olfactoria ziehen durch die Foramina der Lamina
cribrosa ossis ethmoidalis in die Fossa cerebri anterior (Abbildung 1-1a). Dort
terminieren die Axone im Str. glomerulosum des Bulbus olfactorius (BO; Abbildung
1-3), der ersten zentralnervésen Verarbeitungsstation der Geruchsinformationen. Die
erste Synapse der Geruchsbahn wird zwischen den olfaktorischen Axonen und den
Hauptdendriten der Mitral- und Pinselzellen des Bulbus olfactorius ausgebildet
(Abbildung 1-4c).

Die sekundaren Neurone der Riechsinnesbahn entsenden ihre Projektionen Uber den
Tractus olfactorius in sogenannte primére olfaktorische kortikale Areale der Hirnbasis
(Ncl. olfactorius anterior, Tuberculum olfactorium, Cortex piriformis, oberflachliche

Nuclei des Corpus amygdaloideum). Von dort aus gelangen weitere Projektionen in
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sekundare olfaktorische Areale u.a. im orbitofrontalen Kortex, Hypothalamus und
Hirnstamm (Abbildung 1-1a).

Parallel neben dem Hauptgeruchssystem existiert bei vielen Tieren (Reptilien, Amphi-
bien, S&ugetiere) ein weiteres olfaktorisches Organ — das Vomeronasalorgan (VNO)
oder JacoBsON’sches Organ. Es perzerpiert spezifische Geruchsstoffe, Pheromone,
denen eine bedeutende Rolle beim Sozial- und Reproduktionsverhalten zukommt. Das
VNO ist anatomisch und funktionell vom Hauptgeruchssystem getrennt. Es befindet
sich in je einem Kanal auf beiden Seiten in der Schleimhaut des Nasenseptums. Der
Kanal ist nach ventral gedffnet. Histologisch kann man beim Vomeronasalorgan ein
medial gelegenes sensorisches von einem lateral lokalisierten nichtsensorischen Epithel
unterscheiden  (Abbildung 1-2a). Das sensorische Epithel besteht aus
mikrovillitragenden Neuronen und Stiitzzellen. Die Axone der vomeronasalen Neurone
ziehen als N. vomeronasalis in einen spezialisierten Teil des BO, den Bulbus olfactorius
accessorius (Abbildung 1-3b). Von dort aus projizieren sekunddre Neurone in
Ubergeordnete zentrale Verarbeitungszentren, u.a. den Ncl. medialis amygdalae.

Beim Menschen ist das VNO nur wenige Wochen wéhrend der Ontogenese vorhanden.
Es bildet sich bereits prénatal wieder zuriick und ist bei manchen Menschen noch als
rudimentarer Kanal in der septalen Nasenschleimhaut zu finden. Es erfullt

wahrscheinlich keine Funktion beim Menschen.

1.1.3 Funktionelle Aspekte der Geruchsperzeption

Arbeiten auf dem Gebiet der olfaktorischen Wahrnehmung haben trotz des noch relativ
jungen Forschungszweigs, der sich mit Olfaktion beschéftigt, bereits einige Superlative
beschrieben, die der Geruchssinn aufweist.

Seine wohl beeindruckendste Eigenschaft ist die extrem hohe Trennscharfe, mit der das
Riechorgan unterschiedliche olfaktorische Sinnesreize unterscheiden kann. Das
menschliche Riechsystem beispielsweise ist in der Lage, ungefahr 10.000 Gerliche zu
differenzieren, andere Spezies Uberbieten diese enorme Zahl noch. Wie kommt diese
Diversitat in der Diskriminierbarkeit von Geruchsinformationen zustande?

Bei der Suche nach einem Grundprinzip in der Physiologie der Perzeption von

Gerlichen bediente man sich zum gréiten Teil verschiedener Modelltiere, v.a. Nagern.



Forschungen an Mausen fiihrten so zur Entdeckung einer ganzen Genfamilie, die die
biochemischen Bauplane fiir ~1.000 Geruchsrezeptoren enthalt (Buck and Axel, 1991).
Beim Menschen ist die Zahl funktioneller olfaktorischer Rezeptorproteine geringer, da
es sich bei mehr als 60% dieser Geruchsrezeptorgene um Pseudogene handelt (Gilad et
al., 2003; Menashe et al., 2003).

Der Anteil der Gene, die fiir Geruchsrezeptorproteine codieren, stellt die bislang groRte
Genfamilie im S&ugergenom uberhaupt dar und reflektieren auf diese Weise die
Bedeutung olfaktorischer Informationen fur den Organismus. Jeweils ein
Geruchsrezeptorprotein wird exklusiv in einem individuellen olfaktorischen Neuron
(ON; Abbildung 1-2b) exprimiert (Malnic et al., 1999). Das bedeutet, dass das
olfaktorische System (ber ~1.000 getrennte Eingangskanale in Form von primaren
Geruchsstimuli verfugt, die 1.000 Subpopulationen der Millionen von olfaktorischen
Neuronen der Riechschleimhaut (Abbildung 1-1a; Abbildung 1-2a) entsprechen.

Die primdren Geruchsstimuli, die von den olfaktorischen Rezeptorproteinen erkannt
werden, stellt man sich als spezifische Oberflaichenmerkmale von Geruchsstoffen vor.
Diese durch die Rezeptorproteine der Riechsinneszellen  detektierbaren
Oberflachenmerkmale werden als Odotope bezeichnet. Die Struktur eines Geruchsstoffs
kann mehr als ein Odotop enthalten und deshalb theoretisch von mehr als einem
Geruchsrezeptor erkannt werden. Die parallele Erkennung mehrerer Odotope eines
Geruchsstoffes fihrt zur Aktivierung eines individuellen Ensembles olfaktorischer
Neurone. Dieses spezifische Muster neuronaler Aktivitét reprasentiert den Geruchsstoff
auf der Eingangsebene des olfaktorischen Systems.

Geruchsstoffe sind Molekule flliichtiger Substanzen, die sich im Schleim Gber dem
Riechepithel l6sen. Auf diesem Weg gelangen sie an die olfaktorischen
Rezeptorproteine, die in der Membran von Riechzilien eingelassen sind (Abbildung
1-5). Riechzilien sind Zellfortsédtze der olfaktorischen Neurone. 20-30 Riechzilien
ragen, ausgehend von einer knopfartigen Auftreibung an der Spitze des apikalen
Dendriten eines olfaktorischen Neurons, in den Riechschleim (Abbildung 1-4a). Die
Bindung eines Odotops an ein Rezeptorprotein erzeugt ein Aktionspotenzial, das tber
das Axon des olfaktorischen Neurons (@1-A) in den Bulbus olfactorius, die erste
zentrale Verarbeitungsstation der Geruchsinformationen, weitergeleitet wird (Abbildung
1-1).
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Die enorme Menge von Kombinationsmoglichkeiten der einzelnen 1.000 priméren
Geruchsstimuli setzt einen komplexen Verarbeitungsmechanismus der olfaktorischen
Informationen voraus. Im Verstdndnisansatz der Prozessierung von olfaktorischen
Stimuli wird deshalb die Frage aufgeworfen, wie das Riechsystem die eintausend
primaren Geruchseindriicke unterscheiden kann und auf welche Weise es die
Informationen gliedert.

Es konnte in den vergangenen Jahren in experimentellen Untersuchungen v.a. an
Nagern gezeigt werden, dass das Riechsystem, wie andere rezeptive Systeme auch, mit
dem Prinzip der rdumlichen Aufteilung arbeitet. Man findet diese Odotopie auf
mehreren Ebenen der primdren Geruchsbahn. Bereits innerhalb des olfaktorischen
Epithels (Abbildung 1-2) kann man bei Mausen vier (Ressler et al., 1993; Sullivan et
al., 1994; Ressler et al., 1994a; Ressler et al., 1994b), bei Ratten drei Zonen (Strotmann
et al., 1994) unterschiedlicher Expression olfaktorischer Rezeptorproteine
unterscheiden”. In jedem dieser Subkompartimente der Riechschleimhaut wird ein Set
von olfaktorischen Rezeptorproteinen (bei Mausen ~250 pro Kompartiment) durch die
olfaktorischen Neurone dieser Zone exprimiert (Ressler et al., 1993; Vassar et al.,
1993). Innerhalb einer Zone erscheint die Expression der Rezeptoren willkirlich
verteilt, die Grenzen zu den benachbarten Zonen werden jedoch nicht tberschritten.
Diese zunachst grobe Gliederung der olfaktorischen Rezeptoren und Informationen in
vier Subklassen wird auf der ndchsthGheren Ebene der Geruchsbahn, im Bulbus
olfactorius (Abbildung 1-3), stark verfeinert. Der Bulbus olfactorius ist der Ort der
ersten  zentralnervésen Représentation und synaptischen  Verschaltung der
olfaktorischen Informationen. Bei der Maus konvergieren alle Axone von olfaktorischen
Neuronen, die das gleiche Geruchsrezeptorprotein exprimieren, in zwei von ~1.800
(Royet et al., 1988) distinkten, morphologisch abgegrenzten Einheiten (Vassar et al.,
1994; Ressler et al., 1994b; Mombaerts et al., 1996), die in jedem der beiden Bulbi
olfactorii existieren (Abbildung 1-2c, Abbildung 1-3a, Abbildung 1-5). Diese Module
werden als Glomeruli olfactorii bezeichnet. Die Prazision, mit der gleichartige

" In aktuellen Studien wurde die Aufgliederung des OE in wenige, streng begrenzte Expressionszonen von
ORP in ON in Frage gestellt (Feinstein and Mombaerts, 2004; Iwema et al., 2004). Es wurde dagegen
vorgeschlagen, dass das Expressionsmuster der Rezeptorproteine im OE von Ratten eine Vielzahl von
Uberlappenden Banden darstellt (lwema et al., 2004). Jedoch unterstiitzen auch diese neuen Befunde die
Vorstellung, dass die raumliche Aufgliederung bereits auf der Ebene der priméaren Geruchssinneszellen
ein systematisches Organisationsprinzip des Geruchssinns ist.



olfaktorische Axone in die Glomeruli olfactorii sortiert werden, ist extrem hoch
(Strotmann et al., 2000; Potter et al., 2001; Treloar et al., 2002). Die Lokalisation der
Zielglomeruli von olfaktorischen Neuronen, die das gleiche Rezeptorprotein
exprimieren, ist bilateral symmetrisch, d.h. in beiden Bulbi olfactorii gleich, und
speziesspezifisch interindividuell ahnlich.

Die topografische Aufteilung der Bulbi olfactorii basiert demnach darauf, dass jeder
Glomerulus durch seine spezifische Position einen spezifischen olfaktorischen
Rezeptor, d.h. ein spezifisches Odotop, reprasentiert. Da ein Geruchsstoff meist mehrere
Odotope in seiner sterischen Struktur aufweisen kann, wird diesen olfaktorischen
Facetten entsprechend ein spezifisches Set von Glomeruli olfactorii aktiviert (Galizia et
al., 1999a; Galizia et al., 1999b; Galizia et al., 1999c; Xu et al., 2000; Johnson and
Leon, 2000a; Johnson and Leon, 2000b; Meister and Bonhoeffer, 2001). Auch die
Konzentration des Geruchsstoffes beeinflult die Anordnung und Anzahl aktivierter
olfaktorischer Glomeruli (Stewart et al., 1979; Johnson and Leon, 2000b; Schaefer et
al., 2001).

Durch welche Mechanismen es den olfaktorischen Neuronen gelingt, ihre Axone von
ihrem Beginn in der Riechschleimhaut, durch die Fila olfactoria bis in den Bulbus
olfactorius und dort in den richtigen Glomeruli zu dirigieren, ist unklar. Es gibt
Hinweise darauf, dass den Geruchsrezeptorproteinen selbst ein wesentlicher Anteil an
dieser Navigation zukommt (Mombaerts et al., 1996; Wang et al., 1998), aber auch
andere Proteine, z.B. das olfaktorische Zell-Adhé&sions-Protein (OCAM; Yoshihara and
Mori, 1997; Yoshihara et al., 1997), Semaphorin 3A (Schwarting et al., 2000) und das
neuronale Zell-Adhasions-Protein (NCAM; Treloar et al., 1997) spielen nachweislich
eine Rolle bei der Fiihrung und Adressierung der axonalen Riechsinneszellfortsatze.
Eine weitere herausragende Eigenschaft des olfaktorischen Systems verscharft das
bestehende Verstandnisproblem dariiber, wie die axonale Konvergenz homorezeptiver

Riechsinneszellen im Bulbus olfactorius bewerkstelligt wird.

1.1.4 Regenerative Vorgéange der primaren Geruchsbahn

Die priméren Sinneszellen des olfaktorischen Systems, die olfaktorischen Neurone,

stehen als einzige Nervenzellen bei Vertebraten Gberhaupt in direktem Kontakt mit der



Aussenwelt (Abbildung 1-4b). Die Riechschleimhaut mit den Riechsinneszellen liegt
beim Menschen in der oberen Etage der Cavitas nasi, aufgelagert auf die Knorpel- bzw.
Knochenflachen des Os ethmoidale (u.a. Concha nasalis superior, Lamina cribrosa),
Septum und des Septum nasale. Bei Nagetieren breitet sie sich Uber ein weit gréi3eres
Areal aus, das sich aus Turbinalen rekrutiert, diinnen Knochenlamellen, die der lateralen
Nasenwand und dem Nasendach anheften (Abbildung 1-2a)”. An der Riechschleimhaut
wird bei jeder Inspiration Atemluft vorbeigefiihrt, in der sich die Geruchsstoffe
befinden. Die exponierte Lage des olfaktorischen Epithels bedingt, dass seine zellularen
Bestandteile und unter ihnen die olfaktorischen Neurone verschiedenen Noxen direkt
ausgesetzt sind: unphysiologischen Temperaturwerten, toxischen Gasen, durch
Konvektion bedingte Trockenheit und schliesslich Infektionserregern. Die Einwirkung
der Noxen fuhrt zu degenerativen VVorgéngen im Epithel, die auch die Population der
Riechsinneszellen betreffen (Schwob et al., 1995). Um einen Verlust des Geruchssinns
zu vermeiden, besitzt das olfaktorische Epithel eine Eigenschaft, die unter neuronalem
Gewebe fast einzigartig ist: es kann regenerieren.

Im basalen Epithel befinden sich neuronale Vorlauferzellen, die durch mitotische
Teilung in der Lage sind, verloren gegangene olfaktorische Neurone zu ersetzen
(Abbildung 1-4). Die zeitlebens ablaufende Sequenz von De- und Regeneration der
olfaktorischen Sinneszellen kompliziert ~ das  Verstandnis, wie der
Sortierungsmechanismus der olfaktorischen Axone im Bulbus olfactorius vonstatten
geht, mu der Organismus doch kontinuierlich und mit hoher Genauigkeit ein ganzes
Spektrum von wenig verstandenen Vorgangen organisieren, die sich in die drei
folgenden Kategorien unterteilen lassen: Neurogenese, axonale Wegfindung,
Synaptogenese. Diese Prozesse bezeichnet man im Verein als Mechanismen der
neuronalen und synaptischen Plastizitat. Sie sind von groBem Interesse, da man davon
ausgeht, daB sie auch eine Rolle bei héheren kortikalen Funktionen des Gehirns wie
Lernen und Erinnerung spielen. Ausserdem kommt ihnen Bedeutung bei
neuroregenerativen \Vorgangen im Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen zu.

Vorgénge der neuronalen Plastizitat konnen im olfaktorischen System von Nagern unter

Zur speziesspezifischen topografischen Lage der Riechschleimhaut siehe Farbman, 1992.



physiologischen Bedingungen und am erwachsenen Tier studiert werden. Die
vorliegende Arbeit stellt grundlegende Untersuchungen dar zum Einflul eines
Vertreters einer heterogenen Gruppe von korpereigenen Substanzen auf die
Regenerationsvorgange im olfaktorischen System. Bei diesen Substanzen handelt es
sich um die neurotrophen Faktoren, die in den letzten Jahrzehnten in den Blickpunkt

neuroregenerativer Forschung gertickt sind.

1.2 Neurotrophe Faktoren

1.2.1 Allgemeine Vorbemerkungen

Die Ontogenese des Nervensystems ist ein hochdifferenzierter und feinregulierter
Prozess. Er umfasst die Induktion neuraler Strukturen im Bereich des Ektoderms, der
spateren Neuralplatte, die Rekrutierung neuronaler VVorlauferzellen aus dem Bereich des
Neuralrohrepithels, die sich fur die Generierung unterschiedlicher Neuronen- und
Gliaspezies verantwortlich zeichnen, die Migration dieser unterschiedlichen
Zellgattungen zu ihren pradeterminierten Zielgebieten, ihre Proliferation, die
Ausbildung bestimmter Fahigkeiten und Eigenschaften (Differenzierung), und die
Degeneration spezifischer, nur voriibergenend notwendiger Zellpopulationen durch
Apoptose. Das Ergebnis ist die Etablierung wvon verschiedenen, funktionell
unterscheidbaren Subsystemen innerhalb des Nervensystems. Diesen Etappen schliesst
sich eine Phase an, in der die verschiedenen neuronalen Module untereinander
synaptische Verkniipfungen ausbilden und damit die Basis fur die integrativen
Leistungen des Gehirns schaffen.

Die Steuerung der raumlichen und zeitlichen Abfolge der Prozesse bei der Formierung
des Nervensystems obliegt determinierten genetischen Programmen. lhre Aktivierung
erfolgt zu einem Teil intrinsisch und umfalt die Expression bestimmter Gene, die
molekulare Vorgédnge wahrend der Differenzierung der einzelnen Nerven- und
Gliazellen steuern. Daneben nehmen auch epigenetische Faktoren Einfluf auf die
Ausbildung der verschiedenen funktionellen Eigenschaften der Bestandteile des
Nervensystems, indem sie beispielsweise die Genexpression modulieren. Die
Koordination der beschriebenen Vorgange bedarf einer intensiven Kommunikation

zwischen den sich entwickelnden neuralen Systemen. Eine Aufgabe der neurotrophen



Faktoren ist es, als Signalmolekile fir diese Kommunikationsvorgénge zu fungieren.
Sie sind damit an Prozessen der Neurogenese, der neuronalen Differenzierung
einschlieBlich des Axonwachstums und der Ausbildung von Synpasen, und des

neuronalen Zelltodes beteiligt.

Tabelle 1-1. Neurotrophe Faktoren im olfaktorischen System (nach Mackay-Sim and Chuah,
2000).

Familie Vertreter

Neurotrophine Nerve growth factor (NGF)
Brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
Neurotrophin-3 (NT-3)

Fibroblast growth factor-Familie Fibroblast growth factor 1/2/5 (FGF1/2/5)
Epidermal growth factor-Familie Epidermal growth factor (EGF)
Transforming growth factor o (TGFa)
Neuregulin
Neurestin
Platelet-derived growth factor-Familie Platelet derived growth factor A/B (PDGF-
A/B)
Insulin-like growth factors Insulin-like growth factor I/11 (IGF-1/II)

Glial cell line-derived neurotrophic factor-Familie” Glial cell line-derived neurotrophic factor
(GDNF)
Transforming growth factor g-Superfamilie Transforming growth factor B (TGFp)
Neuropoietische Zytokine Ciliary neurotrophic factor (CNTF)
Leukaemia inhibitory factor (LIF)
Andere wachstumsassoziierte Faktoren Hepatocyte growth factor (HGF)
Stem cell factor (SCF)
Retinoic acid

Dopamin
Auch im erwachsenen Gehirn kommen neurotrophen Faktoren wichtige Aufgaben bei
der Aufrechterhaltung der morphologischen und funktionellen Integritdt des
Nervensystems zu. Neurotrophe Faktoren spielen darliber hinaus eine grundlegende

Rolle bei lebenslangen Lern- und Erinnerungsvorgangen und haben unter

" Im zitierten Artikel gliedern die Autoren die GDNF-Familie als eigene neurotrophe Entitdt im
olfaktorischen Epithel. Es sei jedoch darauf hingewiesen, dass GDNF sowohl strukturell als auch seinen
Signaltransduktionsmechanismus betreffend ein Mitglied der TGFB-Superfamilie ist und im Allgemeinen
als solches klassifiziert wird (Kingsley, 1994).



pathologischen Bedingungen grofRe Bedeutung flir die Regeneration von
Nervengewebe. Sie bilden eine Gruppe von kdrpereigenen Substanzen, die an den
Prozessen der Neurogenese, der neuronalen Differenzierung einschlieBlich des
Axonwachstums und der Ausbildung von Synpasen, und des neuronalen Zelltodes
beteiligt sind.

Aufgrund der Tatsache, dass im olfaktorischen Epithel bestdndig Neurone zugrunde
gehen und ersetzt werden missen, laufen im olfaktorischen System zeitlebens
neuroplastische VVorgange ab. Darliber hinaus haben Untersuchungen der letzten Jahre
gezeigt, dass bei Nagern auch Neurone im Bulbus olfactorius lebenslang neugebildet
werden. Neuronale Vorléuferzellen der Subventrikulérzone des lateralen Ventrikels
teilen sich, die noch undifferenzierten Neurone wandern entlang des rostralen
migratorischen Stroms in den Bulbus olfactorius ein, wo sie sich letztlich zu
Interneuronen differenzieren. Mit Ausnahme des Gyrus dentatus im Hippocampus ist
das olfaktorische System der einzige Bereich des Nervensystems, in dem Neurogenese
bei erwachsenen Individuen unter physiologischen Bedingungen in signifikantem
Ausmass stattfindet.

Vertreter aller Familien der neurotrophen Faktoren finden sich in den Nerven- und
Gliazellpopulationen des olfaktorischen Systems (sieche Tabelle 1-1). Der
ausserordentlich hohe Gehalt an neurotrophen Faktoren in der Riechbahn koénnte

Ausdruck von bzw. Grundlage fur seine intensive Neuroplastizitat sein.

1.2.2 Der ciliare neurotrophe Faktor (CNTF)

Zur Entdeckung von CNTF fiihrte die Frage nach einem Uberlebensfaktor fiir
Motoneurone, die die innere Augenmuskulatur beim Huhn innervieren. Diese
Nervenzellen stammen aus dem Bereich der mesenzephalen Neuralleiste und migrieren
in die Orbita, wo sie im retrobulbaren Raum zusammen mit weiteren Neuronenspezies
das Ganglion ciliare formen. Durch Lé&sions- und Transplantationexperimente fand man
heraus, dass Zielstrukturen im Auge selbst (M. sphincter pupillae, Corpus ciliare,
Lamina chorioidea) Quelle eines neurotrophen Molekiils sind, das das Uberleben der sie
innervierenden cholinergen Motoneurone des Ganglion ciliare bedingt (Sendtner et al.,
1994). Diese Molekul erhielt den Namen ,,Ciliary neurotrophic factor — CNTF.
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CNTF ist ein saures Protein mit einem Molekulargewicht von 20-24kD (in
verschiedenen Spezies unterschiedlich). Es besteht aus vier a-helikalen Doménen
(Abbildung 1-6b) und weist keine strukturelle Ahnlichkeit mit prototypischen
Vertretern der Neurotrophine (NGF, FGF) auf. Stattdessen bestehen strukturelle
Homologien mit Zytokinen vom Interleukin-6(IL-6)-Typ: IL-6, dem Leukaemia
inhibitory factor (LIF), Oncostatin-M (OSM), Granulocyte-colony stimulating factor
(G-CSF) und Cardiotrophin-1 (CT-1; Sendtner et al., 1994; Weisenhorn et al., 1999;
Heinrich et al., 2003).

Zytokine dieser Familie tbermitteln ihre Information Uber eine als JAK(Januskinase)-
STAT(Signal transducer and activator of transcription)-Weg bezeichnete
Signaltransduktionskaskade (Brivanlou and Darnell, Jr., 2002; Levy and Darnell, Jr.,
2002; O'Shea et al., 2002).

Die Besonderheit dieser biochemischen Kaskade liegt in der Ausbildung eines
signaltransduzierenden Rezeptorkomplexes (Abbildung 1-6a, c). Im Falle von CNTF
besteht dieser Rezeptorkomplex aus einer hochaffinen a-Untereinheit (CNTFRa) — an
die CNTF bindet und die selbst keine Signaltransduktionsaktivitt besitzt —, sowie zwei
Transmembran-Rezeptor-Komponenten (gp130, LIFRp), die nach Bindung von CNTF
mit CNTFRo zu einem heterotrimeren Rezeptorkomplex rekrutiert werden. Die
intrazellularen Domdnen von gpl30 und LIFRB sind konstitutiv assoziiert mit
Januskinasemolekiilen. Nach Bildung des heterotrimeren Rezeptorkomplexes
transsphosporylieren die mit gp130 bzw. LIFRp assoziierten JAKSs sich gegenseitig an
definierten Tyrosinresten. Dort binden daraufhin STAT-Proteine und werden ihrerseits
phosphoryliert, was die Dimerisierung von zwei STAT-Molekdlen erlaubt. In dieser
aktivierten Form wandern die STAT-Dimere in den Zellkern, wo sie an responsive
Elemente in den Promotorregionen von Zielgenen binden und somit (ber eine
Beeinflussung der Genexpression der Zielzelle die Signaliibertragung abschliessen.
Ungeklart ist bislang, wie CNTF aus der Zelle in den interzellularen Raum gelangt, um
dort an seinem Rezeptor zu binden. IThm fehlt eine hydrophobe Signalsequenz, die bei
der Mehrzahl der Proteine — u.a. auch LIF und IL-6 — bendtigt wird, um in den ER-
Golgi-Sekretionsweg eingeschleust und durch diesen aus der Zelle entlassen zu werden
(Sendtner et al., 1994).
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Einerseits besteht die Mdglichkeit, dass CNTF die Zelle gar nicht verlasst, sondern
intrakrine Effekte beispielsweise durch nukledre Interaktionen besitzt, wie das fir
andere Neurotrophine ohne hydrophobe Singalsequenz, z.B. den Fibroblast growth
factor-2 (FGF2) bereits nachgewiesen wurde (Joy et al., 1997; Stachowiak et al., 19974;
Moffett et al., 1998). CNTF konnte auch nach einer Lasion der synthetisierenden Zellen
diese durch Membrandefekte verlassen und so auto- und parakrine Effekte vermitteln.
Letztlich sind neben CNTF weitere Proteine bekannt, denen eine hydrophobe Domane
fehlt, die jedoch auf alternativen Wegen aus der Zelle gelangen. So belegen aktuelle
Versuche, dass das proinflammatorische Zytokin Interleukin-1p (IL-1B) Uber
Mikrovesikel, die sich von der Plasmamembran abschniren, aus aktivierten Monozyten
entlassen wird (MacKenzie et al., 2001). Auch fir CNTF waére das ein denkbarer
Sekretionsweg.

