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Einleitung

1 Einleitung

Das olfaktorische System spielt im gesamten Tierreich eine wichtige Rolle, so z. B. bei der
Nahrungssuche, dem Sexualverhalten, der Individualerkennung und der Territorial-
markierung. Neben der Regio olfactoria besitzen unsere Haussdugetiere fiir die Geruchs- und
Pheromonwahrnehmung zusétzlich noch ein gut ausgebildetes Vomeronasalorgan (VNO).
Wihrend fiir die Regio olfactoria zahlreiche Untersuchungen und Detailkenntnisse vorliegen,
ist das VNO bei unseren Haussdugetieren hingegen nur liickenhaft untersucht.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie
sowie der Immun- und Glykohistochemie den detaillierten Aufbau des VNO an einem
umfangreichen Probenmaterial exemplarisch beim Schwein darzustellen. Hierbei wird
besonderes Augenmerk auf die morphologischen Besonderheiten der Riechzellen des VNO,
deren topographische Verteilung und auf eventuelle altersabhidngige Verdnderungen des
Organs gelegt. Einen weiteren Schwerpunkt bildet die vergleichende Untersuchung der
Riechzellen des VNO und der Regio olfactoria.

Zusammenfassend zeigt diese Studie eine erstaunlich variable Verteilung der Riechzellen
innerhalb des VNO sowie signifikante Unterschiede zwischen den Riechzellen des VNO und

der Regio olfactoria.




Literaturiibersicht

2 Literaturiibersicht

2.1 Anatomie der Nasenhohlen

Die zum oberen Gesichtsschidel gehorende Nase besteht aus den paarigen Nasenhohlen
Cavum nasi dextrum und sinistrum, die einerseits iiber die Nares mit der Aullenwelt und
andererseits iiber die Choanen mit dem Pharynx in Verbindung stehen. Die beiden
Nasenhohlen sind durch das knorpelige Septum nasi voneinander getrennt. Dorsal findet es
Anschluss an das Nasendach, ventral an den Nasenboden und kaudal an das Os ethmoidale
(Ellenberger und Baum, 1943). An der lateralen Wand jeder Nasenhohle sind zwei Conchae
nasales befestigt, die die Nasenhohle in drei Meatus nasi unterteilen: den dorsalen Riechgang,
den mittleren Sinusgang und den ventralen Atmungsgang. Cavum nasi und Septum nasi sind
fast ausschlieBlich mit Atmungsschleimhaut ausgekleidet und werden deshalb als Regio
respiratoria bezeichnet. Nur ein kleiner Teil im Nasengrund, die Regio olfactoria, ist mit

Riechschleimhaut iiberzogen (Ghetie, 1941; Ellenberger und Baum, 1943).

2.1.1 Makroskopische Anatomie des Vomeronasalorgans und der Regio olfactoria

Im Meatus nasalis ventralis findet sich auf Hohe des Caninus der Eingang in den
rostroventral gerichteten Ductus incisivus, der sich bis zur Papilla incisiva in die Mundhdhle
erstreckt und dort mit einer schmalen Offnung endet. In ihn miindet das im ventralen
Nasenboden beiderseits des Septum nasi (Bakker 1939) gelegene Organum vomeronasale
(Vomeronasalorgan, VNO, Jacobsonsche Organ). Es ist ein paariges, blind endendes,
tubenformiges Organ, das sich rostral zum Ductus incisivus hin 6ffnet und vom Cartilago
vomeronasalis umgeben ist (Minett, 1925; Adams, 1992). Die Knorpelspange befindet sich in
engem Kontakt zum Septum nasi und geht rostral in die knorpelige Einfassung des Ductus
incisivus Uber (Trotier und Doving, 1998). Im Anfangsabschnitt erscheint die Knorpelspange
geschlossen, weiter kaudal 6ffnet sie sich dorsal und behilt diese Offnung bis zum kaudalen

Ende bei (Minett, 1925; Salazar et al., 2003b). Sie beinhaltet den deutlich kiirzeren Ductus
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vomeronasalis (Abb. 1) sowie Driisen, GefdBle, Nerven und Bindegewebe (Minett, 1925;
Salazar et al.,, 1996). Die sogenannten Bowman-Driisen (Getchell and Getchell, 1992)
befinden sich in der Lamina propria der lateralen Seite des VNO (Minett, 1925; Trotier und
Doving, 1998). Sie miinden mit ihren Ausfithrungsgingen hauptsdchlich in den
Randbereichen der lateralen Seite (Adams, 1992; Salazar et al., 1996). Die arterielle
Versorgung des VNO erfolgt tiber die Arteria (A.) maxillaris. Aus ihr geht die A.
sphenopalatina hervor, von der ein Ast entlang des Septum nasi rostral verlduft und mit
weiteren Aufzweigungen die Nasenschleimhaut und die zugehorigen Driisen versorgt, bevor
die Endaufzweigungen in die Knorpelspange eintreten. Der Verlauf der Venen gleicht dem

der Arterien (Salazar et al., 1996; Trotier und Degving, 1998).