Erste Lokalisationsstudien zeigten, da die Synthese von CNTF auf Gliazellen
(Schwannzellen und Astrozyten) im postnatalen Nervensystem beschrankt ist (Stockli et
al.,, 1991; Dobrea et al.,, 1992). Biochemische Bestimmungen belegten, dass die
hdchsten Konzentrationen des Faktors in peripheren Nerven, dem N. opticus und im Str.
fibrosum (Riechnervenfaserschicht) des Bulbus olfactorius zu finden sind (Stockli et al.,
1991; Guthrie et al., 1997). Astrozytdre CNTF-Expression wurde ausserdem in
zentralen Faserbahnen wie dem Fornix beschrieben, in der Substantia grisea des ZNS
war sie jedoch niedrig (Dallner et al., 2002). Eine drastische Hochregulierung der
Expression von CNTF und von CNTFRa wurde in Astrozyten der grauen Substanz
nach Lé&sionen sowohl am Ort der Ldsion als auch in der deafferentierten Zielregion
gefunden (Guthrie et al., 1997; Lee et al., 1997a; Lee et al., 1997b). Es besteht die
Madglichkeit, dass das Rearrangement axo-glialer Kontakte die Synthese von CNTF
auslésen kann. Neuro-gliale und neuro-neuronale interzellulare Adhésionskontakte, die
in olfaktorischen Neuronen nachweislich lokalisiert sind (Miragall et al., 1988; Asan
and Meier-Stiegen, 1998), spielen eine entscheidende Rolle bei der axonalen
Wegfindung, der Synaptogenese und im Rahmen von Vorgéngen der synaptischen
Plastizitat (Yoshihara and Mori, 1997; Shapiro and Colman, 1999; Benson et al., 2000).
Das Rearrangement von axo-glialen Kontakten in den Nn. olfactorii wahrend der

fortlaufenden Sequenz aus Degeneration und Neuauswachsen der olfaktorischen Axone
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kdnnte einen Stimulus darstellen, der die konstitutiv hohe Expression von CNTF in den
Riechnerven auslost und unterhélt.

Unter physiologischen Bedingungen ist die Bedeutung von CNTF als postnataler
Lasionfaktor gezeigt worden. CNTF fordert das Uberleben verletzter Motoneurone
(Sendtner et al., 1990; Arakawa et al., 1990; Sendtner et al., 1991). Studien an CNTF-
defizienten Méausen zeigen ebenfalls, das motorische Neurone auf die Anwesenheit von
CNTF angewiesen sind: die CNTF-defizienten Mause sind postnatal zundchst
unauffallig, weisen aber nach einigen Monaten eine Degeneration von Motoneuronen
auf (Masu et al., 1993).

Uberexpression von CNTF in transgenen Mausen fiihrte zu einer gesteigerten
gliotischen Reaktion des Gewebes, die Gliosen ahnelt, die nach Ldasionen oder bei

neurodegenerativen Erkrankungen beobachtet werden kdnnen (Winter et al., 1995).
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Riechzilien Mikrovillizelle
im Riechschleim Typ I Typl
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Ausfuhrungs-
gangzelle

Runde
Basalzelle

Horizontale
Basalzelle

Filum Olfaktorische Glandula olfactoria
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Abbildung 1-1. Das Organum olfactorium. a, topografische Lage der Riechschleimhaut in der Nasenhohle
(Abbildungen modifiziert nach NeuroTeacher, 3B). b, histologischer Aufbau des olfaktorischen Epithels.
Die olfaktorischen Neurone bilden den Ausgangspunkt der peripheren Geruchsbahn. Sie entsenden
Axone, die sich in der Lamina propria zu Fila olfactoria zusammen lagern, von olfaktorischen Hillzellen
(Ensheathingzellen, EC) eingescheidet werden und nach zentral in den Bulbus olfactorius ziehen. Die ON
entsenden nach apikal einen Dendriten, der an seinem Ende knopfartig aufgetrieben ist. Das
Dendritenende tragt die Riechzilien, die in den Riechschleim Uber dem Epithel eintauchen. In ihrer
Membran befinden sich die olfaktorischen Rezeptorproteine, die spezifische Geruchsstoffe perzerpieren.
Der Riechschleim wird von den tubuloazinésen Glandulae olfactoriae produziert. Ihr Drisenkdrper liegt in
der Lamina propria der Riechschleimhaut, die Ausfuhrungsgange durchziehen das Epithel (Abbildung
entnommen aus Asan, 2004).
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Septum nasale

Vomeronasalorgan mit
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Abbildung 1-2. Das olfaktorische Epithel (OE). a, Koronarschnitt der Nase einer 6 Tage alten Maus,
Darstellung des olfaktorischen Markerproteins (OMP; blau, Falschfarbe). Das OE befindet sich aufgelagert
auf den Knochen der oberen Nasenhohle sowie auf Knochenlamellen (Turbinalen). Das
Vomeronasalepithel und die subepithelialen Axonfaszikel sind ebenfalls OMP-ir. MaRbalken= 500um. b,
VergrolRerung eines Epithelbezirks aus (a). Die OMP-ir ONs (Pfeil) extendieren ihre apikalen Dendriten
(Pfeilspitze) in den supraepithelialen Schleim. Messbalken=50um. c, Ubersichtsfotografie des
Nasenseptums und der Medialseite des Bulbus olfactorius (BO). Verteilungsmuster aller ONs, die das
olfaktorische Rezeptorprotein P2 exprimieren, im OE. Zu sehen sind zusatzlich die Axonfaszikel, die durch
die Lamina cribrosa in den BO ziehen und in einem einzigen Glomerulus konvergieren (Pfeil; Abbildung
entnommen aus Mombaerts et al., 1996).
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Str. granulosum

Str. plexiforme internum

Str. mitrale

Str. plexiforme externum

Str. glomerulosum

Str. fibrosum

Frontalhirn

Bulbus olfactorius

Str. mitrale

Bulbus olfactorius
accessorius Str. glomerulosum

Abbildung 1-3. Bulbus olfactorius (BO). Frontalschnitt eines BO der Ratte mit sechsschichtigem Aufbau
(Gallocyaninfarbung). Mafbalken=300pm. a, 2-Photon-konfokalmikroskopische Darstellung von
olfaktorischen Axonfaszikeln, die in einem der 1800 Glomeruli (Stern im Ubersichtsbild) eines der beiden
BO einer Maus konvergieren. Messbalken=40um. (Abbildung modifiziert nach Potter et al., 2001). b,
Schema des Frontalhirns und linken BO einer Maus. Rechter BO ist entfernt, um Substrukturen sichtbar zu
machen.
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Abbildung 1-4. Schema des olfaktorischen Systems. Riechepithel und Bulbus olfactorius sind vereinfacht
dargestellt. a, b, Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen, Riechepithel, Mensch (Abbildungen nach
Morrison and Costanzo, 1990). a, Geruchsstoffe binden an Rezeptorproteine in der Membran von
Riechzilien, die in den Schleim lber dem Epithel eintauchen (rot). Riechzilien sind feine Fortsatze der
spezialisierten Riechsinneszellen, den olfaktorischen Neuronen (ON). MaRbalken=1um. b, Die Riechzilien
sitzen an der Spitze des apikalen Dendriten (Pfeil) der ONs. Die Rezeptorbindung fuhrt zur Erzeugung
eines Aktionspotenzials, das uber das Axon (Doppelfeil) des ON (rot) innerhalb von Axonfaszikeln, den
Fila olfactoria (Pfeilspitze), in den Bulbus olfactorius weitergeleitet wird. Die Axone der ONs werden durch
spezifische Gliazellen eingescheidet, sogenannte olfaktorische Hiillzellen oder Ensheathingzellen. Die
Ensheathingzellen begleiten die Axone bis in die Riechnervenfaserschicht des Bulbus olfactorius (grun:
Erythrozyt). MaRbalken=4pm. c, 2-Photon-Mikroskop-Aufnahme, Bulbus olfactorius, Maus (Abbildung
entnommen aus Belluscio et al., 2002). Die olfaktorischen Axone sind rot, die Mitralzellen griin markiert.
Die terminalen olfaktorischen Axone (Pfeilspitze) verzweigen sich in bestimmten Glomeruli olfactorii
(Stern) und bilden Synapsen mit den nachgeschalteten Neuronen, den Mitral-(Pfeile) und Pinselzellen, des
Bulbus aus. MaRRbalken=40um. Olfaktorische Neurone weisen einzigartige Besonderheiten auf, die sie fur
die neurobiologische Forschung besonders interessant machen. Es sind die einzigen Neurone, die direkt
der AulRenwelt ausgesetzt sind. Noxen oder Infektionen fuhren zu einem standigen Verlust der Neurone.
Einem Ausfall des Geruchssinnes wird dadurch vorgebeugt, dass olfaktorische Neurone wéhrend des
gesamten Lebens durch Teilung neuronaler Stammzellen im Epithel nachgebildet werden. Diese
kontinuierliche Neurogenese ist ein im Nervensystem fast einzigartiger Vorgang. Die neugebildeten
Neurone entsenden ihr Axon zielgerichtet in einen bestimmten Glomerulus und bilden dort Synapsen zu
Zielzellen aus. Vorgange neuronaler Plastizitat, von der Neurogenese Uber das zielgerichtete
Axonwachstum bis zur Synaptogenese konnen im olfaktorischen System unter physiologischen
Bedingungen am erwachsenen Gehirn studiert werden.
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Abbildung 1-5. Odotopische Verschaltung des olfaktorischen Epithels mit dem Bulbus olfactorius. Das OE
besteht aus ca. 1000 Subpopulationen olfaktorischer Neurone, die jeweils durch die Expression eines
spezifischen olfaktorischen Rezeptorproteins charakterisiert sind (hier durch unterschiedliche Farben
gezeigt). Die Axone aller ON, die gemeinsam ein bestimmtes ORP exprimieren, konvergieren in jedem
BO in ihnen zugeordneten spezifischen Glomeruli olfactorii (rot, griin, blau). Der kontralaterale BO erhéalt
ebenfalls axonale Innervationen homorezeptiver ON in bilateralsymmetrisch angeordneten Glomeruli. Es
entsteht ein spiegelbildliches Muster der Lokalisation von Glomeruli in den beiden BO eines Individuums.
In der Regel werden zwei bis drei Glomeruli pro BO durch homorezeptive ON innerviert (im vorliegenden
Schema nur jeweils ein Glomerulus abgebildet). Ein Odotop bindet an ein passendes ORP (a, b). Dadurch
werden alle ON, die das entsprechende ORP exprimieren und die von ihnen innervierten Glomeruli in
beiden BO aktiviert. Im vorliegenden Schema trifft das fiir alle roten ON zu (b) nicht aber fiir die grinen
und blauen.
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Abbildung 1-6. Der cilidare neurotrophe Faktor (CNTF). a, ¢, (1) CNTF (rot) bindet an den
membranstandigen CNTFRa (braun), der selbst noch keine Signalaktivitat aufweist. (2) Die Bindung fuhrt
zur Rekrutierung von Komponenten des Rezeptorkomplexes: gp130 (dunkelblau), LIFR (hellblau). (3) Sie
figen sich mit der a-Komponente zu einem heterotrimeren Komplex zusammen. (4) Die intrazellularen
Anteile von gp130 und LIFRp sind konstitutiv mit Januskinasemolekiilen (orange) assoziiert. Nach Bildung
des heterotrimeren Rezeptorkomplexes transphosphorylieren die JAKs ihren Gegenpart an spezifischen
Tyrosinresten (Phosphatgruppen: grau). (5) Dort binden daraufhin STAT-Proteine (griin) und werden
ihrerseits phosphoryliert. (6) Das fuhrt zur Dimerisierung von zwei STAT-Molekulen. Die aktivierten STAT-
Dimere wandern in den Zellkern, wo sie an responsive Elemente in den Promotorregionen von Zielgenen
binden und somit Uber eine Beeinflussung der Genexpression der Zielzelle die Signaliibertragung
vollenden. b, Modell der Tertidrstruktur des CNTF-Molekils, das aus vier a-Helices besteht. (Quelle:
Pubmed/Structure).
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2 Fragestellung

2-3% der menschlichen Population koénnen kein funktionelles CNTF herstellen
(Takahashi et al., 1994; Thome et al., 1997) und aktuelle Berichte weisen auf eine
Beteiligung einer CNTF-Defizienz an der Ausbildung neurologischer Krankheitsbilder
wie Motoneuronerkrankungen und Multiple Sklerose hin (Giess et al., 1998; Linker et
al., 2002; Giess et al., 2002). Deswegen ist die Aufklarung der Rolle von CNTF im ZNS
von groRer Bedeutung — nicht nur als Grundlage fir mégliche therapeutische Strategien,
sondern auch fiir Erkenntnisse zur Atiologie verschiedener neuropsychiatrischer
Krankheitsbilder.

Therapeutische Ansétze, die aus den oben genannten Erkenntnissen Uber CNTF
resultieren, wurden in Tiermodellen bereits getestet. Im Falle eines Chorea-Huntington-
Modells konnte beispielsweise gezeigt werden, dal? experimentell geschadigte striatale
Neurone durch die Administration von CNTF effektiv gegen Degeneration geschutzt
werden (Emerich et al., 1998; Mittoux et al., 2000). Es existieren ebenfalls bereits
Klinische Studien, bei denen die Wirksamkeit von CNTF als Therapeutikum fir
verschiedene neurodegenerative Erkrankungen am Menschen getestet wurde (Thoenen
and Sendtner, 2002).

Aufgrund der bereits geschilderten experimentellen Befunde wurden verschiedene
Funktionen fiir CNTF im erwachsenen ZNS vorgeschlagen: Beteiligung an Protektion
und Reparatur verletzter Nervenzellen (Weisenhorn et al., 1999), Unterstiitzung der
axonalen Regeneration nach Verletzungen (Ip and Yancopoulos, 1996),
Aufrechterhaltung der Funktion von Neuronen mit langen Projektionen, die unter
mechanischer Belastung stehen (periphere Motoneurone, N. opticus), Forderung
kontinuierlicher ~ Regeneration (im  olfaktorischen  System) und intensiver
Neuroplastizitat (septohippocampales System; Stockli et al., 1991; Winter et al., 1995;
Dallner et al., 2002).

Die einzigartigen Eigenschaften des olfaktorischen Systems bieten eine hervorragende
Madglichkeit, die Bedeutung von CNTF fur Mechanismen der neuronalen Plastizitat am
adulten Gehirn unter physiologischen Bedingungen zu studieren. Untersuchungen von
CNTF-Knockout-Mausen erlauben eine Validierung der Ergebnisse und Hypothesen.
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Eine notwendige Vorraussetzung fur solche Untersuchungen ist die Bestimmung der
exakten Lokalisation von CNTF in den verschiedenen Zelltypen des olfaktorischen
Systems. Uber den Bulbus olfactorius der Ratte ist bereits bekannt, daR Zellen des Str.
fibrosum — vermutlich Gliazellen — intensiv CNTF synthetisieren (Stockli et al., 1991,
Guthrie et al., 1997). Andere Experimente weisen eine Reihe neuronaler Zelltypen des
olfaktorischen Systems als Ort der CNTF-Synthese aus (Henderson et al., 1994;
Buckland and Cunningham, 1999). Die unterschiedlichen Ergebnisse der verschiedenen
Studien lassen allerdings kein einheitliches Bild tUber die zelluldre Lokalisation von
CNTF im olfaktorischen System entstehen.

Daten Uber die Lokalisation von CNTF im olfaktorischen System von Mausen wurden
bislang noch nicht erhoben. Die Expression von Wachstumsfaktoren und deren
Synthese in unterschiedlichen Spezies kann stark differieren, weshalb diesbezigliche
Resultate nicht einfach von der einen auf die andere Spezies tbertragen werden kdnnen.
Das Wissen Uber die Situation bei Wildtyp-Mé&usen ist eine notwendige Voraussetzung
fur Studien an Knockout-Mausen.

In der vorliegenden Studie wurden die angesprochenen Wissenslicken Uber die
Lokalisation von CNTF im olfaktorischen System von Ratten und Ma&usen zum
Gegenstand der Untersuchungen gemacht. Mit Hilfe verschiedener experimenteller
morphologischer Arbeitsmethoden wurde eine systematische Dokumentation Uber das

Vorkommen von CNTF in der peripheren Geruchsbahn angefertigt.
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3 Material und Methoden

3.1 Tiere

3.1.1 Ratten

Wistarratten beider Geschlechter wurden im institutseigenen Tierstall geziichtet oder

von der Firma Charles River (Sulzfeld, Deutschland) bezogen (siehe Tabelle 3-1).

Tabelle 3-1. Aufschlisselung der in der Studie verwendeten Wistarratten.

Tiere Anzahl Geschlecht &/ 9
juﬁa.e..ﬁaii.e.ﬁ.m.tgr.:.:.z.a._.I:E.i.é.é.) ................................... rr— Gy —————
Adulte Ratten (Gewicht: 275-300g) 23 19/4

3.1.2  Wildtyp(CNTF+/+)- und CNTF-Gen-Knockout(CNTF—/-)- M&use

C57BL/6-Mduse beider Geschlechter wurden im institutseigenen Tierstall gezichtet
oder von der Firma Charles River (Sulzfeld, Deutschland) bezogen.

CNTF-/—Mause (Masu et al., 1993) beider Geschlechter wurden kontinuierlich im
Tierstall des Instituts fr klinische Neurobiologie der Universitat Wirzburg gezlchtet
und zur Verfugung gestellt (siehe Tabelle 3-2).

Die CNTF-/—Maduse wurden spatestens jede dritte Generation mit C57BL/6-Mé&usen
der Firma Charles River (Sulzfeld, Deutschland) riickgekreuzt. Heterozygote Mause
wurden mittels einer Southern-Blot-Analyse wie beschrieben (Masu et al., 1993)
genotypisiert und untereinander verkreuzt, um F1-Nachkommen zu erzeugen, welche
entweder den CNTF-Knockout-Genotyp (CNTF-/-) oder den Wildgenotyp (CNTF+/+)
besitzen. Diese Tiere wurden entweder direkt fur die Studien eingesetzt oder zur
Ziuchtung dieser Mauslinien verwendet. Die Mause wurden regelmalig auf virale
Infektionen untersucht und waren frei von Infektionen mit MHV, Reo3, Theiler
(TMEV), PVM, Sendai und MVM.
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Tabelle 3-2. Aufschliisselung der in der Studie verwendeten CNTF+/+- und CNTF—/— Mause.

Tiere Anzahl Geschlecht 3/ 9
'5i\'l"i"l':':\'/Vi'l'c'i:(S/'f)'('(':'i\'l"'l"l':':/':)'-'lvléu's'é':"(SHH'e"I'_'é's'i(')'ﬁ ........................................................................
Junge Mause (Alter: ~6 Tage) 6 42
Adulte Mause (Alter: >2 Monate) 13 5/8
Adulte CNTF-Wildtyp(CNTF+/+)-Mause — mit Lasion
Perfusion 0,5h post lesionem 3 3/0
Perfusion 1h post lesionem 2 2/0
Perfusion 24h post lesionem 1 1/0
Perfusion 24h (Kontrolle mit Salinelésung) 1 1/0
CNTF-Knockout(CNTF-/-)-M&ause — ohne Lé&sion
Adulte Mause 5 5/0
Adulte CNTF-Knockout(CNTF-/-)-Mause — mit Lasion
Perfusion 0,5h post lesionem 2 2/0
Perfusion 0,5h (Kontrolle mit Salinelésung) 1 1/0
Perfusion 1h post lesionem 1 1/0

Perfusion 24h post lesionem - -

3.1.3 CNTF-Gen/LIF-Gen-Doppelknockout(CNTF/LIF-KO)-Mause

Méuse mit gezielter Ausschaltung der Gene fir CNTF, LIF und beider Gene in einem
Individuum wurden bereits beschrieben (Masu et al., 1993; Escary et al., 1993; Sendtner
et al., 1996). Die CNTF/LIF-KO-Mause, generiert durch Kreuzung von CNTF-/—
Mausen mit Tieren einer LIF-/—-Mauslinie (Sendtner et al., 1996), wurden von Prof.
Sendtner aus dem Institut fur klinische Neurobiologie der Universitat Wurzburg zur
Verfligung gestellt (siehe Tabelle 3-3).

Tabelle 3-3. Aufschliisselung der in der Studie verwendeten CNTF/LIF-KO-Mause.

Tiere Anzahl Geschlecht &/ 9
R TR S5 oy s g T R
3.2 Narkose der Versuchtiere

6 junge Mduse (Alter: 6 Tage; siehe Tabelle 3-2) und eine adulte CNTF+/+-Maus

wurden durch intraperitoneale Injektion mit einer Kombination von Ketanest (Porke—
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Davis, Berlin, Deutschland) und Rompun (Bayer, Leverkusen, Deutschland) im
Verhaltnis 1:4 (100ul/10g KG) betaubt.
2 adulte Ratten wurden durch die intraperitoneale Applikation von Pentobarbital-
Natrium (Sigma, Deishofen, Deutschland; 75 mg/kg KG), gel6st in 0,01M phosphat-
gepufferter Saline (PBS), anasthesiert.

Alle Ubrigen Tiere wurden in einer mit Etherdampf geflllten Kammer narkotisiert.

3.3 Lasion des olfaktorischen Epithels

3.3.1 Genehmigung des Tierversuchsvorhabens

Die Lasion des olfaktorischen Epithels entspricht nach 88 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes
einem Tierversuch. Ein entsprechender Antrag auf Genehmigung des Tierversuchs
wurde Uber den Tierschutzbeauftragten der Universitat Wurzburg bei der Regierung von
Unterfranken gestellt und genehmigt (Az 621-2531.01-18/02).

3.3.2 Lasion des olfaktorisches Epithels mit Triton X-100

Die Applikation der irrigierenden Losung wurde an adulten Mé&usen (Alter: >2 Monate)
vorgenommen. Der Applikationsablauf orientierte sich an etablierten Verfahren
(Margolis et al., 1974; Burd, 1993; Oberto et al., 2001). Bei der Irrigationssubstanz
handelte es sich um 0,7% Triton X-100 gel6st in physiologischer 0,9%iger Salzldsung.
30-50pl Irrigationslésung wurde mit einer 1 cm® Tuberkulinspritze tber eine 27er
Kanule, die auf 10mm gekirzt und deren Rander glattgeschliffen wurden, in die Nase
eingebracht. Die Kaniile wurde vorsichtig in das linke Nasenloch der Tiere eingefihrt.
Die Injektion erfolgte langsam und unter Drehung des Tieres in verschiedene
Richtungen, um auch die hinteren und oberen Areale der Nasenhohle sicher mit der

Ldsung zu benetzen.
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3.4 Gewebepraparation

3.4.1 Natives Gewebe

Die Tiere wurden in tiefer Ethernarkose dekapitiert. Danach wurde das Gehirn
herausprapariert und die Bulbi olfactorii vom Gehirn abgesetzt.

Die Nasenregion wurde nach der Herausnahme des Gehirns prédpariert, indem die
Schidelbasis am Ubergang von Fossa cranii anterior und media geteilt wurde. Vom
Gesichtschadel wurde die Mandibula abgesetzt, die Weichteile des Gesichts entfernt
und die oberen Schneidezahne so weit dorsal wie moglich, ohne die Turbinalen zu
beschadigen, mit ihrer Verankerung in der Maxilla vom verbleibenden Nasenblock
abgetrennt.

Das native Gewebe wurde danach zur Weiterverarbeitung auf Korkstiicken mit Tissue
Tek (Reichert-Jung, Nussloch, Deutschland) bedeckt und in mit flissigem Stickstoff
gekiihltem Isopentan tiefgefroren. Danach schlossen sich  Gefriertrocknung,
Eponeinbettung und die Anfertigung von Semidinnschnitten an wie in 3.4.2

beschrieben.

3.4.2 Gefriertrocknung und Eponeinbettung

Die gefrorenen Praparate wurden fir 12 Stunden bei -90°C, -40°C, -20°C, 0°C und
20°C im Vakuum bei 10 Torr gefriergetrocknet, danach bei 20°C fiir 48h bei 10° Torr
in Epon eingebettet und anschliessend in Gelatinekapseln bei 60°C fur 24-48
ausgehértet. Danach wurden aus dem Block mit einem Ultramikrotom
Semindinnschnitte (0,5-1,0um) angefertigt und auf Glasobjekttrager aufgezogen. Das
Eponharz wurde aus den Schnitten durch Einlegen der Objekttrager fir 5-15 min in eine
Methanol-Toluol-Losung mit 10% Natrium-Methoxid herausgelost. Die Schnitte
wurden danach in einer Lésung Methanol/Toluol (1:1) fur 5 min, mit Azeton (2 x 5
Spilungen), mit destilliertem Wasser (2 x 5 Spulungen) und PBS mit 2% NGS
gewaschen und immunhistochemisch weiterbehandelt (nach Drenckhahn and Franz,
1986).
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3.4.3 Perfusion

Die fur die Perfusionsfixation vorgesehenen Tiere wurden in tiefer Narkose Uber eine in
den linken Herzventrikel eingefuhrte Kanille perfundiert. Einer 30-sekindigen
Vorspulung mit 1g Procainhydrochlorid (Serva, Heidelberg, Deutschland) und
1,333g/ml  Liquemin N25.000 (Hoffmann-LaRoche AG, Grenzach-Wyhlen,
Deutschland) auf 200ml PBS zur Hemmung der Blutgerinnung schlof3 sich die

Perfusion mit dem Fixans nach einem der folgenden Protokolle an (Tabelle 3-4):

Tabelle 3-4. Verwendete Fixierungsprotokolle.

Fix I  transkardiale Perfusion mit 4% Paraformaldehyd (PFA; AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland) in 0,01M PBS, pH 7,4 fir 8 — 15 Minuten.

Fix Il transkardiale Perfusion mit 4% PFA in 0,2% Natriumazetat pH 6,5 fur 10 Minuten und
anschlieBende Perfusion mit 4% PFA in 0,1M Natriumkarbonat/bikarbonat pH 11 +
0,02% Glutaraldehyd (GA; Carl Roth, Darmstadt, Deutschland) fir 20 Minuten.

Fix lll transkardiale Perfusion mit 4% PFA und 15% gesattigter Pikrinsdure in 0,1M
Phosphatpuffer (PB) pH 7,2 + 0,05% GA fir 10 — 15 Minuten (Somogyi and Takagi,

Nach der Perfusion wurden das Gehirn und die gesamte Nase herausprapariert. Dabei
wurde die Nasenregion nach der Herausnahme des Gehirns prapariert.

Die Praparation des Nasenblocks und der Bulbi olfactorii erfolgte wie bei nativem
Gewebe bereits beschrieben (siehe 3.4.1).

Das Material wurde anschlieRend fur 3h bei Raumtemperatur oder tiber Nacht bei 4°C
in der entsprechenden Fixierungslosung ohne GA postfixert. Nach der Postfixierung
wurde das Gewebe fiir Licht (LM)- und Fluoreszenzmikroskopie (FM) in PBS
gewaschen und sukzessive mit 10% und 20% Sucrose in PBS infiltiert, in mit flissigem
Stickstoff gekuhltem Isopentan tiefgefroren und bei -80°C aufbewahrt. Fir die
Elektronenmikroskopie (EM) bestimmtes Gewebe wurde mehrfach in PBS gewaschen

und sofort geschnitten.
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3.4.4 Whole-mount-Praparation

Nach der Fixation, Postfixierung und Praparation des Nasenblocks wurden die lateralen
Anteile des Nasenskeletts mit den Turbinalen wurden vorsichtig auf beiden Seiten mit
einem Skalpell vom Septum nasale gel0st.

Danach wurden die lateralen Nasenanteile und das Septum bei Raumtemperatur dreimal
10’ flottierend in PBS gewaschen und anschliessend dem immunhistochemischen
Protokoll fir LM- (siehe 3.5.3) bzw. FM-Einfachmarkierung (siehe 3.5.6) unterzogen.
Die Inkubationen erfolgten immer in einer die Prdparate Uberdeckenden
Antikorperldsung bei 4°C.

Die LM-Praparate wurden mit einem Stereomikroskop, die FM-Praparate mit einem

Fluoreszenzmikroskop untersucht.

3.4.5 Herstellung der Gewebeschnitte

Zum Anfertigen der Schnitte von fixiertem Gewebe wurden verschiedene Techniken
verwendet. Fir die Gefrierschnitte (10-30um) wurde das Gewebe langsam bis -22°C
aufgetaut und mit einem Kryostat (2800 Frigocut-E, Reichert-Jung, Nussloch,
Deutschland) geschnitten, auf Superfrost™-Objekttrager (Menzel, Braunschweig,
Deutschland) aufgezogen, angetaut und tiber Nacht trocknen gelassen.

Licht- und elektronenmikroskopische Gewebeschnitte (30-50um) wurden mit Hilfe des
Vibratoms Leica VT 1000S (Leica Instruments, Bensheim, Deutschland) hergestellt.
Fur die Lichtmikroskopie wurde das eingefrorene Gewebe langsam bis auf
Raumtemperatur aufgetaut. Fir die Elektronenmikroskopie wurde das Gewebe sofort
nach der Perfusion und Postfixierung geschnitten und direkt verarbeitet oder in
kryoprotektiver Losung (30% Ethylenglykol und 25% Glyzerin in 0,05M
Phosphatpuffer) bei -40°C aufbewahrt.

Das Ultramikrotom Ultracut E (Reichert-Jung, Wien, Osterreich) wurde zur Herstellung

der Ultraduinnschnitte (70-90nm) fur die Elektronenmikroskopie benutzt.
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3.5 Immunhistochemie

3.5.1 Priméarantikdrper

Vier verschiedene CNTF-Antikorper wurden fiir die Experimente benutzt:
monoklonaler Maus-anti-Ratte-CNTF (CNTFm; Verdinnung 1:200; Gabe von Prof.
Sendtner, Institut fiir klinische Neurobiologie, Wiirzburg), polyklonaler Kaninchen-anti-
Ratte-CNTF (K10p; 1gG-Fraktion; Masu et al., 1993; Verdinnung 1:500), polyklonaler
Hihnchen-anti-Ratte-CNTF  (cha-CNTF;  Promega, Mannheim, Deutschland,;
Verdunnung 1:100) und polyklonaler Ziege-anti-CNTF (ga-CNTFp; R&D, Wiesbaden,
Deutschland; Verdiinnung 1:500). Desweiteren sind folgende Antikorper zur

Untersuchung ihrer Kolokalisation mit CNTF eingesetzt worden (Tabelle 3-5):

Tabelle 3-5. Verwendete Primarantikorper.

Antikérper gegen Klon Verdinnung Hersteller

Markierung degenerierender Zellen im Frihstadium der Apoptose

Caspase 3 Active (Casp-3) polyklonal 1:500 R&D Systems, Minneapolis,
(Kaninchen) USA

Cleaved Caspase-3 (Casp-3) polyklonal 1:500 New England Biolabs, Frankfurt,
(Kaninchen) Deutschland

Markierung trigeminaler Axone

Calcitonin-gene related polyklonal (Ziege) 1 :500 Chemicon, Temecula, USA
peptide (CGRP)

Markierung cholinerger Neurone

Cholinacetyltransferase (ChAT) polyklonal (Ziege) 1 :500 Chemicon, Temecula, USA

Markierung von Ensheathingzellen und Astrozyten
Glial fibrillary acidic protein (GFAP) monoklonal (Maus) 1:10000 Sigma, Deishofen, Deutschland
Glial fibrillary acidic protein (GFAP) polyklonal 1:200 Dako, Hamburg, Deutschland

(Kaninchen)

Markierung von unreifen olfaktorischen Neuronen

Growth associated monoklonal (Maus) 1:100 Boehringer, Mannheim,

protein 43 (GAP43) Deutschland
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Antikérper gegen Klon Verdinnung Hersteller
Markierung von allen olfaktorischen Neuronen

Neural adhesion cell monoklonal (Maus) 1:250 Sigma, Deishofen, Deutschland
molecule (NCAM)

Markierung von reifen olfaktorischen Neuronen

Olfactory marker protein (OMP) polyklonal (Ziege) 1:200 Dr. F. Margolis, Baltimore, USA

Markierung von migierenden und reifenden Neuronen

Polysialisiertes Neural Cell monoklonal (Maus) 1:250 Dr. G. Rougon, Marseille oder

Adhesion Molecule (PSA-NCAM) AbCys, Paris, Frankreich

Markierung degenerierender Zellen im Spéatstadium der Apoptose (Aschoff et al., 2000)
Tissue Transglutaminase (TTG) polyklonal 1:100 Abcam, Cambridge, UK

(Kaninchen)

Markierung dopaminerger Neurone im Bulbus olfactorius

Tyrosinhydroxylase (TH) monoklonal (Maus) 1:50 Boehringer, Mannheim,

Deutschland

3.5.2 Sekundarantikérper

Zur Visualisierung der Primdrantikorper mittels der verschiedenen mikroskopischen
Verfahren wurden nachfolgende Sekundarantikorper benutzt (Tabelle 3-6 und Tabelle
3-7):

Tabelle 3-6. Verwendete Sekundarantikorper fir Licht- und Elektronenmikroskopie.

Antikorper gekoppelt an Verdinnung Hersteller

Kaninchen-anti-Ziege  Biotin 15500 Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA
Ratte-anti-Ziege Biotin 1:500 Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA
Ziege-anti-Kaninchen  Biotin 1:500 Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA
Ziege-anti-Maus Biotin 1:500 Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA
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Tabelle 3-7. Verwendete Sekundarantikorper fur Fluoreszenzmikroskopie.

Antikérper gekoppelt an Verdinnung Hersteller

'I'E-é-e-l--z;h-t'i--}i-éffi-ﬁ'c-ﬁ'e-ﬁ""Eg/'é ...................... '1':'666"""""""b’iéh’é&fé’,'HH%EUF@TBE&E&HE&H& ....................

Esel-anti-Ziege Fluorescein (DTAF) 1:50 Dianova, Hamburg, Deutschland

Ziege-anti-Huhnchen Cy3 1:600 Abcam, Cambridge, UK

Ziege-anti-Kaninchen Cy2 1:600 Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont,
UK

Ziege-anti-Kaninchen Cy3 1:600 Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.,
West Grove, USA

Ziege-anti-Maus Cy2 1:400 Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont,
UK

Ziege-anti-Maus Cy3 1:600 Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.,

West Grove, USA

3.5.3 Immunhistochemisches Protokoll fir LM: Einfachmarkierung

Fur alle Schritte der nachfolgenden Verfahren gilt: Gefrierschnitte wurden auf dem
Objekttréger, Vibratomschnitte flottierend inkubiert.

Zur Reduktion unspezifischer Bindungen wurden die Gewebeschnitte 2h bei
Raumtemperatur in 0,01M PBS mit 5% normalem Ziegenserum (NGS; Sigma,
Deishofen, Deutschland) oder 5% normalem Eselserum (NDS; Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, USA) oder 0,25% A-Carrageenan
(Sigma, Deishofen,  Deutschland)  vorinkubiert.  Zusétzlich  enthielt  die
Vorinkubationslosung zur Permeabilisierung der Schnitte 1% Triton-X-100 (TX-100;

Sigma, Deishofen, Deutschland).

Vorinkubationspuffer

Danach erfolgte die Inkubation mit dem Primarantikorper, der in passender Verdinnung
(siehe Tabelle 3-5) dem Inkubationspuffer zugefuigt wurde. Die Schnitte wurden 48h bei
4°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Um Mikrobenbefall der Praparate zu
vermeiden, wurde 0,05% Natriumazid (NaNs; Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

zugegeben.

Inkubationspuffer
0,01M PBS + 1% NGS/NDS oder 0,25% A-Carrageenan + 0,5% TX-100 + 0,05% NaNs3




AnschlieBend wurden die Schnitte 6 mal 10 min in PBS gewaschen und mit dem
entsprechenden Sekunddarantikorper, der im Inkubationspuffer im richtigen Verhaltnis
(siehe Tabelle 3-6) verdunnt wurde, fir weitere 24h unter den gleichen Bedingungen
wie der Primérantikorper inkubiert und gewaschen. Fir die Entwicklung der
lichtmikroskopischen Préparate, die mit biotinylierten Sekundarantikérpern inkubiert
worden sind, wurden die Schnitte fir 2h bei Raumtemperatur mit StrABC (Streptavidin-
biotinylierter Peroxidasekomplex, Dako, Hamburg, Deutschland) inkubiert. Nach
kurzem Waschen in PBS wurde das Antigen mittels der Diaminobenzidin-
Glukoseoxidase-Methode mit bzw. ohne Nickelintensivierung sichtbar gemacht
(Zaborszky and Heimer, 1989). Das verwendete Chromogen ist 3’,3-
Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB; Sigma, Deishofen, Deutschland). Fur die
DAB-Entwicklung wurden die Schnitte mit folgender Ldsung inkubiert:

DAB-Entwickler-Lésung

0,25mg DAB + 0,4mg NH,4CI + 0,004mg Glukoseoxidase (Sigma, Deishofen, Deutschland) auf
1ml 0,1M Phosphatpuffer (pH 7,4)

Die NiDAB-Entwicklerlésung enthielt zusatzlich 20ul 0,05M Ammoniumnickelsulfat
(Fluka, Buchs, Schweiz) pro ml Phosphatpuffer.

NiDAB-Entwickler-L6sung
0,25mg DAB + 0,4mg NH,CI + 0,004mg Glukoseoxidase + 20ul 0,05M Ammoniumnickelsulfat

Die Vibratomschnitte wurden vor dem Starten der Reaktion 5 min in der
Entwicklerlésung im Dunkeln vorinkubiert, die Gefrierschnitte wurden mit der bereits
gestarteten Entwicklerlésung tberschichtet. Zum Starten der Reaktion wurde 20pul einer
10%igen  B-D-Glukose-Losung  (Sigma, Deishofen, Deutschland) pro ml
Entwicklerlésung hinzugefligt. Die Entwicklung der Farbreaktion wurde unter kurzen
periodischen lichtmikroskopischen Kontrollen im Dunkeln durchgefuhrt und in PBS
gestoppt. Die Schnitte wurden danach mehrfach in PBS gewaschen. Flottierend
inkubierte Schnitte wurden auf Objekttrager aufgezogen. Alle Schnitte wurden Uber
Nacht getrocknet, tber eine aufsteigende Alkoholreihe tber Xylol (AppliChem GmbH,
Darmstadt, Deutschland) entwassert und anschlieBend in DePeX® (Serva

Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland) eingedeckt.
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3.5.4 Immunhistochemisches Protokoll fir LM: Doppelmarkierung

Fur die Doppelmarkierungen wurde ein sequentielles Protokoll angewendet, dessen
Komponenten der vorhergehenden Beschreibung (siehe 3.5.3) entsprechen.

Nicht aufgezogene, NiDAB-entwickelte Vibratomschnitte wurden in eine zweite
Inkubationslésung Uberfuhrt, die einen zweiten Primarantikdrper enthielt. Eine weitere
Inkubation als auch Entwicklung schlossen sich an und entsprachen der bereits
beschriebenen DAB-GOD-Methode. Die Schnitte wurden wie oben beschrieben
weiterbehandelt und in DePeX® eingedeckt. Die NiDAB-intensivierten Strukturen

erschienen schwarz, die nicht-intensivierten rotbraun.

3.5.5 Immunhistochemisches Protokoll fir EM: Einfachmarkierung

Fur die Entwicklung der elektronenmikroskopischen Praparate wurde die vorhergehend
beschriebene NiDAB-GOD-Methode (siehe 3.5.3) ein modifizierter Weise wie folgt
angewandt.

Die sofort nach der Postfixierung angefertigten und gewaschenen bzw. in
kryoprotektiver Losung aufbewahrten Vibratomschnitte wurden in
Vorinkubationspuffer ohne den Zusatz von TX-100 2h inkubiert.

Vorinkubationspuffer
0,01M PBS + 5% NGS

Danach erfolgte die Inkubation mit dem Primar-, anschlieRend mit dem
Sekundarantikorper, ebenfalls dem LM-Protokoll entsprechend, in einem Puffer, der nur
0,04% TX-100 enthielt.

Inkubationspuffer
0,01M PBS + 1% NGS + 0,04% TX-100 + 0,05% NaN;

Nach der NiDAB-Entwicklung wurden die Schnitte in PBS gewaschen und 1h mit 1%
Osmiumtetroxid (OsO,; Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) geldst in PBS behandelt,
wieder in PBS gewaschen, iber eine aufsteigende Alkoholreihe entwassert und danach
zwischen Aclarfolie (Ted Pella Inc., Redding, USA) auf einem Objekttrager
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flacheingebettet, mit Gewichten beschwert und in einem Ofen bei 60°C fiir 24h
ausgehéartet. Dann wurden die Folien entfernt, die Praparate fotografiert und aus den
Préparaten unter stereomikroskopischer Kontrolle (Olympus SZH-ILLD, Olympus
Optical GmbH, Hamburg, Deutschland) kleinere Bezirke mit ideal angeférbten
Strukturen mit Hilfe einer Federschere ausgeschnitten. Diese wurden wieder auf einer
Folie mit Epon bedeckt, auf einen ausgehérteten Epon-Leerblock aufgeblockt und im
Ofen ausgehartet.

Danach erfolgte mit einem Ultramikrotom das Schneiden von Ultradiinnschnitten (70-
90nm). Diese wurden auf Formvar(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)-beschichtete
Netzchen (Plano, Wetzlar, Deutschland) aufgezogen. Die Préaparate wurden danach mit
Uranylazetat (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) und Bleizitrat (Fluka, Buchs,
Schweiz) kontrastiert (genaues Protokoll siehe Reynolds, 1963),
elektronenmikroskopisch untersucht und fotografiert.

3.5.6 Immunhistochemisches Protokoll far FM: Einfach- und

Doppelmarkierung

Vibratom- bzw. Gefrierschnitte wurden fir die Einfachmarkierung wie bereits
beschrieben  (siehe 3.5.3) inkubiert. Fir Doppelmarkierungen wurde der
Inkubationslésung mit dem Primérantikorpers zusatzlich ein zweiter Priméarantikorper
aus einer anderen Spezies zugesetzt. Die zweite Inkubationslosung enthielt
entsprechend zwei korrespondierende Sekundarantikorper (siehe Tabelle 3-7), die
Inkubation erfolgte im Dunkeln. Zum Schutz vor Ausbleichen wurden die Schnitte nach
Abschluly der Inkubation mit 1,5% n-Propylgallat (3,4,5-
Trihydroxybenzoesdurepropylester;  Serva  Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland) und 30% Glycerin (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), gel6st in PBS,
uberschichtet, eingedeckt und bei 4°C unter LichtabschluR aufbewahrt.

Vorinkubationspuffer
0,01M PBS + 5% NGS/NDS + 1% TX-100

Inkubationspuffer
0,01M PBS + 1% NGS/NDS + 0,5% TX-100 + 0,05% NaNj
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3.5.7 Immunhistochemisches Protokoll fir Semidiinnschnitte

Die Semidunnschnitte von Epon-eingebettetem, gefriergetrockneten Praparaten wurden
nach Hersauslésen den Epon mit polyklonalem Kaninchen-anti-Ratte-CNTF-Antikdrper
(Verdinnung 1:500) in PBS Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Waschen, sekundare
Antikdrperinkubation und Entwicklung erfolgten wir vorbeschrieben (siehe 3.5.6).

3.5.8 Kontrollen

Sowohl mit dem monoklonalen Maus-anti-CNTF-Antiserum als auch dem polyklonalen
Kaninchen-anti-CNTF-Antiserum  wurden Preadsorptionskontrollen  durchgefunhrt.
Dabei wurde das Antiserum bei 4°C tber Nacht unter leichtem Schiitteln mit einem
UberschuB von rekombinantem Ratten-CNTF (Gabe von Prof. Sendtner, Institut fir
klinische Neurobiologie, Wirzburg) inkubiert. Nach kurzer Zentrifugation wurde die
Antikorperldsung fur eine Inkubation nach den beschriebenen immunhistochemischen
Protokollen an Ratten- und Mausgewebeschnitten durchgefuhrt (siehe 3.5.3). Parallel
erfolgte eine Immundetektion mit einem nicht-preadsorbierten Antiserum.

Daruiber hinaus wurde die Spezifitat aller Antikorper bei jedem Experiment — Einzel-
und Doppelmarkierungen — uberpruft, indem jeweils einer der PriméarantikOrper oder
der Sekundérantikorper den Inkubationslésungen einiger Schnitte nicht zugegeben
wurde. Als spezifisch wurden nur solche Anfarbungen angesehen, die in den
verschiedenen Kontrollen nicht zu beobachten waren.

Bei den fluoreszenz- als auch konfokalmikroskopischen Doppelmarkierungsstudien
wurde sichergestellt, dass eine starkes Fluoreszenzsignal eines Fluorophors nicht

falschlicherweise auch mit Filterkombinationen weiterer Fluorophore detektierbar war.

3.5.9 Weitere Farbereagenzien

DAPI. Fir die Darstellung der Kernmorphologie der olfaktorischen Neurone wurde die
Substanz DAPI (4’,6-Diamidin-2’-phenylindol-dihydrochlorid; Boehringer, Mannheim,
Deutschland;  Verdinnung 1:1000) verwendet. Der Farbstoff wurde zur
Sekundarantikorperldsung zugegeben.
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Gallocyanin. Zur Anfertigung von Ubersichtspraparaten des Bulbus olfactorius wurden
Schnitte mit einer modifizierten Nisslfarbung, der Gallocyanin-Farbetechnik (Heinsen
et al.,, 2000), gefarbt. Dafir wurden 750mg Gallocyanin (Sigma, Deishofen,
Deutschland) und 25g Kaliumchrom(l1)-sulfat-dodecahydrat (Chromalaun; Sigma,
Deishofen, Deutschland) mit 500ml Aqua bidest. angesetzt und unter standigem Rihren
5 Minuten gekocht. Nach dem Abkihlen wurde die Farbelosung filtriert und der pH-
Wert entweder mit 0,1N Salzsaure oder 1,0N Natriumhydroxid auf einen Wert von 1,8
eingestellt. Die Objekttrager wurden fir 24h in der Farbelésung belassen, danach sofort
in PBS gewaschen, anschlieend tber eine aufsteigende Alkoholreihe beginnend bei
70% Ethanol tber Xylol entwéssert und in DePeX eingedeckt. Die Farbelosung wurde

flir jeden Versuch frisch zubereitet.

3.5.10 Mikroskope

Fur die Untersuchung der Lokalisation von CNTF im olfaktorischen System auf
struktureller und ultrastruktureller Ebene, als auch fir seine Kolokalisation mit anderen,
funktionell bedeutsamen Proteinen wurden verschiedene mikroskopische Techniken
angewendet.

Fur die lichtmikroskopische Aufnahmen wurden verwendet: Zeiss Axiophot, Zeiss
Axiovert, (Carl Zeiss, Jena, Deutschland), Leica (Leica Microsystems AG, Wetzlar,
Deutschland), Leitz  Aristoplan  (Leitz, Wetzlar, Deutschland). Fir die
Fluoreszenzmikroskopie wurden ein Laser Scanning Mikroskop LSM 510 (Carl Zeiss,
Jena, Deutschland) und ein Olympus BH Il (Olympus, Hamburg, Deutschland)
verwendet. Die ultrastrukturellen Studien wurden mit dem Elektronenmikroskop LEO
912 AB (Leo Elektronenmikroskopie, Oberkochen, Deutschland) durchgefihrt.

3.5.11 Kameras

Die Digitalaufnahmen wurden mit einer Nikon Coolpix 990 (Nikon GmbH, Dusseldorf,
Deutschland) gemacht. Fir die Fotografie der fluoreszenz- und lichmikroskopischen
Préparate diente eine Olympus (Olympus, Hamburg, Deutschland) bzw. eine Spot-

Kamera (Visitron Systems, Puchheim, Germany). Das
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Transmissionselektronenmikroskop ist mit einer Planfilmkamera sowie mit einer Slow-

Scan CCD (Proscan, Lagerlechfeld, Deutschland) ausgerdistet.

3.6 Dreidimensionale Computerrekonstruktion der Bulbi olfactorii von

Mausen und Ratten

3.6.1 Histologisches Protokoll

Zur Rekonstruktion von Bulbus-olfactorius-Paaren adulter Tiere wurden 4 weibliche
Mause, 3 weibliche und 3 ménnliche Ratten mit der Methoden Fix | bzw. Fix Il (siehe :
3.4.3, Tabelle 3-4) perfundiert, die Bulbi olfactorii vorsichtig inklusive des anterioren
Teils des Frontalhirns aus der vorderen Schédelgrube herausprépariert. Nach der
Postfixierung wurden beide Bulbi olfactorii jedes Tieres mittels Einbettung in Tissue
Tek (Reichert-Jung, Nussloch, Deutschland) und anschliessendem Einfrieren Uber
Isopropanolol in flissigem Stickstoff in Position zueinander gehalten.

Von den Praparaten wurden Serienschnitte von gleicher Dicke (Maus: 16um; Ratte:
20um) angefertigt, die die gesamte Bulbusregion und das Frontalhirn einschlossen.
Dabei wurden 6 Serien zusammengestellt. Jeder Schnitt einer Serie wies den gleichen
Abstand von 96um (Maus) und 120um (Ratte) zu seinem Vorganger bzw. Nachfolger
auf. Bei einem durchschnittlichen Glomerulusdurchmesser bei Méausen von ~100um
(Mombaerts, 2001) bzw. bei Ratten von ~80-160um (Shipley, 1995) — nach eigenen
Messungen im Mittel etwa 120pum — war davon auszugehen, dass die Uberwiegende
Mehrzahl der Glomeruli olfactorii in mindestens einem Schnitt jeder Serie
angeschnitten wurde (siehe auch Tabelle 4-1). Auf diese Weise wurden Serien von
mannlichen Wistarratten (n=3; Schnittdicke: 20um; durchschnittliche Schnittanzahl pro
Serie + Standardfehler des Mittelwerts: 55 + 4,04), weiblichen Wistarratten (n=3;
Schnittdicke: 20um; durchschnittliche Schnittanzahl pro Serie + Standardfehler des
Mittelwerts: 48,7 + 1,86) und weiblichen Mausen (n=4; Schnittdicke: 16um;
durchschnittliche Schnittanzahl pro Serie + Standardfehler des Mittelwerts: 41 + 3,86)
angefertigt.

Die Schnitte der ersten Serie wurden anschliessend mit polyklonalem CNTF-Antikdrper

(ra-CNTF; siehe 3.5.1) auf dem Objekttrager inkubiert, die Immunmarkierung mittels
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Ni-DAB-Methode (siehe 3.5.3) bzw. fluoreszenzmikroskopisch (siehe 3.5.6) sichtbar

gemacht. Die Schnitte der zweiten Serie wurden mit Gallocyanin gefarbt (siehe 3.5.9).