Nvn

Abb. 1 Schematische Darstellung des VNO (modifiziert nach Minett, 1925).
Venen (V), Glandulae nasales (Gln), Bowman-Driisen (BD),
myelinisierte Nerven (MN), mediales Epithel (ME), laterales Epithel
(LE), Nervus vomeronasalis (Nvn), Cartilago vomeronasalis (C).
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Das VNO ist von Nerven unterschiedlichen Ursprungs umgeben (Abb. 1). Fasern des N.
trigeminus sind als N. nasalis caudalis in der Lamina propria der lateralen Seite zu finden
(Salazar et al., 1996, Salazar et al., 2003b). Das VNO entlédsst Nervenfasern (Axone), die aus
den bipolaren Nervenzellen entspringen. Diese Fasern schlielen sich zu Nervenfaserbiindeln
zusammen, passieren gemeinsam als N. vomeronasalis die Lamina cribrosa und treten in den
Bulbus olfactorius accessorius ein (Yoshida-Matsuoka et al., 2000; Salazar et al., 2003b).
Fasern des N. ferminalis, dem ,nullten® Gehirnnerven der Wirbeltiere, sind eng mit dem N.
vomeronasalis vergesellschaftet (Whitlock, 2004; Jastrow und Oelschldger, 2006). Dem N.
terminalis werden autonome, sensible, sensorische und endokrine Funktionen zugeschrieben
(Jastrow und Oelschliger, 2006).

Durch seine Miindung in den Ductus incisivus ist das VNO an der Kommunikation zwischen
Mund- und Nasenhohle beteiligt (Minett, 1925; Halpern, 1987). Eine Ausnahme bildet hier
das Pferd, bei dem der Ductus incisivus keine Verbindung zur Mundhohle aufnimmt

(Ellenberger und Baum, 1943).

Die Regio olfactoria befindet sich im proximalen Drittel des Nasengrundes und ist an ihrer
gelblich-braunen Farbe makroskopisch leicht zu erkennen (Mendoza, 1993). In der Lamina
propria befinden sich die Glandulae olfactoriae, die ebenfalls Bowman-Driisen genannt
werden, und die Fila olfactoria (Mendoza, 1993). Sie setzen sich aus den gebiindelten
Axonen der Riechzellen der Regio olfactoria zusammen und sind wie die Fasern des N.
vomeronasalis schwach myelinisiert. Gemeinsam passieren sie als N. olfactorius die Lamina
cribrosa, bevor sie im Bulbus olfactorius inserieren (Mendoza, 1993; Nedelec et al., 2005).
Anteile des N. terminalis verlaufen auch hier in enger Nachbarschaft zum N. olfactorius

(Whitlock, 2004).

Das vomeronasale System wird als ein sekunddres Riechsystem angesehen, das vollstindig
unabhingig vom Hauptriechsystem ist (Raisman, 1972). Bei den meisten Saugetieren dient es
der Wahrnehmung von Pheromonen (Bigiani et al., 2005). Die Organisation des
vomeronasalen Systems gleicht jedoch der des Riechsystems der Regio olfactoria. Es setzt
sich zusammen aus dem Riechepithel des VNO, dem Bulbus olfactorius accessorius und
einem iibergeordneten Zentrum im Gehirn, der vomeronasalen Amygdala (Salazar et al.,
2003a). Diese drei Komponenten sind zum einen durch die Nn. vomeronasales, zum anderen

durch den Tractus olfactorius accessorius miteinander verbunden (Wysocki und Meredith,

1987; Salazar et al., 2003a).
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2.1.2 Mikroskopische Anatomie des Vomeronasalorgans und der Regio olfactoria

Die Auskleidung des sichelformigen Ductus vomeronasalis besteht aus zwei verschiedenen
Epithelien: dem rezeptorfreien mehrreihigen Flimmerepithel auf der lateralen Seite (Breipohl
et al., 1979; Vaccarezza et al., 1981) und dem Riechepithel auf der medialen Seite (Adams,
1986). Zwischen beiden Epithelien ist eine Ubergangszone zu finden (Naguro und Breipohl,
1982). Das rostrale Segment des Ductus vomeronasalis weist ein mehrschichtiges
Plattenepithel auf. Im mittleren Abschnitt sind sich die beiden organspezifischen Epithelien
gegeniibergestellt. Das kaudale Segment ist bei der Ratte mit einem einschichtigen
hochprismatischen Epithel ausgekleidet (Vaccarezza et al., 1981).