3.6.2 Auswahl der Schnitte

Fur das Erstellen eines dreidimensionalen Modells eines Paares von Bulbi olfactorii fir
jede Spezies und bei den Ratten auch fir beide Geschlechter wurde die Gallocyanin-
gefarbte Serie von einer Maus, einer weiblichen und einer mannlichen Ratte benutzt,
deren Morphologie am besten erhalten war und deren Ubersichtsfarbung ein homogenes
Bild bot.

In dieses Modell wurden jeweils die Positionen der Glomeruli olfactorii im Str.
glomerulosum der Bulbi olfactorii der verschiedenen Tiere eingezeichnet, die CNTF-ir
Axone enthielten. Die Lokalisation dieser Glomeruli wurde durch den Vergleich der
CNTF-markierten Schnitte mit der Gallocyanin-gefarbten Serie der unterschiedlichen
Tiere bestimmt.

Grundlage flr die Nutzbarkeit eines Modellbulbipaares je Spezies und Geschlecht war
die Uberpriifung, ob die Praparate der Individuen einer Spezies eine vergleichbare
Anzahl an Schnitten boten, die das Str. glomerulosum zeigten. Bei den Mdusen variierte
diese Zahl zwischen 39-46, bei den weiblichen Ratten zwischen 45-51, und bei den
mannlichen Ratten zwischen 53-60 Schnitten. Dadurch ergab sich durch die jeweilige
Schnittdicke eine Varianz der L&nge der Bulbi von 3648-4416um (Mdause), 5400-
6000um (weibliche Ratten) und 6360-7200um (mannliche Ratten). Die Dimensionen
der rekonstruierten Modellbulbipaare wurden so gewdhlt, dass es mdglich war, alle
Glomeruli an &hnlichen Positionen im Modell einzuzeichnen und somit interindividuelle

Vergleiche zu ermdoglichen.

3.6.3 Digitalfotografie

Die Ubersicht aller Schnitte der Gallocyanin-gefarbten Serie der Modellmaus
(Tierkennung: M3-260602), der weiblichen Modellratte (Tierkennung: R1-180204), und
der mannlichen Modellratte (Tierkennung: R1-080503) wurden digital mit einem
MaRstab fotografiert (siehe 3.5.11).
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3.6.4 Bildnachbearbeitung mit Adobe® Photoshop® 5.0

Mit der Software Adobe® Photoshop® 5.0 (Adobe, San Jose, USA) wurden mehrere
Manipulationen an den Bilddaten vorgenommen.

Zur besseren Darstellung der Strukturen wurde jedes Bild mit der Funktion
Helligkeit/Kontrast unter Benutzung derselben Parameter aufgehellt und stérker
kontrastiert. Danach wurde jedes Bild mit dem Scharfzeichungsfilter Stark
scharfzeichnen zweimal neu berechnet, ebenfalls um die Strukturen besser sichtbar zu
machen.

Um die Datenmenge zu reduzieren wurden die urspriinglichen 24-bit-Farbbilddateien,
die eine Darstellung von 16 Millionen Farben gestatten, in 8-bit-Graustufendateien (256
Graustufen) konvertiert. Zur zusétzlichen Verkleinerung der Datenmenge wurde die
Bildkantenl&nge jedes Einzelbilds um den gleichen Faktor reduziert. Das Verhéltnis der
Dimensionen zueinander blieb konstant, die GroRe eines Bildes betrug nach der
Verkleinerung 1000*750px.

Um fir das Rekonstruktionsprogramm (Amira® Developer Version 3.0; siehe 3.6.5)
genug Flache zur digitalen Uberlagerung und Ausrichtung der Bilder zu schaffen, wurde
jedes Bild mit Hilfe der Funktion Arbeitsflache mit einem weiRen Seitenrand versehen.

Die geédnderten Dateien wurden im JPEG-Format gespeichert.

3.6.5 Rekonstruktion mit Amira® 3.1

Die Berechnung der dreidimensionalen Modelle der Bulbipaare erfolgte im
Rechenzentrum der Universitdt Wirzburg auf dem Hochleistungsgrafikrechner SGI
Onyx2 Infinite Reality (Silicon Graphics Inc., Mountain View, USA) mit Hilfe der
Software Amira® Version 3.1 (TGS Inc., Richmond, USA)".

Bestimmung der Dimensionen. Die bearbeiteten Bilddateien wurden tber die Funktion
Load eingelesen. Danach erfolgte die Definition des Abstands der einzelnen Bilder in
der Z-Ebene zueinander Uber die Registerkarte Crop Editor. Der 3. Wert im Feld Max
coord unter der Einstellung Bounding box, der die Gesamtléange der Z-Ebene (zmax) des

" Die beigefugte Supplement-DVD enthélt eine ausfihrliche Kurzanleitung zur Erstellung dreidimensionaler
Rekonstruktionen aus mikroskopischen Serienschnitten mit Amira 3.1 und deren Export und Publikation
(\_Supplement\Amira_tutor\amiratutorial.pdf).
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Modells bestimmt, wurde den mafistablichen Berechnungen folgend festgesetzt (siehe
Tabelle 3-8):

zmax = Bildanzahl e Schnittentfernung[zm] e Maf&stab[ﬂ]
4m

Tabelle 3-8. Errechnete MaRe der Z-Ebene und Dimensionen des Rekonstruktionsvolumens.

Parameter Maus Ratte @ Ratte &

e R p—————————
Schnittentfernung [um] 96 120 120

1pm entspricht [px] 8,83* 107 1,25* 10" 1,25 *10™

zmax [pX] 484 765 840
Abmessungen Rekonstruktions- 1000*750*484 1400*1300*765 1400*1300*840

volumens x*y*z [px]
Ausrichten der Bilder. Uber die Funktion Align slices wurden alle Bilder per Hand

ausgerichtet. Gefalle und Substrukturen in den Fotos dienten als Landmarken.

Generierung des 3D-Datensatzes. Danach folgte uber das Modul Label Field die
Generierung eines bearbeitbaren Datensatzes (Label Field), in dem das 3D-Objekt vom
Hintergrund separiert und untergliedert werden kann. Innerhalb dieses Datensatzes
erfolgte mit dem Hilfsmittel Image segmentation editor die getrennte Markierung
(Segmentierung) folgender, mit Hilfe eines Gehirnatlanten (Ratte: Paxinos and Watson,
1998; Maus: Paxinos and Franklin, 2001) identifizierter Strukturen innerhalb der Bilder:
1. Frontalhirn; 2. Nucleus olfactorius anterior; 3. Bulbus olfactorius accessorius; 4.
Bulbus olfactorius (Str. fibrosum + Str. glomerulosum); 5. Bulbus olfactorius (Str.
mitrale + Str. plexiforme externum + Str. plexiforme internum + Str. granulosum +
Tractus olfactorius lateralis); 6. Glomeruli mit CNTF-ir Axonen. Die Markierung der
Position der CNTF-ir Glomeruli erfolgte nach Tieren getrennt in jeweils einer Kopie
des zugehdrigen Modelldatensatzes, so dal} im weiteren Verlauf getrennte 3D-Modelle
jedes Tieres erstellt werden konnten.

Verkleinerung des 3D-Datensatzes. Die DatensatzgroRe, der bestimmende

Rechenfaktor fir die Rekonstruktion durch den Computer, wurde ber das Modul
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Resample (Parameter: Average: x=2; y=2; z=1) reduziert und anschliessend die
Oberflachen der segmentierten Strukturen durch die Funktion SurfaceGen (Parameter:
Constrained smoothing, Add border, Adjust coords) generiert. Diese Oberflachen

schlossen nun die markierten Strukturen ein.

Glattung des 3D-Datensatzes. Um die Echtzeitwiedergabe des so entstandenen 3D-
Modells zu vereinfachen, wurden die zu berechnenden Oberflachen mit dem Hilfsmittel
Simplifier auf 18000 begrenzt (Parameter: Preserve slice structure; Fast). Die
Darstellungsqualitat des Modells wurde anschliefend mit dem Modul SmoothSurface
(Parameter: Iterations=20; Lambda=0.2) verbessert. Mittels der Funktion Surface View
konnte man jetzt das dreidimensionale Modell der Bulbi olfactorii und ihrer
Substrukturen rdumlich betrachten sowie die Position der Glomeruli, die CNTF-ir
Axone enthalten, bestimmen (@3-A).

Export des 3D-Datensatzes in eine Filmdatei. Zum Export der Modelle jedes
Bulbuspaars in eine Filmdatei wurde tber das Menu Create die Funktion CameraRotate
gewahlt, mit der die 3D-Rekonstruktion 360° jeweils um die x-, y- und z-Achse rotiert
werden konnte. Diese Animationen wurde danach in jeder der drei Ebenen (ber das
Modul MovieMaker in eine MPEG-Filmdatei exportiert (Parameter: Frames=200;
Type=mono; Format=RGB; Tiles: X=1/Y=1; Size=VHS/PAL). Die entstandenen
Animationen kénnen mit jeder herkémmlichen Standardsoftware zum Abspielen von
Filmdateien betrachtet werden (z.B. Microsoft® Windows® Media Player; QuickTime™

Player).

Export des 3D-Datensatzes in eine Quicktime-Virtual-Reality-Datei. Die Moglichkeit
zur frei wahlbaren, rdumlichen Betrachtung der erstellten 3D-Modelle ist die grofite
Starke von Amira. Beim Export der Modelle in statische Filmdateien geht diese
verloren, da ein Modell nur von einem bestimmten Standpunkt und mit einer
bestimmten Rotation betrachtet werden kann. Mit dem Amira-Zusatzmodul 3D
Snapshot Generator (freundliche Gabe von Axel Weigand, Labor Prof. Heinsen,
Morphologische Hirnforschung der Psychiatrischen Klinik, Universitat Wirzburg) ist es

maoglich, den dynamischen Vorteil der 3D-Rendering-Software auch in der frei
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zuganglichen, kostenlosen Software QuickTime™ Player Version 6.x (Apple, Cupertino,
USA) zu nutzen. Mit dem 3D Snapshot Generator (Parameter:
Horizontal=20/Vertikal=18) wurde jedes rekonstruierte Bulbipaar in Schritten von 18°
um seine Longitudinalachse und von 10° um seine Transversalachse gedreht und jeweils
ein Ansichtsbild gemacht. Die entstandenen 380 Einzelbilder wurden danach mit der
Software VR Worx® Version 2.0 (VR Toolbox Inc., Pittsburgh, USA) in eine QTVR-

Datei umgewandelt, die das freie Drehen der Modelle erlaubt.
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4 Ergebnisse

4.1 CNTF-Immundetektion: Einflufd von Antikdrperherkunft,

Gewebevorbehandlung und Detektionsmethode

4.1.1 CNTF-Detektion bei Ratten

Die Detektionsfahigkeit der einzelnen CNTF-Antikorper wurde unter verschiedenen
Bedingungen getestet und evaluiert.

An Rattengewebe, welches nach Perfusionsmethode Fix | (siehe 3.4.1, Tabelle 3-4)
perfundiert wurde, zeigten sowohl das polyklonale Ziegen- (Abbildung 4-1h) und
Kaninchenantiserum (Abbildung 4-1a-f,i,j,m-0; Abbildung 4-7a,b,e; ®@4-A), als auch
der monoklonale Mausantikérper eine gute Anfarbung bei allen angewandten
Detektionsmethoden (Abbildung 4-1g). Die beste Anfarbbarkeit wurde mit dem
polyklonalen Kaninchenantiserum (ra-CNTF) erreicht. Dieser zeigte ein intensives
Anfarbverhalten sowohl beim Einsatz von Vollserum als auch bei Verwendung einer
Protein-A-gereinigten 1gG-Fraktion. Das Hihnchenantiserum wies generell eine sehr
hohe Hintergrundfarbung mit zugleich schwacher spezifischer Immunreaktivitat auf
(Abbildung 4-1k). Die Hintergrundfarbung bei Verwendung polyklonaler Antikorper
war im Ganzen hoher als bei Verwendung des monoklonalen Antikorpers.

Nur die Zelltypen, die bei Reaktionen mit dem monoklonalen als auch mit den
polyklonalen Antikdrpern markiert waren und die ausserdem in Kontrollen keine
Reaktivitat zeigten, wurden als spezifisch CNTF-immunoreaktiv (ir) betrachtet. Das
Markierungsmuster der einzelnen Zelltypen bei den verschiedenen Antikorpern war
anndhernd gleich. Ein Unterschied zeigt sich beim Einsatz des ra-CNTF-Antikorpers,
der die Mitralzellen im Bulbus olfactorius leicht anfarbte (Abbildung 4-6e). Diese
Markierung war auch bei Priadsorption des Antiserums mit einem UberschuR an
rekombinantem Ratten-CNTF nicht zu unterdriicken. Die gleiche Anfarbbarkeit der
Mitralzellen zeigte sich mit dem Hiihnchenantiserum, jedoch nicht bei Verwendung des
polyklonalen Ziege- oder des monoklonalen Mausantikorpers. Deshalb wurde die
CNTF-Markierung bei diesem Zelltyp als unspezifisch angesehen.

Verlangerte Entwicklungszeiten bei der Immunenzymfarbung durch die (Ni)DAB-
GOD-Methode (siehe 3.5.3) fuhrten zu einer unspezifischen Markierung aller
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neuronaler Zellpopulationen im Epithel. Dieses Verhalten war besonders bei der
Verwendung der kommerziell erhdltlichen CNTF-Antisera (Ziege und Huhnchen), auch
in den Immunfluoreszenzpraparaten, zu beobachten (Abbildung 4-1hk,l). Das
Huhnchen-Antiserum zeigte insgesamt ein auflerordentlich schlechtes Signal-
Hintergrund-Verhaltnis.

Bei stdrkeren Fixationsmethoden (Fix Il und Ill; Tabelle 3-4) und bei den
Immunmarkierungen fir Elektronenmikroskopie blieb das Markierungsmuster der
Antikorper zwar erhalten, die Intensitdt der Farbung war jedoch reduziert. An
Semidinnschnitten von gefriergetrocknetem, eponeingebetteten Riechepithel ergab nur
der polyklonale Kaninchenantikérper ein ausreichend intensives Signal (Abbildung
4-1i,)).

4.1.2 CNTF-Detektion bei Mausen

Bei Mausgewebe zeigten besonders der ra-CNTF- und das Ziegenantiserum ein
akzeptables Markierungsverhalten. Die Spezifitit der CNTF-Immundetektion wurde
uberprift, indem ra-CNTF-Immunreaktionen an Schnitten von Wildtyp(CNTF +/+)-
Mausen und mit Wildtyp-Gewebeschnitten, die unter Préadsorptionsbedingungen
inkubiert worden waren, bzw. Schnitte von CNTF-Knockout(CNTF-/-)-Mausen, die
unter Normalbedingungen inkubiert worden waren, verglichen wurden (Abbildung
4-71,j). Nur diejenigen Strukturen wurden als spezifisch markiert betrachtet, welche sich
weder in den Prdadorptionskontrollen noch bei den Knockout-Mé&usen darstellten.

4.2 Olfaktorisches Epithel und Fila olfactoria

4.2.1 Immunhistochemie bei Ratten

Fila olfactoria. In den Fila olfactoria waren zahlreiche CNTF-ir Ensheathingzellen
(olfaktorische Hullzellen) und CNTF-ir varikdse Fasern zu sehen (Abbildung 4-1b, c),

die parallel zur Epitheloberflache unter der Basallamina verliefen.

Olfaktorische Neurone. Im olfaktorischen Epithel fand sich ein charakteristisches
Verteilungsmuster CNTF-ir olfaktorischer Neurone (Abbildung 4-1a, d-0). Obwohl in

43



allen untersuchten Tieren CNTF-ir olfaktorische Neurone vorhanden waren, zeigten
sich doch interindividuelle Unterschiede in der Frequenz ihres Vorkommens. Auch
innerhalb des Epithels eines Tieres erschien die Verteilung der CNTF-ir Neurone
ungleichmaRig. Waren manchmal ganze Gruppen CNTF-ir ON in enger Nachbarschaft
zu beobachten (Abbildung 4-1a, d; @4-B), fanden sich auch grol3e Epithelbereiche, in
denen nur gelegentlich ein einzelnes markiertes Neuron vorkam oder die ganz frei
waren von neuronaler CNTF-Ir (Abbildung 4-1g, h). Die Zahl der CNTF-ir Neurone
war grofer in Regionen niedrigeren Epithels, wie es sich zum Beispiel auf den
konvexen Enden der Turbinalen (Weiler and Farbman, 1997) oder im Ubergangsbereich
des Riechepithels zum respiratorischen Epithel findet. Whole-mount-Praparate der
lateralen Cavitas nasi und des Septum nasale zeigten disseminiert im olfaktorischen
Epithel verteilte olfaktorische Neurone. Das Vorkommen der CNTF-ir Neurone
beschrankte sicht nicht auf eine der vier in der Riechschleimhaut unterscheidbaren
Expressionszonen von olfaktorischen Rezeptorproteinen (Ressler et al., 1993). Das
Markierungsmuster ~ stellte sich  mit allen CNTF-Antikérpern und allen
Detektionsmethoden gleichartig dar. Die Markierung der Neurone mit dem
Immunreaktionsprodukt war sehr kraftig, sie setzte sich (iber das Perikaryon in apikaler
Richtung in den Dendriten mit dem dendritischen Knopf und die Riechzilien fort, nach
basal war die Immunfarbung Uber den Axonhigel bis in das Axon zu verfolgen
(Abbildung 4-1a, d-f,m,n; ®4-A). CNTF-Immunmarkierungen an Semidunnschnitten
von gefriergetrocknetem, eponeingebetteten Riechepithel zeigten die CNTF-Ir-

Lokalisation auch im Zellkern der olfaktorischen Neurone (Abbildung 4-1i, j).

Andere Zelltypen. Zusatzlich zu den olfaktorischen Neuronen zeigten die
Ausfiihrungsgangszellen der BowMAN-Driisen, eine leichte CNTF-Ir (Abbildung 4-1a).

Assoziation der CNTF-Ir mit einer Lebensphase ON. Doppelmarkierungen mit dem
olfaktorischen Markerprotein (OMP) zeigten, dal} alle CNTF-ir Neurone OMP-ir waren.
OMP st ein Protein, welches exklusiv in reifen olfaktorischen Neuronen exprimiert
wird (Margolis, 1972) und im gesamten Zytoplasma dieser Nervenzellen und ihren
Fortsatzen zu finden ist (Abbildung 4-2d-f). In Doppelmarkierungen fur CNTF und das

Wachstums-assoziierte Protein 43 (Growth associated protein 43, GAP43), einem
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Marker vorwiegend fur unreife olfaktorische Neurone (Verhaagen et al., 1989;
Verhaagen et al., 1990a) war in keinem Fall eine Kolokalisation der GAP43-Ir mit
CNTF-ir Neuronen zu beobachten (Abbildung 4-2a-c).

Assoziation von CNTF-Ir und Zelltod. Der Umsatz von ON im olfaktorischen Epithel
unterliegt unter physiologischen Bedingungen einer Balance aus Re- und Degeneration.
Im OE kommt es einerseits stdndig zu apoptotisch vermitteltem Untergang von ON
(Deckner et al., 1997; Cowan and Roskams, 2002), schadigende UmwelteinflifRRe flihren
dagegen zu nekrotischen Zelluntergangen, deren Ausmass von der GroRe der
Verletzung abhangig ist (Verhaagen et al., 1990b; Cowan and Roskams, 2002). Um zu
klaren, ob ein Zusammenhang zwischen einer Degeneration von ON und der CNTF-Ir
und besteht, wurden verschiedene Experimente durchgefiihrt. Gegenfarbungen mit dem
Kernfarbstoff DAPI ergaben, dass die meisten der CNTF-ir Neurone unter normalen
Bedingungen keine morphologischen Verédnderungen im Sinne einer Kernkondensation,
-pyknose, oder -fragmentierung zeigten (Abbildung 4-2h-j). Nur &uRerst selten fand sich
ein veranderter Kern in CNTF-ir ON (Abbildung 4-3; Abbildung 4-4i-lI; ®4-C). Zur
Detektion apoptotischer Vorgange wurden Doppelimmunmarkierungen des OE von
Ratten mit CNTF und Caspase-3 (Verhaagen et al., 1990b; Denecker et al., 2001;
CASP-3; Cowan and Roskams, 2002; Kristensen et al.,, 2003) und
Gewebstransglutaminase (Tissue transglutaminase, TTG; Aschoff et al., 2000)
vorgenommen. Weiterhin wurden CNTF/OMP-Doppelmarkierungen durchgefiihrt, um
den Anteil reifer ON von allen apoptotisch sterbenden ON zu bestimmen. Es zeigten
sich nur wenige CASP-3-ir Zellen. Diese waren hauptsachlich in den basalen
Abschnitten des Riechepithels lokalisiert und wiesen keine OMP-Ir auf (Abbildung
4-4a-d). Nur selten wurden CASP-3/OMP-doppelmarkierte ON beobachtet (Abbildung
4-4e-h). Die Kernmorphologie aller CASP-3-ir Zellen war massiv veréndert, es zeigten
sich fragmentierte und kondensierte Zellkerne (Abbildung 4-4g, h, o, p). Die
Kolokalisationsstudien von CNTF und CASP-3 zeigten keine doppelmarkierten ON
(Abbildung 4-4i-p). Selbst in den wenigen CNTF-ir ON, die einen morphologisch
veranderten, kondensierten Zellkern aufwiesen, wurde keine CASP-3-Ir beobachtet
(Abbildung 4-4i-l). Entsprechend den Befunden zur Lokalisation von CASP-3 in ON

konnte nur wenige ON beobachtet werden, die eine TTG-Ir aufwiesen. Diese ON
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zeigten immer eine betréchtliche Schadigung ihrer Morphologie. Sie waren immer aus
dem Epithelverband herausgel6st, befanden sich im Raum uber dem OE und zeigten
eine Kolokalisation mit CNTF-Ir. Im OE selbst konnten keine CNTF/TTG-

doppelmarkierten ON gezeigt werden.

4.2.2 Immunhistochemie bei Mausen

Olfaktorische Neurone. Bei CNTF+/+-Méausen wurden regelmaBig CNTF-ir
olfaktorische Neurone beobachtet. Sie waren (berwiegend in den oberflachlichen
Abschnitten des Riechepithels lokalisiert (Abbildung 4-10). Die CNTF-Ir war
hauptsachlich in den Zellkdrpern und den Dendriten ausgepragt. Riechzilien und Axone
waren weniger intensiv immunmarkiert als in Ratten, jedoch waren CNTF-ir Axone in
den Fila olfactoria erkennbar. Die Frequenz CNTF-ir ON lag deutlich unter der bei
Ratten.

Bei CNTF-/—-Mé&usen war die Morphologie des des Riechepithels nicht gegeniiber der

der Wildtyp-Mause verandert. Es war keine spezifische CNTF-Ir zu beobachten.

Andere Zelltypen. Die Ausfiihrungsgangszellen der BowMAN-Driusen erschienen
teilweise blaB CNTF-reaktiv.

Assoziation von CNTF-Ir und Zelltod. Auch am OE von Mausen wurden
Lokalisationsstudien von CNTF, dem apoptotischen Markerenzym CASP-3, OMP und
Kernfarbungen mit DAPI durchgefuhrt, die dhnliche Ergebnisse wie bei Ratten zeigten.
Im normalen Riechepithel stellten sich wenige CASP-3-ir ON dar, die vor allem in den
basalen Epithelbereichen lokalisiert waren. Es fanden sich keine CNTF/CASP-3-
dopppelmarkierten ON.

Untersuchungen zu einem Zusammenhang zwischen dem nekrotischen Tod von ON
und der CNTF-Ir wurden an Mausen durchgefihrt, da die Zahl CNTF-ir ON bei
Méusen unter Normalbedingungen gering ist und keine ausgepragten interindividuellen
Unterschiede bestehen. Chemische Léasionen des olfaktorischen Epithels induzieren den
nekrotischen Zelluntergang von ON innerhalb weniger Stunden post lesionem

(Verhaagen et al., 1990b; Cowan and Roskams, 2002). 30 min nach der Instillation
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einer Triton-X-100-Lésung in die rechte Nasenhohle, erschienen v.a. die
Schleimhautbereiche der septalen Konvexitdten der unteren Turbinalen verandert
(Abbildung 4-5f), wéhrend andere Regionen keine Degenerationszeichen aufwiesen
(dicke Bereiche des OE am Nasendach und auf den oberen Turbinalen). Nach 60 min
konnte eine Zunahme der morphologischen Veranderungen beobachtet werden. 24 h
nach der L&sion waren groRRe Teile der Schleimhaut abgeltst, Gewebereste konnten in
der Nasenhohle beobachtet werden (Abbildung 4-5k). Nekrotisch degenerierte ON
waren aufgrund ihrer stark kondensierten Zellkerne erkennbar, einige von ihnen
konnten wegen ihrer OMP-Ir als reife ON identifiziert werden (Doppelpfeile in
Abbildung 4-51-0). Die Anzahl der nekrotischen ON stieg mit dem Grad der
morphologischen Verénderungen an.

Die Zahl CASP-3-ir ON war im ladierten gegeniiber dem unl&dierten Epithel nicht
erhoht. Die Mukosa der kontralateralen Nasenhohle und die Mukosa nach Instillation
von Salinelésung wies keine oder nur geringe Stérungen der Epithelmorphologie auf
(Abbildung 4-5b-¢).

Im verdnderten Epithel zeigte sich eine dendritische Fluoreszenz der ON bei CNTF-
Immunreaktionen (Pfeilspitzen in Abbildung 4-5g). AulRerdem fanden sich rundliche,
CNTF/OMP-doppelimmunreaktive Strukturen im Epithel. Bei diesen Strukturen kénnte
es sich um ON-Reste handeln, zumal einige Kernreste enthielten. Die Zahl dieser
Strukturen nahm mit steigendem Ausmal} der Epithelschadigung zu. Sie waren haufiger
in Tieren mit langen Uberlebenszeiten nach der Lasion zu sehen. lhre Anzahl war
trotzdem in allen ladierten Tieren relativ gering. Obwohl in normalem OE von CNTF-
/--Mdusen keine CNTF-Ir vorhanden war, fand sich in CNTF-Immunreaktionen in
degeneriertem Epithel bei diesen Mé&usen eine dendritische Fluoreszenz, zusétzlich
waren einige rundliche CNTF-ir Strukturen wie bei CNTF+/+-Mé&usen zu beobachten.
Das spricht dafur, dass es sich dabei um experimentelle Artefakte handeln kénnte, die
durch unspezifische Bindungen des CNTF-Antiserums im verdnderten Gewebe
entstehen.

Ein auf die CNTF+/+-Mé&use beschrénkter Befund war, dass in Arealen des OE, in
denen OMP-ir ON mehrheitlich unverletzt erschienen, diejenigen OMP-ir ON, die
kondensiertes Kernmaterial enthielten, gleichzeitig CNTF-ir waren (Pfeile in Abbildung
4-5g-j; Pfeile und Pfeilspitzen in Abbildung 4-5I-0).
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4.3 Vomeronasalepithel

4.3.1 Immunhistochemie bei Ratten und Mausen

Es fand sich keine CNTF-Ir im sensorischen Epithel des Vomeronasalorgans.

4.4 Bulbus olfactorius

4.4.1 Immunhistochemie bei Ratten

Ensheathingzellen. Im Str. fibrosum wurde eine starke CNTF-Ir von schmalen,
langgestreckten Zellen beobachtet (Sterne in Abbildung 4-6a,e; Abbildung 4-7a-g;
Abbildung 4-8d-f). Doppelimmunmarkierungen mit dem Astrozytenmarker GFAP
zeigten, dass in diesen Zellen beide Proteine kolokalisiert waren (Abbildung 4-7h;
Abbildung 4-8f). Es handelt sich bei diesen Zellen demnach um olfaktorische
Gliazellen, die sogenannten Ensheathingzellen. Die CNTF-Ir zeigte sich in den
Ensheathingzellen sowohl im Zytoplama als auch im Bereich des Zellkerns (Abbildung
4-8d, e; Pfeilspitzen in ). Die Kolokalisation von CNTF und GFAP erstreckte sich bis
in die charakteristischen feinen Auslaufer der Ensheathingzellen, die die olfaktorischen
Axone der Fila olfactoria in Axonbindel untergliedern und ummanteln (Abbildung
4-8f).  Semidunnschnitte  (Abbildung 4-8¢) und elektronenmikroskopische
Untersuchungen (Abbildung 4-8c) bestatigten, dass das CNTF-Immunprodukt sowohl
im Bereich des Zellkerns (Pfeilspitzen in Abbildung 4-8c) als auch in den schmalen
Auslaufern der Ensheathingzellen lokalisiert war (Pfeile in Abbildung 4-8c; Abbildung
4-8f). GFAP-ir Astrozyten im Str. glomerulosum, die die Glomeruli olfactorii umgeben
und ihre Zellfortsatze in die Glomeruli olfactorii senden, wiesen im Gegensatz zu den
Ensheathingzellen keine CNTF-Ir auf (Abbildung 4-7h; Abbildung 4-8c, Inset).

Olfaktorische Axone. Des weiteren fanden sich im Str. fibrosum feine CNTF-ir Fasern
mit varikdésen Auftreibungen (Abbildung 4-7). Manche dieser Fasern bogen in das
darunter liegende Str. glomerulosum ab und man konnte beobachten, wie sie in
individuellen Glomeruli endeten. Dort verzweigten sie sich stark, an den
ramifizierenden Fasern waren Varikositdten zu erkennen (Abbildung 4-7a-e). Das

AusmaR der Innervation durch CNTF-ir Axone in verschieden innervierten Glomeruli
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war sehr unterschiedlich. In manchen Glomeruli war nur eine einzige Fasern zu
erkennen (Abbildung 4-7d), manche waren ausgefillt mit einem CNTF-ir Fasernetz
(Abbildung 4-7b, €). Die CNTF-ir Fasern in den Glomeruli waren nicht GFAP-ir
(Abbildung 4-7h), es handelte sich demnach nicht um Ensheathing-Zell- oder
Astrozytenauslaufer, die sich in die Glomeruli fortsetzen. Die CNTF-ir Fasern wiesen
aullerdem keine Kolokalisation mit CGRP-ir trigeminalen Terminalen auf (Abbildung
4-9j-0). Dagegen zeigten Doppelmarkierungen von CNTF mit dem Neural cell adhesion
molecule (NCAM; Abbildung 4-9d-f), einem Marker fur alle ONs, sowie mit OMP
(Abbildung 4-9g-i), dass beide Proteine in den Fasern kolokalisiert waren.

In den lichtmikroskopisch identifizierten Glomeruli, die CNTF-ir Strukturen enthielten,
prasentierten sich im EM-Bild stark markierte CNTF-ir Axonanschnitte (A in
Abbildung 4-10a-c). Die markierten Strukturen waren vereinzelt und gelegentlich auch
eng benachbart gelegen und wiesen typische Merkmale axonaler Strukturen auf: ihre
Terminale enthielten meist ein Mitochondrium sowie dichte Ansammlungen von
kleinen Vesikeln und wiesen enge Kontakte mit nicht-markierten dendritischen
Strukturen auf. Gelegentlich wurden synaptische Kontakte mit unmarkierten
dendritischen Strukturen beobachtet (Pfeilspitzen in Abbildung 4-10a-c). Das CNTF-
Immunreaktionsprodukt erschien sehr konzentriert im Bereich der prasynaptischen
Verdichtung. In manchen Fallen schien es den synaptischen Spalt ganzlich auszuftllen.
Die dicke postsynaptische Verdichtung charakterisierte die Synapsen von CNTF-ir
Terminalen als assymmetrische Synapsen, die wahrscheinlich erregende Funktion
besitzen (Peters et al., 1991). Solche synaptische Kontakte sind typisch fur olfaktorische
Axonterminalen.

Die Haufigkeit der CNTF-ir Fasern in den Glomeruli olfactorii war sehr
unterschiedlich. In einzelnen Schnitten konnten sie ganz fehlen, in anderen waren gleich
mehrere benachbarte Glomeruli durch CNTF-ir Fasern innerviert (Abbildung 4-7a).
Héaufig war nur einer der Glomeruli géanzlich mit CNTF-ir Fasern ausgefullt
(Doppelpfeilspitzen in Abbildung 4-7a), wéhrend die restlichen Glomeruli wenige oder
nur ein Axon enthielten (Pfeilspitzen in Abbildung 4-7a). In Serienschnitten wurden
diese CNTF-ir Fasern in verschiedenen Anschnitten desselben Glomerulus beobachtet.
Ausserdem konnten die CNTF-ir Axone in Serienschnitten eines individuellen

Glomerulus mit verschiedenen CNTF-Antikorpern markiert werden (Abbildung 4-7f,g).
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In kompletten dreidimensionalen Rekonstruktionen von Bulbipaaren von Mé&usen und
Ratten konnten Daten zu Position und Anzahl der Glomeruli, die CNTF-ir Fasern
enthielten, erhoben werden (Tabelle 4-1). Zwei untersuchte ménnliche Tiere besalen
eine vergleichbare Gesamtzahl CNTF-ir Glomeruli (R1: 129 [Abbildung 4-12a, @®4-E] ;
R2: 110 [Abbildung 4-12b, @4-F]) in beiden BO, beim dritten Tier wurden jedoch
mehr als doppelt so viel CNTF-ir innnervierte Glomeruli wie bei den anderen beiden
gefunden (R3: 338 [Abbildung 4-12c, ®@4-G + 4-H]). Auch bei den untersuchten
weiblichen Ratten fanden sich starke interindividuelle Unterschiede in der Anzahl der
CNTF-ir innervierten Glomeruli (R5: 304 [@4-]]; R6: 76 [@4-K]). Es empfingen 0,9-
4,2% der 4200 (Royet et al., 1998) Glomeruli eines Ratten-BO CNTF-ir Fasern. Der
Vergleich zwischen beiden BO eines Individuums ergab bei allen Tieren eine ahnliche
Zahl an CNTF-ir innervierten Glomeruli pro Bulbus (R1: 89,7%"; R2: 100%; RS3:
91,0%7; R4: 84,8%%; R5: 92,4%7% R6: 90,0%3).

Tabelle 4-1. Rekonstruktionen von Bulbi-olfactorii-Paare von Ratten. Werte der Original- und
rekonstruierten Bulbipaare und Ergebnisse Uber CNTF-ir Fasern enthaltende Glomeruli.

Anzahl CNTF-ir Glomeruli
Tier Schnitt- Bulbus- LBO RBO Total Symmetrische
anzahl lange Glomeruli

Ménnliche Ratten :
R13 [@4-E] 53 6360um 68 61 129 62,0%

R2J [®@4-F] 60 7200pm 55 55 110 69,1%
R3J [®@4-G] 53 6360pm 161 177 338 88,8%
Durchschnitt 55,3 6640um

Standardfehler 12,33 +280um

Weibliche Ratten :

R4Q [®4-]] 51 6120um 134 158 292 63,0%
R59 [@4-]] 45 5400pum 146 158 304 89,5%
R6Q [®@4-K] 50 6000pm 36 40 76 48,7%
Durchschnitt 48,7 5840um i

Standardfehler +1,86 +223um

1 n CNTF —ir Glomeruli RBO
NCNTF —ir Glomeruli LBO

100

2 N CNTF —ir Glomeruli LBO

- - -100
n CNTF —ir Glomeruli RBO
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Bei Betrachtung der Schnitte und der dreidimensionalen Rekonstruktionen aller Tiere
zeigte sich dartiber hinaus, dass die Mehrzahl der CNTF-ir Fasern empfangenden
Glomeruli im LBO und RBO zueinander in symmetrischer Position lagen (Tabelle 4-1;
Abbildung 4-11 und Abbildung 4-12; ®4-H und @4-L) und dagegen ein geringerer
Teil der Glomeruli keinen entsprechenden Partnerglomerulus im kontralateralen Bulbus
olfactorius hatte. Beim Vergleich des Symmetriehdufigkeit der CNTF-ir Glomeruli aller
untersuchten Tiere ergibt sich folgendes Verhéltnis: je mehr Glomeruli eines Tieres
CNTF-ir olfaktorische Axone empfangen, desto h&ufiger findet man in beiden BO
zusammen  gehorende, an  spiegelsymmetrischen  Positionen  lokalisierte

Partnerglomeruli (Diagramm 4-1).

Diagramm 4-1. Gesamtzahl CNTF-ir innervierter Glomeruli olfactorii beider BO im Verhéltnis
zum Grad der symmetrischen interbulbaren Lokalisation innerhalb eines Tieres. Ubersicht aller
untersuchten Ratten (R1-R6). Mit steigender Gesamtzahl an CNTF-ir innervierten Glomeruli
steigt der Symmetriegrad der Lokalisation dieser Glomeruli zwischen beiden BO eines Tieres
a
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Durch die Projektion aller rekonstruierter Bulbipaare in ein Computermodell war es
mdoglich, das individuelle Verteilungsmuster dieser Glomeruli wie auch Regionen zu
bestimmen, in denen bei allen Individuen diese Glomeruli bevorzugt beobachtet werden
(mannliche Ratten: Abbildung 4-12; ®4-H / weibliche Ratten: @4-L). Dabei war die
Anzahl CNTF-ir Glomeruli in folgenden Regionen besonders hoch: auf der gesamten
lateralen Seite der BO, am rostralen Ende der BO und in zwei Streifen im ventralen und
dorsalen Drittel auf der Medialseite der BO. Das mittlere mediale Drittel der BO

enthielt dagegen nur wenige innervierte Glomeruli (Abbildung 4-12; ®4-H /| @4-L).

Andere Zelltypen. Neben Ensheathingzellen und individuellen olfaktorischen Axonen
waren in stark immunreagierten Schnitten vereinzelte Zellen in den Strr. plexiforme
externum (Pfeilspitze in Abbildung 4-6e) und granulosum (Pfeile in Abbildung 4-6d,
Abbildung 4-14a-b) leicht CNTF-ir. Die Intensitat der Immunfarbung war am grofiten
im Bereich der Zellkerne, das Zytoplasma dagegen war nur blal markiert, die
Markierung setzte sich nur selten in die Zellfortsitze fort. In CNTF-
Einfachmarkierungen war es darum nicht moglich zu kléaren, ob es sich bei diesen
Zellen im astrozytére oder neuronale Strukturen (z.B. periglomerulare Zellen; unreife
oder reifende Interneurone des rostralen migratorischen Stroms) handelt.
Kolokalisationsstudien konnten keine Assoziation der leicht CNTF-ir Zellen mit GFAP-
ir Astrozytenfortsatzen nachweisen (Abbildung 4-14a). In Doppelmarkierungen von
CNTF und PSA-NCAM, der polysialylisierten Form des neuronalen
Zelladhasionsmolekiils, zeigten die CNTF-ir Zellkerne im Str. granulosum eine leichte
aber spezifische PSA-NCAM-Ir in der Plasmamembran der Perikarya (Abbildung
4-14b). PSA-NCAM ist ein Marker fur unreife und reifende Neurone, die aus
Neuroblasten der Subventrikuldrzone hervorgehen. Die CNTF/PSA-NCAM-ir Zellen
wiesen einen ovalen Zellkorper auf, die Hauptfortsatze entsprangen dem Zelleib an zwei
gegeniber liegenden Polen (Abbildung 4-14b). Im Str. ependymale zeigten sich keine
CNTF-ir Zellen. Einige wenige, leicht CNTF-ir Zellen mit typischer astrozytérer
Morphologie wurden in der Region des rostralen migratorischen Stroms im Vorderhirn
und Pedunculus olfactorius beobachtet. Die im Pedunculus olfactorius subpial gelegene
CNTF-ir Astrozyten extendierten ihre Fortsatze in den Tractus olfactorius lateralis
(Abbildung 4-14c).
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4.4.2 Immunhistochemie bei Mausen

Wie bei Ratten zeigte sich die CNTF-Ir in Gewebeschnitten von CNTF+/+-Mausen in
den Ensheathingzellen des Str. fibrosum (Pfeilspitze in Abbildung 4-7i) und in feinen
Fasern, die sich in individuellen Glomeruli des Str. glomerulosum aufzweigten (Pfeile
in Abbildung 4-7i). Die Intensitit der Immunreaktion in den Ensheathingzellen und die
Anzahl CNTF-ir Fasern war geringer als bei Ratten. Es konnte die CNTF-Ir von Fasern
in aufeinanderfolgenden Serienschnitten von einzelnen Glomeruli gezeigt werden.
Neben der CNTF-Ir der Ensheathingzellen und der Fasern in individuellen Glomeruli
olfactorii konnte eine leichte, vermutlich unspezifische CNTF-Ir der Mitralzellen
beobachtet werden. Dariiber hinaus gab es keine weiteren CNTF-ir Strukturen.
Computergenerierte, dreidimensionale Rekonstruktionen der Bulbipaare gaben
Aufschlul? Gber die Topografie der Glomeruli, ber ihre Anzahl und Lagebeziehungen,
im einzelnen Bulbus olfactorius, in beiden Bulbi olfactorii eines Individuums sowie bei
mehreren Tiere (Tabelle 4-2; Abbildung 4-13; ®4-M - Q).

Tabelle 4-2. Rekonstruktionen von Bulbi-olfactorii-Paaren von Mausen. Werte der Original- und
rekonstruierten Bulbipaare und Ergebnisse tiber CNTF-ir Fasern enthaltende Glomeruli.

: Anzahl CNTF-ir Glomeruli
Tier Schnitt-  Bulbus-  iLBO RBO  Total  Symmetrische
anzahl lange Glomeruli

..............................................................................................................................................

Weibliche Méause

M1Q [@4-M] 39 3744pum : 0 4 4

M29 [@4-N] 46 a416um {4 6 10 80,0%
M3Q [@4-0] 44 4224um : 8 4 12 67,0%
M4Q [@4-P] 38 3648um 4 3 7 14,3%
Durchschnitt 41,75 4008um

Standardfehler +1,931 +185,4um

Die Zahl CNTF-ir Glomeruli pro Bulbus war um eine Zehnerpotenz geringer als bei den
Ratten und variierte zwischen 3 (M4-260602, RBO) und 8 Glomeruli (M4-260602,
LBO; siehe Tabelle 4-1). Damit lag auch der Anteil von CNTF-ir Glomeruli an der
durchschnittlichen Gesamtmenge von Glomeruli pro Bulbus olfactorius in Mé&usen
(1810 + 41; Royet et al., 1988) mit 0,17-0,44% weit niedriger als bei Ratten. Diese
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Befunde korrelieren mit der weitaus geringeren Anzahl von CNTF-ir olfaktorischen
Neuronen, die in der Riechschleimhaut gefunden wurde (siehe 4.2.2).

Wie bei den Ratten zeigte sich auch bei den Mausen, dass bestimmte CNTF-ir
Glomeruli spiegelbildlich zu CNTF-ir innervierten Glomeruli im gegeniber gelegenen
BO waren (siehe Tabelle 4-2; Abbildung 4-13; @4-Q). Jedoch liel} sich durch die
geringe Menge an CNTF-ir Glomeruli keine sichere statistische Aussage Uber den
Anteil symmetrischer Glomerulipaare an der Gesamtzahl der markierten Glomeruli
machen, er variierte zwischen 14,3% (M4-260602; ®@4-P) und 80% (M2-260602; ®4-
N).

In einem Bulbus eines Tieres (M1-260602, LBO; @4-M) wurde tberhaupt kein CNTF-
ir Glomerulus gefunden, so dass diese Maus aus der Betrachtung symmetrischer
Glomerulipaare herausgenommen wurde.

In zwei der untersuchten Mdause (M2-260602, M3-260602) waren alle CNTF-ir
Glomeruli und bei den restlichen zwei Tieren (M1-260602, M4-260602) der Hauptteil
der CNTF-ir Glomeruli, sowie bei allen Tieren samtliche symmetrische Glomerulipaare
an der Medialseite der Bulbi lokalisiert (@4-Q).

In CNTF-/—Mausen fanden sich keine CNTF-ir Strukturen im gesamten Bulbus
olfactorius (Abbildung 4-7j).

4.5 Bulbus olfactorius accessorius

45.1 Immunhistochemie bei Ratten und Mausen

Im funktionell vom Bulbus olfactorius abgegrenzten Bulbus olfactorius accessorius
besallen die Ensheathingzellen dhnlich intensive CNTF-Ir wie im Bulbus olfactorius
(Abbildung 4-8b). CNTF-ir Fasern in den Glomeruli fanden sich hingegen bei beiden
Spezies nicht.
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Abbildung 4-1. CNTF-ir Strukturen im OE. Immunreaktionen mit verschiedenen Antikérpern (ra-CNTF: a-
f, i, j, m-0; CNTFm: g; ga-CNTF: h; cha-CNTF: k), Gewebevorbehandlungen (perfusionsfixiert: a-h, k-o;
gefriergetrocknet: i,j) und Detektionsmethoden (NiDAB: a, c-h; fluoreszenzmarkiert: i-0) zeigen
vereinzelte, stark markierte ON bei Ratte (a-n) und Maus (0). Das Immunprodukt fiillt die Perikarya (Pfeile,
i, j), Dendriten (Pfeilspitzen, d, i), Zilien (Pfeil, €) und Axone (Pfeile, f) aus. Die Ausfiihrungsgangszellen
der Bowman’schen Drisen sind leicht ir (Pfeilspitzen, a). Stark immunreaktive Fila olfactoria (FO, a)
enthalten CNTF-ir EC (Pfeilspitzen, b) und CNTF-ir Fasern (Pfeile, b, ¢) mit gelegentlichen Auftreibungen
(Pfeil-spitzen in c). In seriellen Semidunnschnitten ist die Kernlokalisation (Pfeil, i, j) der CNTF-Ir in den
ON erkennbar. k-m, Ratte. IF von CNTF-ir ONs. Der ra-AK (1) ist dem cha-AK (k) an Spezifitat GUberlegen
(beachte neuronale Markierung [Pfeil + Pfeilspitze] und Hintergrundfarbung). (n; ®4-A) zeigt die 3D-
Rekonstruktion aus konfokalen Schnitten des ON in (m). MaR3balken in e, f, m-0 = 10um, in d, i-I=20um, in
g, h=30um, in a=50pm, in c=100um.
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Abbildung 4-2. Studien zur Kolokalisation von CNTF mit OMP bzw. GAP-43. Ratte, Kryoschnitte. a-c, die
konfokalmikroskopischen Aufnahmen der Doppelmarkierungen belegen, dass CNTF-ir reaktive Neurone
(rot, Pfeile) keine GAP43-Reaktivitat (grin) aufweisen. CNTF ist also nicht mit der frihen Entwicklung der
Neurone assoziiert. Die Pfeilkdpfe deuten auf ein GAP43-ir ON, die Doppelpfeile auf leicht GAP43-ir
apikale Dendriten eines ON, die beide keine CNTF-Ir aufweisen. d-f, die CNTF-ir ON sind relativ schwach
OMP-reaktiv (grun, Pfeile). Die Kolokalisation beider Proteine erstreckt sich bis in das basal aus dem
Neuron abzweigende Axon (Doppelpfeile). Dieses Lokalisationsmuster legt nahe, dass CNTF-reaktive
Neurone reife Neurone entweder am Beginn oder am Ende ihrer Reifephase sind. CNTF-Reaktivitat
kénnte beispielsweise im Verlauf des Zelltodes nach einer Schadigung oder nach Anschalten eines
apoptotischen Programmes auftreten. Zelltod ist durch Verdnderungen der Kernmorphologie
gekennzeichnet. h-j, Untersuchungen der Kernmorphologie in CNTF-reaktiven ON mit dem Kernfarbstoff
DAPI zeigen, dass die Kerne der meisten CNTF-ir ONs normal aussehen (blau, Pfeile). Es gibt keine
Hinweise auf Kernschwellung, Fragmentierung oder Pyknose. Die Neurone befinden sich in diesem
Beispiel nicht in einer morphologisch erkennbaren Phase ihres Todes. Alle Maf3balken=20um.
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Abbildung 4-3. Zellulére Lokalisation der CNTF-Ir in ON. Ratte, Kryoschnitte. a, die plane Aufnahme der
beiden CNTF-ir ON (ra-CNTF, rot; Pfeil=ON1, Pfeilspitze= ON2) lal3t vermuten, dass die CNTF-Ir im
Zytoplasma des ON in der Umgebung des Kerns (DAPI, weil3) gruppiert ist und nicht in der Zellmembran
der ON. b, c, erst die 3D-Rekonstruktion der x- und y-Ebene beweist die perinukleare Ir-Verteilung (®4-B).
d, Serienaufnahmen in z-Ebene, DAPI-Farbung. ON1 weist einen pyknotischen Kern auf (Pfeil, violett), der
Kern von ON2 (Pfeilspitze, rot) erscheint normal konfiguriert und besitzt zwei Nucleoli. e, (®@4-C), 3D-
Rekonstruktionen beider CNTF-ir ON (unteres Bild) und ihrer Kerne (oberes Bild; ON1=links; ON2=rechts).
MaRbalken in a-c=20um, d=10pm, e=2 bzw. 5um.
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Abbildung 4-4. Studien zur Kolokalisation von OMP und CNTF mit aktivierter Caspase-3 (CASP-3). Die
konfokale Immunfluoreszenz zeigt, daR die Mehrzahl der CASP-ir Neurone in den basalen
Epithelbereichen lokalisiert und nicht OMP-positiv sind (Pfeile in a-d). Nur selten ist ein OMP-ir Neuron zu
beobachten, das eine abnorme Morphologie und CASP-Ir aufweist (Pfeile in e-h). CNTF-ir Neurone, selbst
solche, die eine Kernkondensierung aufweisen (Pfeile in k, 1) sind nicht CASP-ir (Pfeil in i). CASP-ir
Neurone im gleichen Epithelabschnitt weisen keine CNTF-Ir auf (Pfeile in n-p). Alle CASP-positiven ON
besitzen kondensiertes und fragmentiertes, nukleares Chromatin (c, g, 0). Ma3balken a, e, i, k=20um.
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Abbildung 4-5. Studien zur Kolokalisation von CNTF mit OMP im ladierten OE. Maus, Kryoschnitte. HE-
gefarbte Schnittserien (a, f, k) zeigen degenerative Veranderungen der Morphologie des OE. b-e, Saline-
behandeltes OE zeigt keine erhthte CNTF-Ir. g-j, 0.5h nach Lasion ist in CNTF-Immunreaktionen
Fluoreszenz in Dendriten (Pfeilspitzen) zu beobachten. Unter relativ normal erscheinenden OMP-ir ON
(Doppelpfeile) findet sich gelegentlich ein CNTF/OMP-ir rundliches Element mit Kernrest (Pfeile). I-o, 24h
nach Lasion finden sich neben CNTF-negativen/OMP-ir degenerierenden ON (Doppelpfeile) einzelne stark
CNTF/OMP-ir rundliche Elemente mit Kernresten (Pfeile), sowie CNTF/OMP-ir Korpuskeln ohne deutliche
Kernreste (Pfeilspitze). Letztere sind haufiger als 0.5h nach L&sion. Alle Mal3balken=20um.
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Abbildung 4-6. Immunlokalisation von CNTF im BO im Uberblick. Vibratomschnitte, Ratte. a, im Str.
fibrosum (SF; Sterne in a und e) sind intensiv CNTF-ir Zellen lokalisiert. b, CNTF-ir diinne Fasern (Pfeil)
verlassen das SF und ziehen in individuelle Glomeruli des Str. glomerulosum (SGI; Pfeilspitze deutet auf
CNTF-ir Zell im SF). ¢, DAB-markierte Mitralzellen (Pfeilspitze). Die Markierung der Mitralzellen wurde nur
bei Verwendung des ra-CNTF-Antiserums gefunden. Da die Farbung der Mitralzellen nach Praadsorption
des Antiserums mit rekombinantem CNTF erhalten blieb, wird sie als unspezifisch betrachtet. d, im Str.
granulosum (SGr) stellen sich ebenfalls einige kleine Zellen CNTF-ir dar (Pfeile). Diese Zellen sind nicht
assoziiert mit GFAP-ir astrozytaren Zellfortsatzen (Pfeilspitzen). e, in einer Ubersichtsaufnahme eines mit
ra-CNTF-reagierten BO-Schnittes sind alle Lokalisationen der CNTF-Ir zu erkennen. Stern: intensiv
markiertes SF mit EC; Pfeil: ein individueller Glomerulus olfactorius, in dem CNTF-ir, varikdse Fasern
ramifizieren; Pfeilspitzen: die kleinen CNTF-ir Zellen im SPE und SGr. Der Doppelpfeil markiert eine
unspezifisch markierte Mitralzelle. MaBbalken a=100um, b-e=50pum.