Das Riechepithel besteht aus drei Zelltypen: den Riechzellen, den Basalzellen und den
Stiitzzellen (Halpern, 1987; Adams, 1992). Die Riechzellen sind bipolare Nervenzellen. Thr
apikaler Nervenfortsatz, der Dendrit, weist einige Vesikel und zahlreiche Mitochondrien und
Mikrotubili auf; sein Verlauf zur Epitheloberfldche stellt sich gewunden dar (Naguro und
Breipohl, 1982; Adams, 1992). An der Oberfldche prisentiert sich die typische Auftreibung,
der ,dendritic knob“, von dem aus mehrere kurze Mikrovilli in das Lumen des Ductus
vomeronasalis ragen (Mendoza, 1993). Die Riechzellen zeichnen sich durch ein helles
Zytoplasma mit markanten elektronendichten Mitochondrien aus (Adams und Wiekamp,
1984). Es beinhaltet ferner raues und glattes endoplasmatisches Retikulum (ER), Golgi-
Apparate, Ribosome und einige Lysosome (Adams, 1992). Die Zellkerne der Riechzellen sind
rund und reich an Euchromatin (Adams, 1992). Im basalen Epithelsegment schlidngeln sich
die Axone der Riechzellen, die teilweise in enger Nachbarschaft zueinander liegen, in
Richtung Basalmembran (Adams, 1992), um sich spdter zum N. vomeronasalis
zusammenzuschlieBen (Keverne, 1999).

Uber das Vorkommen der Basalzellen gibt es tierartlich sehr unterschiedliche Angaben. Beim
Schwein treten sie als elektronendichte, kuboidale Zellen dicht oberhalb der Basalmembran
auf (Adams, 1992). Es werden zwei Gruppen von Basalzellen unterschieden: die horizontalen
und die rundlichen Basalzellen (Huard und Schwob, 1995; Beites et al., 2005). Rundliche
Basalzellen besitzen einen euchromatinreichen Kern und haben, im Gegensatz zu den
horizontalen Basalzellen, keine Tonofilamente oder Ribosomen. Gegenwirtig geht man davon
aus, dass die Stammzellen des Riechepithels eine Subpopulation der rundlichen Basalzellen

sind (Jang et al., 2003).
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Die Stiitzzellen sind in dem der Basalmembran angrenzenden Bereich schmal und erweitern
ihr Soma im oberen Drittel des Epithels. In diesem Bereich sind die ovalen, elektronendichten
Zellkerne lokalisiert (Adams, 1992). Die Epitheloberflache der Stiitzzellen ist mit Mikrovilli
besetzt, deren Mikrofilamente héufig dezentral angeordnet sind (Adams, 1992). Das apikale
Zytoplasma enthilt freie und membrangebundene Ribosomen, Mitochondrien und glattes ER,
das in Form parallel liegender Lamellen organisiert ist (Mendoza, 1993). Basal weist das
Zytoplasma raues ER, Golgi-Apparate und Mikrotubuli auf (Adams, 1992). Zwischen den
Stiitzzellen sowie zwischen den Stiitz- und den Riechzellen bestehen zahlreiche Zellkontakte
in Form von Zonulae occludentes, Zonulae adhaerentes und Desmosomen (Mendoza, 1993;
Meier-Stiegen, 2004).

Der Aufbau der Bowman-Driisen in der Lamina propria variiert innerhalb der Tierarten. Die
Driisen konnen mukdse oder serose Zellen enthalten, gelegentlich sogar beides, und weisen
eine unterschiedliche Zusammensetzung von intrazelluliren Organellen auf (Getchell und
Getchell, 1992). Beim Schwein bestehen die Driisen aus pyramidenférmigen, sekretorischen
Zellen mit runden bis ovalen, basal lokalisierten Kernen und einem an sekretorischen Granula
reichen Zytoplasma (Adams, 1992). Der Mukus, der die Epitheloberflache bedeckt, ist in zwei
Schichten geteilt: eine apikale dichte Schicht, die nahezu identisch ist mit der
Zusammensetzung des Sekretes der Bowman-Driisen und eine basale Schicht mit einer
differierenden Zusammensetzung. Es wird angenommen, dass auch die Stiitzzellen
sekretorische Funktion aufweisen und ihr Sekret in der basalen Schicht des Mukus
vorzufinden ist (Getchell und Getchell, 1992).