60



CNTF/GFAP

s

CNTF

:

iy
=

1
ra

iy T el
e
Lo sy, .

Abbildung 4-7. Immunhistochemische Darstellung CNTF-ir Strukturen im BO. a-e, Ratte, Vibratom-
schnitte. CNTF-ir Fasern scheren bindelweise aus dem SF aus (Pfeile in a, d und €) und ziehen in
individuelle Glomeruli des Str. glomerulosum (SGIl), wo sie teilweise ausgedehnt ramifizieren
(Doppelpfeilspitze in a). Manche Glomeruli sind komplett von den CNTF-ir Fasern ausgefillt (b, e,
Doppelpfeilspitze in a) und werden von schwach innervierten Glomeruli flankiert (Pfeilspitzen in a). f, g,
zwei verschiedene Antiseren detektieren CNTF-ir Fasern in demselben Glomerulus (Pfeile). h, Ratte,
Doppelimmunfluoreszenzaufnahme eines CNTF(grin)/GFAP(rot)-markierten Kryoschnitts. CNTF/GFAP-
Kolokalisation in Fortsatzen der CNTF-ir SF-Zellen (orange) charakterisiert diese als Ensheathingzellen
(Pfeilspitzen in a-h). In CNTF-ir intraglomerularen Fasern (Pfeile) findet sich keine GFAP-Kolokalisation.
Doppelpfeile markieren GFAP-ir Fortsatze von nicht CNTF-ir periglomeruléren Astrozyten. Pfeilspitzen:
CNTF-ir Kerne der EC-Zellen. i, j, Maus, Vibratomschnitte. CNTF-ir EC (i, Pfeilspitze) und Fasern (i,
Pfeile) in einer Wildtyp-Maus. CNTF-Ir ist in CNTF-Knockout-M&ausen nicht zu beobachten (j). MaRbalken
in a-g=50um, Maf3balken in h-j=20um.
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Abbildung 4-8. CNTF-ir Ensheathingzellen (EC). a, b, Vibratomschnitte, Ratte. Das SF stellt sich als der
Ort der kréftigsten CNTF-Ir im BO (a) und auch im ABO (b) dar. (SNV=Str. nervorum vomeronasalium).
Die EC begleiten die olfaktorischen Axone von ihrem peripheren Ursprung bis ins SGI des BO. c,
Elektronenmikroskopische Aufnahme, Ratte. Faszikel olfaktorischer Neurone (Fila olfactoria, FO) werden
von den Fortsétzen einer CNTF-ir EC umscheidet (Pfeile). Das Immunprodukt lasst sich ausserdem an der
inneren Kernmembran und als Aggregat in der nuklearen Matrix lokalisieren (Pfeilspitzen). Das Inset zeigt
zum Vergleich den nicht-CNTF-ir Kern eines periglomeruldren Astrozyten. d, Vibratomschnitt, Ratte. Die
CNTF-ir Zellkerne (Pfeile) und Fortsatze (Pfeilspitzen) der EC bilden ein wirbelartiges Muster im SF. e,
Semidinnschnitt, Ratte. Die Kernlokalisation von CNTF in den EC ist auch in dieser Aufnahme eindeutig
zu erkennen. f, Doppelimmunfluoreszenzmarkierung (CNTF: griin/GFAP: rot), Ratte, Kryostatschnitt. Die
Fortsatze der EC des SF schieben ihre diinnen Fortsétze (orange: CNTF/GFAP-ir; Doppelpfeil) in das SGI.
Die Kerne der EC (grun, Pfeile) weisen eine intensive CNTF-Ir auf. Die glialen Fortsatze im SGI sind rot
(Pfeile), d.h. sie stammen von nicht-CNTF-ir periglomeruléaren Astrozyten ab. Maf3balken in a, b=100um,
c=2um, d=20um, e=5um, f=10um.
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Abbildung 4-9. Kolokalisationstudien im BO der Ratte. a-c, SF. Biindel olfaktorischer Axone sind stark
NCAM:-ir (c), wahrend in den CNTF-ir EC-Somata (Pfeile) und deren Fortséatzen (Pfeilspitzen) die starke
NCAM-Ir fehlt. Teilweise sind CNTF/NCAM-doppelmarkierte Strukturen (kleine Pfeile) in den Axonbiindeln
zu sehen. d-f, SGI. CNTF-ir Fasern in individuellen Glomeruli olfactorii (Pfeile) sind eindeutig NCAM-ir. Bei
dem CNTF-ir, NCAM-negativen Profii am Rand des Glomerulus (Pfeilspitze) handelt es sich am
wahrscheinlichsten um einen EC-Fortsatz. g-i, SGI. Die CNTF-ir Fasern (Pfeile) zeigen leichte OMP-Ir. j-0,
SGI. Die CNTF-ir Fasern (Pfeile in m-0) sind nicht CGRP-ir und umgekehrt (Pfeile in j-I). MaRRbalken in a-c
und g-i=10pm, d-f=20um, j-0=50pm.
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Abbildung 4-10. Immunelektronenmikroskopische Aufnahme CNTF-ir Axone in einem Glomerulus des BO
einer Ratte (Antikérper: CNTFm). a-c, immunmarkierte axonale Boutons (A) formen asymmetrische
Synapsen (Pfeilkdpfe) mit Dendriten (D), die zusétzliche synaptische Kontakte mit unmarkierten Axonen
(T, T1, T2) besitzen (Pfeile in a und c) bzw. mit anderen Dendriten reziproke, dendrodendritische
Synpasen (Doppelpfeile in b) ausbilden. Inset in a: VergréRerung des umrandeten Areals in (a).
Mafbalken in a-c=200nm.
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Abbildung 4-11. Lage von CNTF-ir Fasern enthaltenden Glomeruli olfactorii im Vergleich beider BO eines
Individuums. Ratte, Vibratomschnitt, ra-CNTF. a, der Koronarschnitt durch ein BO-Paar zeigt die
Positionen von Glomeruli, die CNTF-ir olfaktorische Axone empfangen. Die Mehrheit dieser Glomeruli
besitzt im kontralateralen Bulbus olfactorius Partnerglomeruli, die spiegelsymmetrisch lokalisiert sind (rot).
Nur wenige Glomeruli im linken (violett) und rechten (orange) Bulbus olfactorius weisen keine
Partnerglomeruli auf. Die Boxen zeigen vergro3erte Abbildungen von CNTF-ir Glomeruli, die einen
entsprechenden Partnerglomerulus besitzen. CNTF-ir Glomeruli sind von mediodorsal Uiber ventral nach
laterodorsal von 1 bis 20 nummeriert. Die Positionen fehlender Partnerglomeruli sind mit (Nummer)
gekennzeichnet. MaRbalken im Ubersichtsbild=500um, MaRbalken in allen Boxen=100um. b,
Aktivitatsstudien mit Hilfe der 2-Desoxyglukose-Technik von BO der Ratte unter der Perzeption
spezifischer Geruchsstoffe in unterschiedlichen Konzentrationen. (Abbildung enthommen aus Stewart et
al., 1979). Das Riechen eines Geruchsstoffs in niedriger Konzentration fuhrt zur bilateralsymmetrischen
Aktivierung umschriebener Gruppen von Glomeruli olfactorii in beiden BO eines Tieres (linkes und
mittleres Bild). Die Erhdhung der Konzentration des selben Geruchsstoffs fuhrt zur Rekrutierung von
weiteren, den initial aktiven Regionen benachbarten Glomeruli (rechtes Bild). Dieses glomerulare
Aktivitatsmuster &hnelt der Verteilung der Glomeruli, die CNTF-ir Axone empfangen. ¢, Koronarschnitt
eines BO-Paars einer transgenen Maus, bei der ein Reporterprotein unter dem Promotor des
olfaktorischen Rezeptorproteins P2 exprimiert wird. Glomeruli, die von den Axonen der P2-exprimierenden
olfaktorischen Neurone innerviert werden, sind bilateralsymmetrisch an der Medialseite beider Bulbi
lokalisiert (Pfeilspitzen; Abbildung entnommen aus Mombaerts et al., 1996)
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Abbildung 4-12. 3D-Rekonstruktion von BO von Ratten zur Bestimmung der Position CNTF-ir Fasern
enthaltender Glomeruli olfactorii. a, R1-080603 (@4-E) und b, R2-080603. (@4-F) Die Modelle der
Bulbipaare zeigen die bilateralsymmetrische Anordnung der CNTF-ir Glomeruli (komplett eingefarbt), die
bei beiden Tieren in vergleichbaren Regionen des BO angeordnet sind. 1-3 in (a) markiert die Position von
drei stellvertretend ausgewahlten, symmetrischen Glomerulipaaren. ¢, R3-080603 (®4-G). Bei diesem
Tier ist eine deutlich héhere Zahl der CNTF-ir innervierten Glomeruli zu erkennen. Glomeruli ohne
symmetrisch lokalisierten Partnerglomerulus im kontralateralen BO sind in allen Abbildungen
halbtransparent eingefarbt. Magenta: Bulbus olfactorius accessorius. Siehe auch ®4-H — L.
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Abbildung 4-13. 3D-Rekonstruktion von BO von Mausen zur Bestimmung der Position CNTF-ir Fasern
enthaltender Glomeruli olfactorii (®@4-Q). Es wurden vier Mausebulbipaare rekonstruiert und die Position
der CNTF-ir Glomeruli in ein Modell eingezeichnet (unterschiedliche Farben: Ml=rot, M2=schwarz,
M3=violett, M4=blau). Auch bei den Mausen =zeigt sich, dass manche individuellen Glomeruli
Parterglomeruli im gegenuber liegenden BO besitzen. Bei einem Tier fanden sich ledglich im rechten BO
CNTF-inntervierte Glomeruli (rot). Auffallig im Vergleich zu den Ratten ist die weitaus geringere Anzahl an
CNTF-innervierten Glomeruli. Diese sind jedoch interindividuell in der gleichen Region des BO lokalisiert.
Bei den untersuchten Mausen befinden sich die CNTF-ir Glomeruli im kaudalen Abschnitt und auch der
Medialseite der BO. Magenta: Bulbus olfactorius accessorius. Siehe auch ®4-M — P.
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Abbildung 4-14. Weitere CNTF-ir Strukturen im BO der Ratte. a, b, Vibratomschnitte, NiDAB/DAB-
Doppelentwicklung, die Farbintensitat wurde digital verstarkt. Im Str. granulosum finden sich vereinzelte
CNTF-ir Zellen (grau, Pfeilspitze in a). Sie sind nicht mit GFAP-ir Astrozytenfortsatzen (rotbraun,
Doppelpfeile in a) assoziiert, der proximale Fortsatz der CNTF-ir Zelle weist keine GFAP-Ir auf (Pfeil in a +
Inset). In Immunreaktionen fir PSA-NCAM (rotbraune Férbung) sind zahlreiche Zellfortsatze im Str.
granulosum markiert. Die perikaryelle Zellmembran (Pfeilspitze in b) und der proximale Fortsatz (Pfeil in b)
einer CNTF-ir Zelle (grau, vergroRert im Inset) sind PSA-NCAM-ir. c, Vibratomschnitt, CNTF-
Einfachmarkierung, DAB-Entwicklung. Im Pedunculus olfactorius kann man CNTF-ir subpiale
Astrozytenfortsatze erkennen (Pfeile), die mit BlutgeféRen assoziiert zu sein und den Tractus olfactorius
lateralis (LOT) zu durchqueren scheinen. Die gestrichelte Linie grenzt den LOT gegen den ubrigen
Pedunculus olfactorius ab. MaRbalken in a, b=20um, c=50um.
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5 Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass CNTF im olfaktorischen System
sowohl von Ratten als auch von Méusen in verschiedenen Zelltypen lokalisiert ist. Bei
beiden Spezies findet sich CNTF in den olfaktorischen Hullzellen (Ensheathingzellen)
im Bereich der Lamina propria des olfaktorischen Epithels, der Fila olfactoria sowie der
Strr. fibrosa des Bulbus olfactorius und des Bulbus olfactorius accessorius. Ausserdem
weist eine Subpopulation olfaktorischer Neurone in der Riechschleimhaut eine starke
CNTF-Ir auf, die sich uber die Perikarya dieser Nervenzellen hinaus in ihre Axone
fortsetzt, welche sich in individuellen Glomeruli des Bulbus olfactorius verzweigen.
Neben der CNTF-Ir in den olfaktorischen Gliazellen des Str. fibrosum und den CNTF-ir
Axonen in spezifischen Glomeruli olfactorii im Str. glomerulosum des Bulbus
olfactorius zeigen bei Ratten vereinzelte Zellen des Str. granulosum und Str. plexiforme

externum sowie periglomeruldre Zellen des Bulbus eine leichte CNTF-Ir.

5.1 Vergleich mit friheren Studien Uber CNTF im olfaktorischen
System

Voraussetzung fir die Analyse der Funktion von CNTF im olfaktorischen System ist
die genaue Kenntnis der zelluldren und subzelluldren Lokalisation des Faktors.
Bisherige Untersuchungen dieser Fragestellung hatten zu kontroversen Ergebnissen
gefihrt.

Frihere biochemische Untersuchungen bezuglich der Lokalisation von CNTF im
erwachsenen Rattengehirn haben gezeigt, dass sowohl die Expression von CNTF als
auch die Menge an CNTF-Protein in zwei Regionen besonders hoch ist: im Nervus
opticus und im Bulbus olfactorius. Immunzytochemische Experimente wiesen in beiden
Regionen Subpopulationen von Gliazellen als Produzenten von CNTF aus (Stockli et
al., 1991; Dobrea et al., 1992).

Die Ergebnisse anderer Experimente beschrieben das Vorkommen von CNTF in allen
neuronalen Populationen des Bulbus olfactorius von Ratten und Mausen (Henderson et
al., 1994). Eingehendere Untersuchungen bestatigten die CNTF-Produktion mit Hilfe
von mRNA-in-situ-Hybridisierungen in den Ensheathingzellen des Str. fibrosum, das

69



keine neuronalen Zellen enthalt, wéhrend die Signalintensitat in den neuronhaltigen
Schichten des Bulbus olfactorius nur unerheblich ber der Hintergrundfarbung lag
(Guthrie et al., 1997).

In jlngeren immunhistochemischen Studien wurde CNTF in allen olfaktorischen
Neuronen des OE sowie in verschiedenen Neuronenpopulationen des Bulbus olfactorius
gefunden, darunter auch Mitralzellen, wahrend gleichzeitig keine Immunmarkierung der
Ensheathingzellen beschrieben wurde (Buckland and Cunningham, 1999). In-vitro-
Studien von Ensheathingzellen von Bulbi olfactorii neugeborener Ratten belegten die
Expression sowohl von CNTF als auch von seinem hochaffinen Rezeptor CNTFRa
(Wewetzer et al., 2001), wahrend eine stabil transduzierte klonale Ensheathingzelllinie,
die verschiedene In-vivo-Marker von Ensheathingzellen exprimierte, den Faktor nicht
produzierte (Goodman et al., 1993; Boruch et al., 2001).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Kontroverse uber die zellulére Lokalisation
von CNTF im peripheren olfaktorischen System (olfaktorisches Epithel und Bulbus
olfactorius) der Ratte systematisch zu kldaren und die Lokalisation des Faktors bei der
Maus als Grundlage fir weitere Untersuchungen der Funktion von CNTF im

olfaktorischen System an genetisch veréanderten Mausen zu bestimmen.

5.2 Methodische Erwagungen

Eine essentielle Voraussetzung fiir die Untersuchung war die Uberpriifung der Spezifitat
der Detektion von CNTF in strengstmoglicher Weise. Es wurden drei verschiedene
Ansétze dazu benutzt.

Vier verschiedene Antikorper gegen CNTF aus unterschiedlichen Spezies kamen zur
Anwendung und ihre Detektionsmuster wurden miteinander verglichen. Die
Markierbarkeit von Strukturen durch die verschiedenen Antikérper wurde in
Serienschnitten und durch Doppelmarkierungen mit den verfugbaren CNTF-
Antikorpern uberpruft. Die Untersuchungen wurden an unterschiedlich vorbehandeltem
Gewebe durchgefihrt.

Die Spezifitit der Immunreaktionen wurde darlber hinaus durch verschiedene
Kontrollen und in Immunreaktionen an Gewebe von CNTF-/—-M4ausen Uberpruft.

Eine weitere Spezifitatsbestatigung ergaben Untersuchungen, die parallel zu den

Arbeiten dieser Dissertation in der Arbeitsgruppe durchgefiihrt wurden (Asan et al.,
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2003). Dabei wurde im olfaktorischen System transgener Mause (CNTF-lacZ-knockin-
Mause) die Lokalisation der Aktivitat eines Reportergens, der p-Galaktosidase, das
unter dem CNTF-Promotor exprimiert wurde, untersucht. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen  bestatigten, dass jene Zelltypen, welche sich in den
immunhistochemischen Studien bei Wildtyptieren als CNTF-ir darstellten, bei CNTF-
lacZ-knockin-M&usen das Reportergen exprimierten. Diese Zellen sind also tatsachlich

in der Lage, CNTF zu produzieren.

5.3 CNTF in olfaktorischen Ensheathingzellen

Die Hauptquelle von CNTF im Bulbus olfactorius und Bulbus olfactorius accessorius
sind aller Wahrscheinlichkeit nach die Ensheathingzellen. Sie représentieren eine
Population zentraler Gliazellen, die Eigenschaften von Astrozyten und Schwannzellen
in sich vereinen (Gudino-Cabrera and Nieto-Sampedro, 2000). Ensheathingzellen sind
GFAP-positiv - wie Astrozyten, sie besitzen aber auch Charakteristika von
Schwannzellen, denn sie unterstiitzen das Wachstum von Axonen und konnen
myeliniseren (Ramon-Cueto and Valverde, 1995; Ramon-Cueto and Avila, 1998; Kafitz
and Greer, 1999).

Ensheathingzelltransplantate  wurden  bereits  erfolgreich  dazu  benutzt,
Rickenmarkslasionen zu reparieren. Sie Uberbriicken die verletzungsbedingte Licke
zwischen den Wundréndern im Ruckenmark, fordern das Axonwachstum dber die
Lasion und bilden Myelinscheiden um die regenerierenden oder demyelinisierten
Axone, und ermdglichen dadurch wieder eine saltatorische Erregungsleitung (Barnett et
al., 2000; Bartolomei and Greer, 2000; Raisman, 2000; Lu et al., 2001). Es wurde
ausserdem gezeigt, dass transplantierte Ensheathingzellen in anderen Regionen des
zentralen Nervensystems von Ratten das Wachstum von Axonen unterstiitzen (Smale et
al., 1996; Perez-Bouza et al., 1998).

Ensheathingzellen kdnnen diese Aufgabe wahrscheinlich dadurch wahrnehmen, dass sie
bestimmte trophische Faktoren (Mackay-Sim and Chuah, 2000; Bartolomei and Greer,
2000) und wachstumsférdernde extrazellulare Matrizes synthetisieren (Tisay and Key,
1999). In-vivo-Studien zeigten, dass Ensheathingzellen FGF2 (Basic fibroblast growth
factor; Gall et al., 1994; Chuah and Teague, 1999), Glial growth factor 2 (Chuah et al.,
2000) und PDGF-B (Platelet derived growth factor B; Sasahara et al., 1992)
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produzieren. In vitro konnte die Synthese von BDNF (Brain derived growth factor),
GDNF (Glial cell line derived growth factor) und CNTF durch Ensheathingzellen
nachgewiesen werden (Mackay-Sim and Chuah, 2000; Wewetzer et al., 2001). Unter
allen diesen Faktoren nimmt CNTF einen Sonderstatus ein, denn seine Applikation
flihrte bei chronischen Rickenmarkslasionen zu einer Zunahme der Zahl von verletzten
supraspinalen Neuronen, die in der Lage waren, zu regenerieren und ihre Axone in ein
in das Rickenmark eingebrachtes Transplantat aus einem peripheren Nerven zu senden
(Ye and Houle, 1997). Der Effekt von CNTF bei dieser Untersuchung war deutlich
hoher als der von BDNF und Neurotrophin-3. CNTF scheint demnach einer der
Faktoren zu sein, die die Féhigkeit der Ensheathingzellen, Rickenmarksverletzungen zu
reparieren, unterstitzen.

Unter physiologischen Bedingungen konnte CNTF eine Rolle bei der lebenslangen,
konstitutionellen Regeneration im olfaktorischen System spielen und das Auswachsen

olfaktorischer und vomeronasaler Axone férdern.

5.3.1 Subzellulare Lokalisation von CNTF in Ensheathingzellen

In der vorliegenden Arbeit wurde eine nukledre Lokalisation des CNTF-
Immunreaktionsprodukts in Ensheathingzellen gezeigt. In jungeren Studien wurde Uber
ein nukledres Vorkommen von CNTF in kortikalen Astrozyten bei der Ratte berichtet
und vorgeschlagen, dass ein erleichterter Transport flr die nukledre Translokation von
CNTF verantwortlich sein kdnnte (Bajetto et al., 1999; Bajetto et al., 2000). Dies deutet
auf eine funktionelle Bedeutung der Anwesenheit von CNTF im Zellkern hindeutet.
Eine nukledre Lokalisation wurde ebenfalls fur FGF2 gezeigt, der wie CNTF keine
hydrophobe Domadne, also keine Signalpeptidsequenz fir eine Sekretion auf
konventionellem Weg besitzt (Sendtner et al., 1994; Joy et al., 1997). FGF2 und sein
Rezeptor bernehmen mdoglicherweise nach ihrer Akkumulation im Zellkern wichtige
funktionelle Aufgaben im Rahmen mitotischer Aktivierung und Hypertrophie humaner
Gliazellen (Moffett et al., 1998). Fir die Annahme einer &hnlichen Funktion von CNTF
sprechen gliotische Effekte einer Uberexpression von CNTF im Bulbus olfactorius bei
Mausen (Winter et al., 1995). Eine endgultige Klarung, ob solche intrakrinen Effekte

eine Aufgabe von nukledrem CNTF darstellen, steht noch aus.
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In der Mehrzahl der dokumentierten Immundetektionsversuche, die vorliegende Arbeit
mit eingeschlossen, wurde eine zytoplasmatische Lokalisation von CNTF beschrieben
(Stockli et al., 1991; Lee et al., 1997a). Es bestehen wenig Zweifel darliber, dass CNTF
von Zellen freigesetzt wird und als auto- oder parakrine Signalsubstanz Uber seinen
membrangebundenen heterotrimeren Rezeptor-Komplex wirkt (Sleeman et al., 2000).
Der Mechanismus der Induktion der CNTF-Expression ist bislang ebenso ungeklart wie
die Art und Weise, in der der Faktor aus den produzierenden Zellen hinaus gelangt.
Neue Arbeiten berichten tber eine schnelle apokrine Abschniirung von Mikrovesikeln,
die Proteine ohne konventionelle sekretorische Signalsequenz (wie CNTF) enthalten
(MacKenzie et al., 2001).

Die Expression von FGF2 wird wie die von CNTF in reaktiven Astrozyten
hochreguliert (Ip and Yancopoulos, 1996; Stachowiak et al., 1997b; Levison et al.,
2000). Es wurde gezeigt, dass der Verlust der Kontaktinhibition fir diese Steigerung der
FGF2-Produktion mit verantwortlich ist (Moffett et al., 1996; Moffett et al., 1998). Die
Hochregulierung von CNTF und von seinem hochaffinen Rezeptor CNTFRa wurde in
Astrozyten innerhalb deafferentierter hippocampaler Zielregionen nach Lasionen des
entorhinalen Kortex beschrieben (Guthrie et al., 1997; Lee et al., 1997a). Das l&asst
vermuten, dass eine Induktion der Synthese von CNTF durch das Rearrangement axo-
glialer Kontakte verursacht sein kdnnte. Neuro-gliale und neuro-neuronale interzellulére
Adhasionskontakte spielen nachweislich eine entscheidende Rolle bei der axonalen
Wegfindung, der Synaptogenese und im Rahmen von Vorgangen der synaptischen
Plastizitat (Yoshihara and Mori, 1997; Shapiro and Colman, 1999; Benson et al., 2000).
Olfaktorische Neurone exprimieren grosse Mengen an NCAM (Miragall et al., 1988)
und sowohl Riechsinneszellen und Ensheathingzellen synthetisieren Cadherine, die
integralen Membranproteine der Adherenskontakte (Asan and Meier-Stiegen, 1998;
Lakatos et al., 2000). Das Rearrangement von axo-glialen Kontakten in den Nn.
olfactorii wahrend der fortlaufenden Sequenz aus Degeneration und Neuauswachsen der
olfaktorischen Axone konnte einen Stimulus darstellen, der die konstitutive hohe

Expression von CNTF in den Ensheathingzellen auslést und unterhalt.
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54 CNTEF in olfaktorischen Neuronen

5.4.1 Neuronale Lokalisation von CNTF im Riechepithel

Ein neues und Uberraschendes Ergebnis der vorliegenden Arbeit war die Detektion von
CNTF in einzelnen olfaktorischen Neuronen.

Uber eine generelle CNTF-Ir in allen Entwicklungsstadien olfaktorischer Neurone
wurde bereits berichtet (Buckland and Cunningham, 1999). Die vorliegende Arbeit
bestétigt die Lokalisation des Faktors in olfaktorischen Neuronen (Asan et al., 2003),
jedoch war konstant lediglich eine kleine Minderheit reifer olfaktorischer Neurone
CNTF-ir. Dieses Ergebnis spricht gegen eine Lokalisation des Faktors in allen
olfaktorischen Neuronen. Es deutet vielmehr darauf hin, dass nur eine Subpopulation
von Riechsinneszellen CNTF enthélt. Die Tatsache, dass bei CNTF-lacZ-Knockin-
Méausen einzelne ON das Reporterprotein synthetisieren (Langenhan et al., 2005), legt
nahe, dass ON den neurotrophen Faktor unter bestimmten Umstanden selbst herstellen
und nicht etwa von auf3en aufnehmen, z.B. nach Freisetzung aus den Ensheathingzellen.
Dieses Resultat entspricht frilheren Ergebnissen, in denen wvon einer starken
Transkription von Transgenen in einigen olfaktorischen Neuronen und ihren Axonen in
einer Mauslinie berichtet wurde, die das p-Galaktosidase-Konstrukt unter dem CNTF-
Promotor exprimierten (Stefanuto et al., 1995).

CNTF-ir olfaktorische Neurone weisen alle morphologische Kriterien von reifen, aller
Wahrscheinlichkeit nach funktionell aktiven, sensorischen Nervenzellen auf. VVon ihren
Perikarya gehen die typischen Nervenzellfortsatze olfaktorischer Neurone aus: ein
apikaler Dendrit mit einem dendritischen Knopf, aus dem Riechzilien hervorgehen, und
ein dinnkalibriges, basales Axon (siehe auch 5.4.2). Ihre Kernmorphologie ist in den
meisten Fallen normal, nur einige wenige CNTF-ir ON weisen eine veranderte Struktur
auf. IThre OMP-Ir und das Fehlen einer Markierung fiir GAP43, einem Protein der
unreifen olfaktorischen Neurone, bestatigen, dass es sich bei den CNTF-ir ON um reife
Neurone handelt (Verhaagen et al., 1989). Die elektrononmikroskopischen Befunde der
CNTF-ir Axone im Bulbus olfactorius zeigen, dass diese asymmetrische Synapsen mit
Dendriten ausbilden. Diese Form der Synapsen ist typisch flr olfaktorische Axone
(Andres, 1965) und belegten die Funktionsfahigkeit der CNTF-ir Neurone. Ein
interessanter Befund ist die prasynaptische Akkumulation von Immunreaktionsprodukt
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in Terminalen von CNTF-ir Axonen. Mitralzellen, an deren Dendriten die Terminale
olfaktorischer Axone Synapsen ausbilden, produzieren den CNTFRa (MacLennan et al.,
1996). Die Spekulation liegt nahe, dall tber eine unkonventionelle Sekretion an der
Synapse freigesetztes CNTF an bestimmten Prozessen im Rahmen der olfaktorischen
Informationsverarbeitung beteiligt sein konnte, z.B. an synaptischer Plastizitat bei
olfaktorischem Lernen.

Es bieten sich zwei Hypothesen an, die vorliegenden Ergebnisse beziiglich der Rolle
von CNTF in ON zu interpretieren. Das Auftreten der CNTF-Ir kdnnte eine spezifische,
relativ kurze Lebensphase aller ON charakterisieren. Alternativ ist es moglich. dass das
Vorkommen von CNTF auf eine Subpopulation reifer Riechsinneszellen, z.B. auf ON
mit gleicher ORP-Expression, beschrankt ist. Die weiteren Untersuchungen zielten auf
eine nahere Charakterisierung der CNTF-ir ON und ihrer Projektionen zur Uberpriifung

dieser Hypothesen.

5.4.2 Untersuchungen zu moglichen Assoziationen zwischen CNTF-Ir und
spezifischen Lebensphasen von reifen ON

Die Zahl CNTF-ir ON wies bei Ratten groRe interindividuelle Unterschiede auf. In
unseren Untersuchungen an Whole-mount-Préparaten war eine Korrelation zwischen
der Lokalisation der CNTF-ir ON und der Lokalisation bisher bekannter,
unterschiedliche Rezeptorproteine exprimierender Subpopulationen von ON in
bestimmten Zonen des olfaktorischen Epithels nicht offensichtlich. Aus diesen Griinden
erschien zunéchst die These eines Auftretens der CNTF-Ir in bestimmten Lebensphasen
reifer ONs am wahrscheinlichsten.

Fruhere Studien haben gezeigt, dass in der Population der ON ein kontinuierlicher
Zellumsatz stattfindet (Schwob, 2002; Cowan and Roskams, 2002). Dabei existieren
zwei prinzipielle Mechanismen, auf welche Weise die ON degenerieren konnen:
Apoptose oder — in Reaktion auf schadigende Umwelteinfliisse — Nekrose. Bei Mausen
sind reife Riechsinneszellen in Lage, bis zu 12 Monate zu Uberleben, sofern sie in
diesem Zeitraum nicht von Noxen (Toxine, Infektionserreger) geschadigt werden
(Hinds et al.,, 1984). Deswegen findet man relativ wenig sterbende ON im OE,

besonders wenn die Versuchstiere unter keimfreien Konditionen gehalten werden. lhre
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Anzahl kann steigen, wenn die Tiere unter normalen Bedingungen aufwachsen, wie die
Ratten in der vorliegenden Studie. Betrachtet man die bekannte Rolle von CNTF als
Lasionsfaktor in anderen Bereichen des ZNS, liegt die Vermutung nahe, dass die
CNTF-Ir ein Ausdruck statthabender apoptotischer oder nekrotischer VVorgange in den
ON sein konnte, wenn deren Morphologie und synaptischen Verbindungen noch intakt
sind. CNTF konnte von sterbenden Neuronen freigesetzt werden, wenn es im Verlauf
des Absterbens zu einem Zusammenbruch der Integritat der Zellmembran kommt. Eine
Erhohung der Durchléssigkeit der Zellmembran liefert die einfachste Erklarung, wie
CNTF letztlich aus den olfaktorischen Neuronen hinaus gelangt, da CNTF nicht auf
konventionellem Wege sezerniert wird.

Im Zusammenhang mit dem Untergang olfaktorischen Neurone koénnte CNTF auf
verschiedene Weise wirksam werden. In der Peripherie des sterbenden olfaktorischen
Neurons konnte der Faktor als Signal fir die umgebenden Zellen — flankierende,
olfaktorische Neurone, Vorlduferzellen an der Epithelbasis unter der degenerierenden
Zelle, Ensheathingzellen entlang des betroffenen Axons — und/oder Zielzellen im
Bulbus olfactorius fungieren. CNTF konnte dabei eine Rolle als Bestandteil eines
Systems von Wachstumsfaktoren spielen, das engmaschig die Produktion und die
Differenzierung der olfaktorischen Neurone reguliert (Mackay-Sim and Chuah, 2000).
Die Freisetzung von CNTF in den Axonterminalen konnte als Signal fir die
Zielneurone der olfaktorischen Axone im Bulbus olfactorius dienen, fur die gezeigt
wurde, dass sie grole Mengen des hochaffinen CNTF-Rezeptors (CNTFRa)

exprimieren (MacLennan et al., 1996).

Assoziation der CNTF-Ir mit Apoptose. Nur eine geringe Zahl ON war immunreaktiv
fir den frihapoptotischen Marker CASP-3. Nur wenige dieser CASP-3-ir ON waren
auch OMP-ir. Dieser Befund Kkorreliert mit Untersuchungen zum Turnover
olfaktorischer Neurone im Riechepithel von Nagern, die gezeigt haben, dass
apoptotischer Zelltod vor allem in der Population der unreifen olfaktorischen Neurone
stattfindet, die keine synaptischen Kontakte im Bulbus olfactorius besitzen und denen
deswegen die trophische Unterstiitzung aus dem Zielgewebe fehlt (Schwob et al., 1992).
Weiterhin wurde in keinem Fall eine Immunreaktivitat fur CASP-3 in CNTF-ir ON

gefunden, nicht einmal in den wenigen, die eine veranderte Zell- bzw. Kernmorphologie
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aufwiesen. Dies laRt den Schluf’ zu, dass das Auftreten der CNTF-Ir nicht mit einer
Frihphase der Apoptose in den OMP-ir reifen ON assoziiert ist.. Einige wenige CNTF-
ir Neurone, deren zellulare und nukledare Morphologie im Gegensatz zu den
intraepithelial gelegenen CNTF-ir olfaktorischen Neuronen starke Verénderungen
aufwies, wurden in ektopen, extraepithelialen Lokalisationen beobachtet. In diesen
vermutlich bereits toten Neuronen lieR sich das Protein Transglutaminase-11 detektieren,
das als Apoptosemarker diskutiert wird (Aschoff et al., 2000). Dieser Befund ist
allerdings vorsichtig zu beurteilen, da eine Erhohung unspezifischer Fluoreszenz durch
CNTF-Antikorper in ektoper Lage nicht ausgeschlossen ist, und aulerdem
Transglutaminase auch unter anderen Bedingungen, beispielsweise bei nekrotischem

Zelltod, hochreguliert sein konnte.

Assoziation der CNTF-Ir mit Nekrose. Leichte chemische Lé&sionen des OE wurden
durchgefiihrt, um eine moégliche Assoziation von induziertem nekrotischen Absterben
von ON mit dem Auftreten der CNTF-Ir zu analysieren. Mduse wurden aus zwei
Gunden fur diese Experimente ausgewahlt: einerseits war die Zahl CNTF-ir ON unter
normalen Bedingungen immer sehr niedrig und variierte nicht in dem Ausmass
interindividuell, wie das bei Ratten beobachtet werden konnte. Zweitens konnten
verldssliche Spezifitatskontrollen der Immunreaktionen nach den Ldasionen an
entsprechend behandelten CNTF-/—-Mdusen durchgefiihrt werden.

Die Laé&sionsversuche des olfaktorischen Epithels bei Mausen erbrachten keine
eindeutigen Ergebnisse. Es war klar zu beobachten, dass die morphologische Integritat
der Riechschleimhaut durch die chemische Lésion geschadigt worden war und dass die
induzierten, degenerativen Veranderungen zeitabhangig zunahmen. Die postlésionalen
morphologischen Anderungen des OE entsprachen damit den in der Literatur
beschriebenen (Verhaagen et al., 1990b). Immunreaktionen fiir CASP-3 zeigte keine
Vermehrung apoptotischer ON post lesionem, was darauf hindeutet, dass
degenerierende Neurone nekrotisch starben. In nicht morphologisch verénderten
Epithelbereichen waren vereinzelt normal erscheinende CNTF-ir ON vorhanden. lhre
Anzahl war gegenuber Normalverhéltnissen unveréndert.

In ladierten Epithelbereichen konnten wir neben nicht-CNTF-ir geschadigten ON keine

morphologisch normalen oder geringfligig verénderten CNTF-ir ON beobachten.
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Dagegen war hier die Markierung der Dendriten der ON erhéht. Aufgrund der Tatsache,
dass eine, wenn auch deutlich geringere, Fluoreszenzzunahme auch in geschéadigten
Bereichen des olfaktorischen Epithels bei CNTF-/—-Mausen beobachtet wurde, kann
dieser Befund nicht als Beleg fir eine Hochregulierung von CNTF in geschadigten ON
interpretiert werden. Gleiches gilt fur die vereinzelten, durch die Anwesenheit von
Chromatinresten als Uberreste von olfaktorischen Neuronen gekennzeichneten, runden
OMP/CNTF-markierten Elemente in geschadigtem Epithel von CNTF+/+-Mausen.
Obwohl durchaus nicht ausgeschlossen ist, dass es sich dabei um untergegangene
CNTF-ir ON handelt (Chromatinreste fanden sich in &hnlichen Elementen bei CNTF-
defizienten Mé&usen nicht), kann ein letzter Spezifitdtsnachweis der Detektion in diesem
System nicht gefuhrt werden. Moglicherweise flihrt die Behandlung mit Triton-Losung
zu einer unspezifischen Bindung des polyklonalen ra-CNTF-Antikoérpers an stark
degenerativ verdnderte Gewebebestandteile in geschadigtem OE. Der einzige Befund,
der auf CNTF+/+-Mdause beschrankt war, und daher spezifisch erscheint, war die
Beobachtung, dass in relativ intakt wirkendem OE nur die ONs, die CNTF-Ir zeigten,
deutliche Degenerationserscheinungen aufwiesen.

Dieser Befund kdnnte bedeuten, dass CNTF-ir ONs geringere Widerstandskraft gegen
toxische Schadigungen aufweisen als nicht-CNTF-ir. Eine generelle Hochregulierung
der CNTF-Synthese in ON aufgrund einer toxischen Schadigung scheint allerdings
nicht vorzuliegen, zumindest nicht in unserem L&sionsmodell. Einzuwenden ist, dass
die experimentelle Schadigung des Epithels wesentlich starker und im Zeitverlauf
rascher sein mag als Schadigungen, denen das OE unter nicht-experimentellen
Bedingungen ausgesetzt ist. Dies konnte zur Folge haben, dass fir eine
Hochregulierung der CNTF-Produktion und einen Uberlebensfordernden Effekt des
neurotrophen Faktors in geschédigten, aber prinzipiell zum Uberleben fahigen ON nicht
genug Zeit bleibt. Insgesamt lassen aber unsere Befunde einen generellen
Zusammenhang zwischen nekrotischem Tod von ONs und CNTF-Ir unwahrscheinlich

erscheinen.
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5.4.3 Untersuchungen zur Lokalisation der CNTF-Ir in bestimmten

Subpopulationen von ON

In der vorliegenden Arbeit konnte zunédchst gezeigt werden, dass CNTF-ir Fasern in
Glomeruli NCAM- und OMP-ir sind. Es handelt sich also dabei zweifelsfrei um die

Axone reifer ON.

Assoziation von CNTF mit der trigeminalen Innervation des BO. Eine mdgliche
Lokalisation von CNTF-Ir auch in trigeminalen sensorischen Nervenfasern, die als
Kollateralen des N. ophtalmicus Subpopulationen von Glomeruli innervieren (Finger
and Bottger, 1993; Vigers et al., 2003), konnte durch den Beleg einer Lokalisation von
CNTF und CGRP in unterschiedlichen Fasern und das voéllige Fehlen einer

Kolokalisation der beiden Proteine im Str. glomerulosum ausgeschlossen werden.

Assoziation von CNTF mit der Expression spezifischer ORP. Studien zur Verarbeitung
olfaktorischer Informationen haben gezeigt, dass sich die Gesamtpopulation der ON in
zahlreiche Subpopulationen aufgliedert. Diese Subpopulationen definieren sich durch
die exklusive Expression von nur einem Mitglied aus einer Familie von — bei Mdusen —
~1.000 olfaktorischen Rezeptorproteinen (ORP). Die Axone der relativ kleinen Gruppe
von ON, die das gleiche ORP produziert und die deshalb die gleichen sensorische
Responsivitat aufweist, steuern wenige spezifische Glomeruli des ipsilateralen BO an.
Durch dieses selektive und spezifische Innervationsverhalten entsteht in beiden BO
eines Tieres ein topografisches Abbild der olfaktorischen Informationen, das
bilateralsymmetrisch aufgebaut und mit geringen Abweichungen interindividuell
reproduzierbar ist (Mombaerts et al., 1996; Mombaerts, 1996; Strotmann et al., 2000;
Leon and Johnson, 2003; Feinstein and Mombaerts, 2004).

Fur die durch CNTF-ir Axone innervierten Glomeruli konnte in der vorliegenden Arbeit
eine bemerkenswerte bilaterale Symmetrie ihrer Positionen gezeigt werden. Dieses
Lokalisationsmuster fand sich bei Ratten und Ma&usen in unterschiedlich starker
Auspragung in fast allen untersuchten Tieren. Die CNTF-Ir bei den untersuchten Tieren
charakterisiert also mit grolRer Wahrscheinlichkeit ONs, die gleiche ORPs exprimieren

bzw. von den gleichen Geruchsstoffen aktiviert werden.
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Ein Vergleich der vorliegenden Befunde mit Literaturdaten liefert eine Reihe von
Hinweisen auf die mogliche Natur der Geruchsstoffe, die von CNTF-ir ON
wahrgenommen werden konnten. Die Zahl durch CNTF-ir ON innervierte Glomeruli
bei Mdusen (bis zu 8 pro BO), besonders aber bei Ratten (bis zu 180 pro BO), ist
wesentlich hoher als die Zahl der durch ON gleicher Rezeptorspezifitat innervierten
Zielglomeruli (Méuse: 1-3 , Ratten: 2-5 Zielglomeruli pro BO; [Ressler et al., 1994b;
Johnson et al.,, 1998; Feinstein and Mombaerts, 2004]). CNTF-ir ON und ihre
Zielglomeruli représentieren also mehrere ,,0lfaktorische Module* (ON mit identischer
Rezeptorexpression und ihre Zielglomeruli) mit unterschiedlicher ORP-Expression bzw.
Geruchsstoffresponsivitat. Untersuchungen der letzten Jahre haben gezeigt, dass
Aktivierung mehrerer olfaktorischer Module durch mehrere unterschiedliche Odotope in
einem Geruchsstoff oder durch Geruchsstoffmischungen, die eine Palette von Odotopen
enthalten, erzielt werden kann. Dabei sind die responsiven ON oft in verschiedenen
Arealen des OE lokalisiert. Ihre Aktivierung fuhrt zu bilateralsymmetrischen Mustern
der Aktivierung von Glomeruli olfactorii im BO (Johnson and Leon, 2000b; Bozza et
al., 2004).

Assoziation von CNTF mit MHC-definierten Kdorpergertchen. Interessanterweise
zeigen Mause, die dem Uringeruch von Artgenossen ausgesetzt wurden, ein
interindividuell besonders ahnliches Verteilungsmuster aktivierter Glomeruli, das sehr
gut mit dem Verteilungsmuster CNTF-ir Glomeruli der untersuchten Mé&usen und
Ratten vergleichbar ist: durch Uringeruch aktivierte Glomeruli sind vornehmlich in
ventralen, etwas weniger haufig in lateralen und in medialen Bereichen des posterioren
BO lokalisiert (Schaefer et al., 2001). Die zitierte Arbeit ist eine Untersuchung aus einer
Reihe auRerordentlich interessanter Studien zur olfaktorischen Verarbeitungen von
konspezifischen Korpergeriichen bei Mausen (Schaefer et al., 2001; Schaefer et al.,
2002). Konspezifische Geriiche vermitteln Informationen Uber das Geschlecht, die
individuelle ldentitat, den reproduktiven Zustand, und die Gesundheit des Individuums.
Von besonderer Bedeutung in diesem Zusammenhang scheint zu sein, dass genetische
Unterschiede im Genlocus fir den Haupthistokompatibilitdts-Komplex (major
histocompatibility complex; MHC) zu individuellen Kdrpergerichen fuhren, die fur die

interindividuelle Erkennung und besonders das Reproduktionsverhalten wichtig sind. So

80



scheinen Mause sich vorzugsweise Partner zu suchen, die genetisch mdoglichst
unterschiedlich sind, was zu einer vorteilhafteren Neukombination von genetischem
Material fiihrt. Auch fir Menschen wurde eine Bedeutung genetischer Unterschiede, die
uber Korpergeriiche erkannt werden kénnen, in der Partnerwahl postuliert (Boyse et al.,
1987; Porter, 1991). Bei makrosmatischen Tieren ist der Urin, der bei Mdausen ein
Gemisch aus mehr als 80 unterschiedlichen chemischen Verbindungen darstellt
(Miyashita and Robinson, 1980; Singer et al., 1997), eine der wichtigsten Quellen dieser
individuell spezifischen Korpergeriiche. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass
Uringeruch von Tieren, die sich in ihren MHC-Genen unterschieden, bei Artgenossen
zu unterschiedlichen glomeruldaren Aktivitatsmustern flhrten (Schaefer et al., 2001;
Schaefer et al., 2002). Dabei differierten die Muster umso starker, je groBer die
genetischen Unterschiede waren. Es zeigte sich auBerdem ein Zusammenhang
zwischen dem Ausmal} der Unterschiede der Lokalisationsmuster und der Fahigkeit der
Tiere, zwischen unterschiedlichen Geriichen zu differenzieren.

Die Module, die die speziesspezifischen olfaktorischen Detektionsvorgénge bei Nagern
durchfiihren, bilden also insgesamt ein fiir das Uberleben des Individuums und der Art
auflerordentlich wichtiges System. Das Verteilungsmuster CNTF-innervierter Glomeruli
legt nahe, dass die CNTF-ir ON und ihre Zielglomeruli bei den von uns untersuchten
Tieren zu den fur Uringeriiche spezifischen Modulen gehdren. Interessanterweise ist
CNTF scheinbar nicht der einzige neurotrophe Faktor, der in ON dieser Spezifitét
synthetisiert werden kann. Kirzlich wurde gezeigt, dass bei transgenen Méausen, die [3-
Galaktosidase unter dem Neurotrophin-3-Promoter exprimieren, das Reporterprotein
wahrend der Entwicklung und im adulten Tier in olfaktorischen Neuronen und
Glomeruli detektierbar ist. In der adulten Maus ist die Reporterproteinsynthese auf eine
spezifischen Subpopulation von ONs und Glomeruli beschrankt, wobei das
Verteilungsmuster der positiven  Glomeruli dem  Aktivierungsmuster nach
Urinstimulation auf3erordentlich dhnelt (Vigers et al., 2003). Allerdings war ein

Nachweis der Anwesenheit von NT-3 selbst nicht moglich.
Assoziation von CNTF mit der Aktivierung spezifischer ORP. Bei der Interpretation

der Befunde Uber die glomeruldren Ziele von CNTF-ir olfaktorischen Axonen bieten

sich wiederum zwei Erklarungsmoglichkeiten an. Zum einen konnte es sein, dass CNTF
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(und maoglicherweise NT-3) im Rahmen der Informationsverarbeitung innerhalb der
konspezifischen Erkennungssysteme eine besondere Bedeutung hat, und dass alle ONs
dieser Module sich durch ihre Expression neurotropher Faktoren von anderen ONs
unterscheiden. Andererseits konnte es auch die geruchsinduzierte Aktivierung der ON
sein, die zur Hochregulierung der Produktion von CNTF bei unseren Versuchstieren
fihrte. Uringeriche sind unter den normalen Ké&fighaltungsbedingungen wichtige,
permanent vorhandene olfaktorische Stimuli fir die untersuchten Tiere.

Die genaue Analyse der Befunde liefert eine Reihe von Argumenten gegen die erste,
und fur die zweite These. Sollte ndmlich die Synthese von CNTF eine inhé&rente,
aktivitatsunabhangige Eigenschaft von konspezifisch rezeptiven ONs sein, so dirfte
sich die Zahl der CNTF-ir ON wund der von ihnen innervierten Glomeruli
interindividuell nicht wesentlich unterscheiden. Ein regelméRiger Befund unserer
Untersuchungen aber war, dass die Zahl der CNTF-ir ONs, besonders bei Ratten,
ebenso wie die Zahl innervierter Glomeruli, deutliche interindividuelle Unterschiede
aufwiesen. Dies wurde durch die quantitativen Analysen der innervierten Glomeruli
bestatigt. Eine weitere Beobachtung war, dass in den meisten Fallen nur eine
Subpopulation von ON-Axonen in einem Glomerulus CNTF-Ir aufwies. Da die einen
Glomerulus innervierenden ONs normalerweise den gleichen ORP exprimieren, spricht
dieser Befund gegen eine strenge Assoziation der CNTF-Ir mit der ORP-Produktion.
Schlie3lich waren bei unseren Versuchstieren zwei weitere Befunde zu beobachten:
Glomeruli, in die viele CNTF-ir Axone einstrahlten, waren oft umgeben von Glomeruli,
die nur von einzelnen CNTF-ir Axonen innerviert wurden. AuBerdem konnte beim
Vergleich aller untersuchten Ratten gezeigt werden, dass sich, je héher die Gesamtzahl
CNTF-ir innervierter Glomeruli in beiden BO eines Tieres war, um so regelmafiger
diese in bilateralsymmetrischen Positionen fanden. Diese beiden Beobachtung erinnern
an die Bilder der Aktivierung von Glomeruli durch unterschiedliche
Geruchsstoffkonzentrationen. Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass die
Erhohung der Konzentration eines angebotenen Geruchsstoffes zu einer VergroRerung
der aktivierten Foci innerhalb des Str. glomerulosum flhrt, wobei die
Aktivitatsintensitat innerhalb der Foci meist von zentral nach peripher abnimmt
(Stewart et al., 1979; Cinelli et al., 1995; Friedrich and Korsching, 1997; Johnson et al.,
1999; Rubin and Katz, 1999; Johnson and Leon, 2000a). Auch die Prasentation von
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steigenden Konzentrationen von Urin in der Atemluft fihrt zu einer steigenden Zahl
aktivierter Glomeruli (Schaefer et al., 2001). Bei geringen Konzentrationen werden
zunachst wenige Glomeruli aktiv, hohere Konzentrationen fulhren zu einer zuséatzlichen
Aktivierung von Glomeruli, die den primar responsiven Glomeruli benachbart sind
(Schaefer et al., 2001), allerdings mit niedrigerer Aktivierungsintensitat. Das
Aktivierungsmuster reflektiert moglicherweise die Rekrutierung von olfaktorischen
Modulen, die maximal durch Odotope stimuliert werden, die eine geringfligig andere
molekularer Struktur besitzen als die angebotenen Odotope, die aber auf hdhere
Konzentrationen suboptimaler Stimuli reagieren konnen (Malnic et al., 1999; Johnson
and Leon, 2000b; Schaefer et al., 2001; Schaefer et al., 2002). Diese Theorie wird durch
die Beobachtung unterstiitzt, dass ONs, die ORP mit ahnlicher Selektivitat exprimieren,
zu benachbarten Glomeruli projizieren (Singer et al., 1998; Tsuboi et al., 1999).

Obwohl zum endgiltigen Beweis dieser Hypothese weitere experimentelle
Untersuchungen durchgefuhrt werden missen, erscheint es zum gegenwartigen
Zeitpunkt plausibel, dass die CNTF-Produktion in ON aktivitatsabhangig reguliert wird.
In diesem Zusammenhang ist die Beobachtung einer prasynaptische Akkumulation von
CNTF-Immunreaktionsprodukt in ON-Terminalen nochmals von Interesse (siehe oben).
Intensive Aktivierung von olfaktorischen Transduktionsprozessen fuhrt zu synaptischer
Plastizitat und Stabilisierung bereits bestehender Synapsen (Mizrahi and Katz, 2003).
Eine Rolle fur CNTF im Rahmen von olfaktorischer Informationsverarbeitung,
beispielsweise eine Beeinflussung von Mitralzellen Uber CNTFRo im Sinne einer
synaptischen Plastizitat, ware natirlich besonders dort zu vermuten, wo intensive

Aktivierung der beteiligten Neurone vorliegt.

CNTF als intrakriner Schutzfaktor. Eine weitere mdgliche Wirkung von CNTF ware
ein intrakriner Schutzeffekt auf aktivierte ON. Die primére Geruchswahrnehmung
beginnt mit der metabotropen Aktivierung von olfaktorischen Rezeptorproteinen, die im
G-Protein-vermittelten, cCAMP-gesteuerten Einstrom von Kationen (Na*, Ca*) resultiert
(Menini, 1999). Neben seiner physiologischen Aufgabe kann Kalzium auch als
Mediator exzitotoxischer Prozesse fungieren (Limbrick, Jr. et al., 2003), die zum Tod
von Neuronen fuhren konnen, wie das beispielsweise fiir hippocampale Nervenzellen

gezeigt wurde (Arundine and Tymianski, 2003). Eine Stérung der Kalziumhomdostase
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ist auch in ON vorstellbar, die in bestimmten olfaktorischen Umgebungen durch hohe
Konzentrationen spezifischer Geruchsstoffe intensiv aktiviert werden konnten.
Exzitotoxische Verletzungen dieser ON konnte lebenserhaltende Schutz- und/oder
Gegenmalinahmen ausldsen, z.B. die Expression von neurotrophen Faktoren in den
verletzten Neuronen. Die Selektivitdt von ON, die durch die Expression spezifischer
ORP durch spezifische Geruchsstoffe geschadigt werden, wiirde im Muster neuronaler
Rettungmechanismen reflektiert werden. Folgt man dieser Hypothese, konnte dieses
Szenario in anndhernd symmetrisch auftretenden Glomeruli olfactorii resultieren, die
durch Axone innerviert werden, die einen oder mehrere neurotrophe Faktoren besitzen.
Das wirde im vorliegende Fall zwei Dinge erklaren: die &hnliche lokale Verteilung von
CNTF-ir Glomeruli im BO bei verschiedenen Tieren (die pramortal derselben
Geruchsumgebung ausgesetzt waren); die groRen interindividuellen und Interspezies-
Unterschiede in der Anzahl CNTF-innervierter Glomeruli (abhdngig vom Ausmass der
individuellen Aktivierung).

In dieser vorgeschlagenen Bedeutung von CNTF als Schutzfaktor flr intensiv aktivierte
ONs vereinen sich beide Argumentationslinien fiir die mogliche Ursache der CNTF-Ir
in bestimmten ON, namlich die Hypothese einer Produktion von CNTF zu einer
bestimmten Lebensphase von reifen ON, und die Aktivierungshypothese durch
bestimmte Geruchsstoffe. Zum einen ist nach der Aktivierungshypothese das
Verteilungsmuster der CNTF-ir Glomeruli erklart. Zum anderen kdnnte die Tatsache,
dass intensiv aktivierte ON, die sozusagen eine Vorschéadigung erlitten haben, erklaren,
warum bei unseren L&sionsversuchen in relativ unbeschadigter Umgebung besonders
die CNTF-ir ON Zeichen des Zelltodes zeigten. Neben Geruchsstoffen sind auch andere
Noxen denkbar, die selektiv Schadigung von ON ausldsen, die einen spezifisches ORP
exprimieren. Es ist bekannt, dass das olfaktorischen Epithel eine mdgliche
Eintrittspforte viraler Infektionen (z.B. Polio-, Flavi- und Herpesviren) ins ZNS st
(Twomey et al., 1979; Plakhov et al., 1995; Mori et al., 2002; Chowdhury et al., 2002;
Crotty et al., 2002). Dabei wandern Viren nach Infektion der ONs im olfaktorischen
Axon in den Bulbus olfactorius ein, tGberqueren die Synapsen zu den Mitral- und
Pinselzellen und setzen von dort die Infektion weiterer Hirnareale fort (Mulder et al.,
1996; Reiss et al., 1998; Fukushi et al., 2000). Die chemische Ablation des

olfaktorischen Epithels konnte bereits erfolgreich zur Pravention bestimmter viraler
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Infektionen angewandt werden (Aiba et al., 1998). Eine Arbeit zeigt dabei, dass
virusinfizierte olfaktorische Neurone nach der Infektion apoptotisch degenerieren (Mori
et al.,, 2002). Auch bakterielle Infektionen des oberen Respirationstraktes sind in der
Lage, apoptotische Zelluntergdnge olfaktorischer Neurone verursachen (Ge et al.,
2002). Es besteht die Mdoglichkeit, dass Viren oder Bakterien eines oder mehrere
spezifische ORP fir die Infektion der ONs benutzen, um am Epithel zu adherieren
und/oder es zu invadieren. Das symmetrische Muster der CNTF-ir Glomeruli ware
somit Ausdruck der spezifischen, von den Infektionserregern oder Geruchsstoffen
verletzten olfaktorischen Neurone.

CNTF im Rahmen der Regeneration. Es besteht die Mdglichkeit, dass die
symmetrische CNTF-Ir in der Regenerationsphase der ON auftritt, die sich der
Verletzung anschlief3t. Es wurde vorgeschlagen, dass die Axone olfaktorischer Neurone,
die noch keine synaptischen Kontakte im BO geknlpft haben, ihren Zielglomerulus im
BO durch ein Zusammenspiel instruierender Faktoren finden (Mombaerts, 1996). Dabei
handelt es sich um die ersten ON in der Ontogenese eines Individuums, die bereits in
der Embryonalphase gebildet werden, bzw. neu generierte ON, die den Platz
geschadigter ON einnehmen sollen. Die Vielfalt an wachstumsférdernden und der
axonalen Orientierung dienenden Molekilen, die man im olfaktorischen System in
verschiedenen  Entwicklungsstadien  findet, spricht fur ein abgestimmtes
Zusammenwirken mehrere Komponenten zu Wegfindung der olfaktorischen Axone.
Vertreter dieser Molekiile im olfaktorischen System sind: Semaphorin (Pasterkamp et
al., 1999), Netrin (Gad et al., 1997) und Ephrin (St John et al., 2000; St John and Key,
2001), verschiedene Zelladhasionsmolekile (Key, 1998; Mori et al.,, 1999),
Wachstumsfaktoren (Plendl et al., 1999), neurotrophe Faktoren (Mackay-Sim and
Chuah, 2000) und extrazellulare Matrixproteine (Miragall et al., 1990; Gong and
Shipley, 1996; Treloar et al., 1996; Kafitz and Greer, 1998; Tisay and Key, 1999). Einer
der Faktoren, der der Zielfindung der Axone dienen soll und dem eine Hauptrolle dabei
zukommt, ist der jeweils vom ON exprimierte ORP (Mombaerts et al., 1996; Treloar et
al.,, 2002; Feinstein et al., 2004). Dieser ist jedoch nicht allein fur eine prazise
Navigation in den richtigen Glomerulus im BO verantwortlich (Royal and Key, 1999;
Strotmann et al., 2000; Zheng et al., 2000; Lin et al., 2000; Bozza et al., 2002). Die
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vorliegende Arbeit zeigt in Serienschnitten von Bulbi olfactorii mehrere benachbarte
Glomeruli, die CNTF-ir Fasern empfangen. Oft ist von diesen Glomeruli nur einer
intensiv. mit CNTF-ir olfaktorischen Axonen ausgefullt, wahrend die restlichen
Glomeruli wenige oder nur ein CNTF-ir Axon enthalten. CNTF kdnnte eine
entscheidende Rolle bei der Formierung und Stabilisierung synpatischer Kontakte von
neu gebildeten olfaktorischen Neuronen zukommen, wenn die olfaktorischen Axone ihr
ORP-gesteuertes Zielgebiet erreicht haben. Die Symmetrie CNTF-ir Glomeruli kénnte
sich aus der Regeneration homorezeptiver ON erklaren, die erforderlich ist, wenn ON in
oben angesprochener Weise selektiv geschadigt wurden. Bei den Gbrigen Glomeruli,
welche keinen entsprechenden Partner im kontralateralen BO besitzen, kénnte es sich
um von den olfaktorischen Axonen fehlangesteuerte Ziele handeln. Es bestehen
ausserdem Hinweise darauf, dass nicht alle Glomeruli des BO bilateralsymmetrische
Entsprechungen besitzen (Johnson et al., 1999; Rubin and Katz, 1999; Meister and
Bonhoeffer, 2001; Belluscio et al., 2002).

Gegen die Hypothese einer Beteiligung von CNTF an der Regeneration von ON spricht
v.a. die fehlende neuronale Kolokalisation mit GAP43, einem Marker fiir unreife ON,
die man in einem Regenerations-Szenario erwarten wurde. Allein diese Beobachtung
l&sst es in der Zusammenschau unwahrscheinlich erscheinen, dass CNTF eine Rolle bei
den vorgeschlagenen Mechanismen im Rahmen von Regenerationsvorgangen des OE

spielt.

5.5 CNTF in anderen Zelltypen des olfaktorischen Systems

In der Ratte wurden neben den Ensheathingzellen und den olfaktorischen Neuronen und
ihren Axonen weitere CNTF-ir Strukturen beobachtet, die vergleichsweise schwach

immunmarkiert waren.

Ausfuihrungsgangszellen der Glandulae olfactoriae. Die Ausfiihrungsgangszellen der
BowMAN-Drisen stellten sich fast immer CNTF-ir dar. Diese spezialisierten Zellen
sollen auf die Zusammensetzung des Riechschleims tber dem OE EinfluR haben
(Okamura et al., 1999; Ferrari et al., 2000). Es wurde auRerdem vorgeschlagen, dass sie
Vorlauferzellen fur nicht-neuronale Zelltypen des OE sind und somit einen

gliagdhnlichen Vorlauferzelltyp darstellen (Huard et al., 1998). Der Riechschleim enthalt
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u.a. Dopamin (Lucero and Squires, 1998), IGF-1 (Federico et al., 1999) und
wahrscheinlich auch GDNF (Mackay-Sim and Chuah, 2000). Diese Faktoren kdnnten
EinfluR auf die Differenzierung und das Uberleben ON haben, die die luminale
Oberflache des OE erreicht haben (Mackay-Sim and Chuah, 2000). Das kdnnte auch fir
CNTF gelten, sollte der Faktor durch die Gangzellen produziert werden. Ein definitiver

Nachweis dafir steht noch aus.

Str. plexiforme externum und Str. granulosum. Bei Ratten fand sich eine leichte
CNTF-Ir auch in einzelnen Zellen der Strr. plexiforme externum et granulosum des BO.
In den CNTF-lacZ-Kockin-Mausen wurde eine Transgenexpression in einigen Zellen in
ahnlicher Lokalisation gefunden, die bestétigt, dass auch in Maéausen die CNTF-
Promotor-gesteuerte Expression des Faktors in zusétzlichen bulbdren Zellen stattfindet
(Asan et al., 2003). Ihre Lage lasst vermuten, dass es sich bei diesen Zellen um
Subpopulationen von Interneuronen und/oder Gliazellen handelt.
Doppelimmunreaktionen zeigten bei CNTF-lacZ-Knockin-Mausen in einzelnen Zellen
eine Kolokalisation des Reporterproteins mit GFAP-Ir, die meisten B-Gal-ir Zellen
waren aber GFAP-negativ. Bei Ratten war keine Kolokalisation von CNTF mit GFAP
in diesen Zellpopulationen zu beobachten. Es handelt sich zumindest bei den meisten
CNTF-ir Zellen in den tieferen Schichten des BO nicht um aktivierte Astrozyten. Bei
Ratten konnte gezeigt werden, dass einige CNTF-ir Zellkbrper PSA-NCAM-Ir in der
Plasmamembran aufwiesen. Die polysialylisierte Form von NCAM wird unter anderem
in migrierenden und reifenden Neuronen exprimiert, die aus den Neuroblasten der
subventrikuldren Zone hervorgehen. Die mitotische Teilung dieser neuronalen
Stammzellen speist den Pool an Interneuronen des Str. granulosum und der
periglomeruléren Zone sowohl des Bulbus olfactorius als auch des Bulbus olfactorius
accessorius (Bonfanti and Theodosis, 1994; Bonfanti et al., 1997; Peretto et al., 1999;
Gheusi et al., 2000). Die Ergebnisse lassen vermuten, dass der Faktor in den bulbéren
Interneuronen wahrend der Phase ihrer terminalen Differenzierung exprimiert werden

kodnnte.

Im Gegensatz zu friiheren Studien (Henderson et al., 1994; Buckland and Cunningham,

1999) ist es im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht gelungen, eine CNTF-Ir in den
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Mitralzellen nachzuweisen. Eine CNTF-Promotor-gesteuerte Expression des Faktors in

diesen Zellen wurde ebenfalls nicht beobachtet.

5.6 Speziesunterschiede

Prinzipiell wiesen Riechschleimhaut und Bulbus olfactorius bei Ratte und Maus
bezlglich ihres Musters der zelluldren Lokalisation von CNTF keine Unterschiede auf.
Bei Méusen war die Intensitiat der Immunreaktion bei den Ensheathingzellen und die
Anzahl der CNTF-ir olfaktorische Neurone geringer als bei der Ratte.

Da in den inneren Schichten des Bulbus olfactorius bei den CNTF-lacZ-Knockin-
Mausen eine deutliche Transgenexpression gefunden wurde, liegt der Schluss nahe,
dass die fehlende CNTF-Immundetektion in Zellen dieser Schichten bei Wildtypmausen
auf ein Problem der Detektionssensitivitat zurtick zu fuhren ist.

5.7 Zukunftsperspektiven

Die (berraschenden neuen Befunde zum Vorkommen von CNTF im olfaktorischen
System und die Vielzahl von Hypothesen, die aus den Beobachtungen resultieren,
fuhren zur Konzeption neuer experimenteller Untersuchungen. Dabei sind mehrere

Schwerpunkte von Bedeutung.

Ist die CNTF-Ir mit der Aktivierung spezifischer ON bzw. ORP assoziiert? Der
Zusammenhang neuronaler CNTF-Ir mit der Aktivierung spezifischer Subpopulationen
von ON und deren ORP durch bestimmte Geruchsstoffe ist ein wichtiger Ansatzpunkt
weiterer Untersuchungen.

Neuronale Aktivierung lasst sich nicht nur mit elektrophysiologischen Methoden
untersuchen. Proteine, die friih nach neuronaler Aktivierung von den Neuronen
exprimiert  werden  (immediate early gene products), koénnen  durch
immunhistochemische Methoden dargestellt werden und somit als Aktivierungsmarker
fungieren. Ein Vertreter dieser Gruppe ist c-fos (Hoffman et al., 1993), das als
Aktivierungsmarker im BO im Zusammenhang mit der CNTF-Ir dienen kdnnte (Onoda,
1992; Guthrie and Gall, 1995). Mit Doppelimmunmarkierungen von CNTF und c-fos

kann Uberpruft werden, ob das Auftreten CNTF-ir innervierter Glomeruli olfactorii mit
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ihrer funktionellen Aktivierung korreliert. Die gezielte Exposition von Ratten und/oder
Mausen gegeniber unterschiedlichen Konzentrationen bekannter Gertiche, u.a. auch
Kéfigluft, die zu einem grofRen Teil Geruchsstoffe aus dem Urin beinhaltet, und die
folgende Doppelmarkierung kénnte Abh&ngigkeiten in der Lokalisation und im Ausmal}
der CNTF-Ir im Str. glomerulosum des BO von der Qualitat und Konzentration der
betreffenden Geruchsstoffe aufzeigen. In der Literatur finden sich eine Vielzahl von
Aktivierungsstudien des BO von Méusen (z.B. Bozza et al., 2004) und Ratten (z.B.
Stewart et al., 1979; Johnson and Leon, 2000a), die zusatzlich als Referenzen fir
aktivierte Bulbusregionen dienen und somit eine mogliche Kolokalisation mit Regionen
CNTF-ir innervierter Glomeruli olfactorii aufzeigen kdnnten. Es existieren mittlerweile
auch frei im Internet verfligbare Datenbanken (http://leonlab.bio.uci.edu/;
http://senselab.med.yale.edu/senselab/OdorMapDB/), die sich fir diesen Abgleich

eignen.

Untersuchung von Fahigkeiten olfaktorischen Lernens bei CNTF-/—Mausen.
Prozesse synaptischer Plastizitdt sind in vielen neuronalen Systemen von der
Anwesenheit neurotropher Faktoren abhangig (siehe z.B. Engert and Bonhoeffer, 1999).
Das Auftreten von CNTF in den Axonterminalen reifer olfaktorischer Neurone kénnte
ein Hinweis darauf sein, dass der Faktor eine Rolle bei den zeitlebens ablaufenden
Vorgéngen olfaktorischen Lernens spielt. Es existieren zahlreiche Protokolle, mit denen
man die F&higkeiten, olfaktorische Eindriicke zu lernen, zu diskriminieren und zu
erinnern, Uberprifen kann (z.B. Darling and Slotnick, 1994; Schellinck et al., 2001;
Fletcher and Wilson, 2001). Interessant wére die Untersuchung dieser Féhigkeiten mit
diesen Methoden bei den zur Verfligung stehenden CNTF-Knockout-Mé&usen. Im Fall
einer moglichen Beteiligung von CNTF an den Prozessen olfaktorischen Lernens zeigen
sich vielleicht Beeintrachtigungen dieser Leistungen bei den CNTF-defizienten Mausen

im Vergleich zu den Wildtyptieren.
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6  Zusammenfassung

Das olfaktorische System ist aufgrund seiner lebenslangen regenerativen Kapazitét,
seines Reichtums an neurotrophen Faktoren und der relativ guten Zuganglichkeit fur
Manipulationen ein attraktiver Gegenstand neurobiologischen Forschung. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Lokalisation und mogliche Funktion des zilidren
neurotrophen Faktors (CNTF) in der primdaren Geruchsbahn mit Hilfe
immunhistochemischer Methoden untersucht.

Es existieren zahlreiche Hinweise zum EinfluB von CNTF im Rahmen verschiedener
Modelle der neuronalen Sché&digung und Regeneration. Postuliert werden eine
Beteiligung des Faktors an Protektion und Reparatur verletzter Nervenzellen, an der
Unterstutzung der axonalen Regeneration nach Verletzungen, der Aufrechterhaltung der
Funktion von Neuronen mit langen Projektionen, die unter mechanischer Belastung
stehen, und an der Forderung Kkontinuierlicher Regeneration und intensiver
Neuroplastizitdt im olfaktorischen System. Es bestand jedoch Unklarheit Gber die
exakte zelluldre und subzelluldre Lokalisation von CNTF in den verschiedenen
Zelltypen des olfaktorischen Systems sowohl bei der Ratte als auch bei der Maus.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die CNTF-Ir bei Ratten und
Mausen in den olfaktorischen Gliazellen (Ensheathingzellen) lokalisiert ist.
Elektronenmikroskopische Aufnahmen belegten ein zytoplasmatisches und nukleéres
VVorkommen der CNTF-Ir innerhalb der EC.

Ein neues und tberraschendes Ergebnis der Arbeit ist, dass CNTF in individuellen
olfaktorischen Neuronen vorkommt. Bislang wurde CNTF lediglich in Gliazellen des
zentralen und peripheren Nervensystems nachgewiesen. Die weitere Charakterisierung
der epithelialen CNTF-ir Neurone kennzeichnete diese als reife olfaktorische
Nervenzellen, denn die CNTF-Ir war mit dem olfaktorischen Markerprotein (OMP)
kolokalisiert, einem Marker ausschlieBlich reifer ON und wies keine Kolokalisation mit
dem Growth associated protein 43 (GAP-43) auf, dessen Expression unreife
Riechsinneszellen kennzeichnet.

Die CNTF-Ir erstreckte sich Uber den Zellkérper der olfaktorischen Neuronen in den
apikalen Dendriten und die Riechzilien als auch in ihre Axone bis zu ihren

Terminationsgebieten in Glomeruli olfactorii des Bulbus olfactorius. Dort konnten die
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Zielglomeruli der CNTF-ir Axone untersucht werden. Eine héufige Beobachtung zeigte,
dass v.a. durch CNTF-ir Axone innervierte Glomeruli in Gruppen auftraten. Ein
Glomerulus enthielt oft ausgedehnte Ramifikationen der CNTF-ir Axone, wahrend
benachbarte Glomeruli nur wenige oder nur ein CNTF-ir olfaktorisches Axon
empfingen. Man fand auch einzelne, individuelle Glomeruli, die in unterschiedlichem
MaRe durch CNTF-ir Axone innerviert wurden. Immunelektronenmikroskopische
Aufnahmen belegten, dass CNTF-ir olfaktorische Axone asymmetrische Synapsen mit
Zieldendriten ausbilden und wiesen damit die CNTF-ir ON nach morphologischen
Kriterien als funktionell aktiv aus.

Zur Erklarung des Phanomens des neuronalen Vorkommens von CNTF in
Riechsinneszellen boten sich zwei magliche Erklarungen an. CNTF kdnnte einerseits an
lebenslang fortwdhrenden De- und/oder Regenerationsvorgangen des olfaktorischen
Epithels beteiligt sein. Die Exposition der Riechschleimhaut gegenuber infektidsen,
physikalischen und chemischen Noxen bedingt den standigen Verlust olfaktorischer
Neurone und deren lebenslange Regeneration aus neuronalen Vorlauferzellen im
olfaktorischen Epithel. Die Zellkerne CNTF-ir ON wiesen in der Mehrzahl keine
degenerativen Veranderungen wie Kondensierung und Fragmentierung auf, wie es bei
geschadigten und untergehenden Zellen beobachtet wird. Im olfaktorischen Epithel
zeigte sich des weiteren keine neuronale Kolokalisation von CNTF mit der aktivierten
Caspase-3, einem Exekutorenzym der Apoptose, wie man es bei apoptotisch
degenerierenden Neuronen findet. Nach Lasionen des olfaktorischen Epithels von
Mausen, die nekrotische Zelluntergange ausldsen, konnte kein gesteigertes Vorkommen
von CNTF-ir ON gezeigt werden. Eine Einbindung von CNTF in die Mechanismen
neuronaler Degeneration erscheint nach den Ergebnissen verschiedener Experimente
wenig wahrscheinlich.

Eine zweite Erklarung flr das individuelle neuronale Auftreten der CNTF-Ir bot die
Annahme, dass CNTF mit der Expression olfaktorischer Rezeptorproteine
vergesellschaftet sein konnte. Dreidimensionale Rekonstruktionen von Paaren von BO
bei Ratten und Madusen zeigte, dass die Axone CNTF-ir ON in Glomeruli olfactorii
projizierten, die bilateralsymmetrisch in beiden BO eines Tieres lokalisiert waren. Diese
Symmetrie findet man ebenfalls bei den Projektionen der ON, die das gleiche

olfaktorische Rezeptorprotein exprimieren. Die Lokalisation der CNTF-ir innervierten

91



Glomeruli war interindividuell &hnlich, ihre Anzahl wies jedoch erhebliche
Unterschiede auf. Dieses Phanomen lasst sich mit Befunden vergleichen, die im
Rahmen von olfaktorischen Aktivitatsstudien bei Mdusen und Ratten erhoben wurden.
Dabei beobachtete man eine Erhdhung der Anzahl aktivierter Glomeruli mit steigenden
Geruchsstoffkonzentrationen. Auffallend war eine deutliche Ubereinstimmung des
Verteilungsmusters der CNTF-ir Glomeruli mit dem in der Literatur dargestellten
Verteilungsmuster von Glomeruli, die durch Uringertiche aktiviert werden.

Die rdumliche Rekonstruktion der BO und die Darstellung der Position der CNTF-ir
innervierten Glomeruli legt demnach eine neue mogliche Funktion von CNTF im
olfaktorischen System nah: dessen Einbindung in Phénomene der Aktivitat
olfaktorischer Nervenzellen und plastischer Prozesse, die an der ersten Synapse der
Geruchsbahn stattfinden.

Nach wie vor ist die genaue Funktion von CNTF im olfaktorischen System unklar. Die
Aufklarung seiner exakten Wirkungsweise bleibt zukiinftigen Arbeiten vorbehalten, die
das Spektrum der morphologischen Analyse CNTF-haltiger Strukturen um
elektrophysiologische und molekularbiologische Aspekte erweitern. In der vorliegenden
Arbeit konnte durch die Anwendung von Kklassischen Methoden der anatomisch-
histologischen Forschung die Lokalisation von CNTF in der primaren Geruchsbahn
geklart werden. Die Befunde fuhrten zu weiteren Hypothesen hinsichtlich seiner
funktionellen Einbindung in die olfaktorische Informationsverarbeitung, denen in

zukunftigen Studien nachgegangen werden wird.
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