Die Nervenfaserbiindel und Axone der Riechzellen sind von sogenannten ,olfactory
ensheathing cells“ (OEC) umgeben (Farbmann und Squinto, 1985). Diese einzigartigen Zellen
besitzen Fortsdtze, mit denen sie die Axone der Riechzellen umhiillen und sie in Richtung
Bulbus olfactorius begleiten (Hafner, 1987; Vincent et al., 2005). Thre Funktion besteht in der
Regeneration der olfaktorischen Axone (Boyd et al., 2005).

Die Regio olfactoria beinhaltet das Riechepithel und die darunter liegende Lamina propria
(Mendoza, 1993). Grundsitzlich ist das Riechepithel der Regio olfactoria dem Riechepithel
des VNO sehr dhnlich, denn es setzt sich ebenfalls aus den drei Komponenten Riech-, Basal-
und Stiitzzellen zusammen. Nahe der Basalmembran sind helle und dunkle Basalzellen
lokalisiert, denen sich Riech- und weiter apikal Stiitzzellen anschlieBen (Mendoza, 1993). Im
Gegensatz zu den mit Mikrovilli ausgestatteten Riechzellen des VNO weisen die Riechzellen

der Regio olfactoria jedoch Zilien auf (Keverne, 1999).
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2.2 Ontogenese

Die Anlage des Gesichtes entsteht aus drei Mesenchymerhebungen: dem Stirnfortsatz und den
Ober- und Unterkieferwiilsten (Riisse und Sinowatz, 1998). Auf dem Stirnfortsatz bilden sich
die beiden Nasenplakoden, die in die Tiefe verlagert werden und aus denen die priméire
Nasenhohle entsteht. Sie ist durch die Membrana oronasalis von der primdren Mundhohle
getrennt (Riisse und Sinowatz, 1998). Durch die Ausbildung eines sekunddren Gaumens
entwickelt sich die sekunddre Mund- und Nasenhohle. Die an der Bildung des Sepfum nasi
beteiligten Gaumenfortsdtze nehmen rostral Kontakt zum primiren Gaumen auf und bilden
die Papilla incisiva aus, auf der durch unvollstindige Verschmelzung die paarig angelegten
Ductus incisivi miinden (Riisse und Sinowatz, 1998).

Das periphere Nervensystem, das das olfaktorische Nervensystem beinhaltet, geht aus der
Interaktion der kranialen Neuralleiste und der Sinnesplakode hervor. Plakoden sind
Verdickungen des Ektoderms, die durch Zellteilung wéhrend der Formation des Neuralrohres
entstehen (Whitlock, 2004). Die paarig angelegte Riechplakode bildet die embryonale Anlage
des Geruchsystems (Cuschieri und Bannister, 1975a). Kurz bevor sich jede Riechplakode in
das darunterliegende Mesenchym einstiilpt, wodurch die Riechgrube entsteht (Balmer und
LaMantia, 2005), verdickt sich das Epithel und akquiriert erste neurale Charakteristika
(LaMantia et al., 2000). Gleichzeitig mit der Bildung der Riechgrube entstehen der mediale
und laterale Nasenfortsatz, die Ansétze des Sepfum nasi und der Nares. In dem mehrreihigen
Epithel der Riechgrube entwickeln sich Riechzellen und respiratorische Zellen (Pellier und
Astic, 1994; Balmer und LaMantia, 2005). Mit der Auspriagung der Riechgrube differenzieren
sich die Epithelzellen zu den Riechzellen aus, die einen prominenten, apikalen,
dendritendhnlichen Fortsatz aufweisen und in tiefer gelegenen Schichten der Riechgrube
zahlreich vorhanden sind (Cuschieri und Bannister, 1975a,b). An der Basis des Epithels
bilindeln sich Axone des N. olfactorius, die der dorsalen und lateralen Seite der Riechgrube
entspringen und auf die mediale Seite des Vorderhirnbldschens ziehen (Cuschieri und
Bannister, 1975a; Pellier und Astic, 1994).

Wihrend der Differenzierung der Riechgrube erfolgt die Bildung des VNO und der Conchae
nasales (Balmer und LaMantia, 2005). Das VNO tritt beim Menschen im Carnegie-Stadium
16 in Erscheinung (Sherwood et al., 1999). Beim Schaf ist der Beginn der Ausbildung des
VNO ab einer Scheitel-Stei3-Lange (SSL) von 20-30 mm zu beobachten. In diesem Stadium

ist eine Differenzierung in respiratorisches Epithel und Riechepithel noch nicht moglich
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(Salazar et al., 2003a). Die Anlage des VNO stellt sich als Verdickung der medialen Wand
der Riechgrube dar. Diese Verdickung stiilpt sich ein und formt eine Rinne aus, deren beide
Lippen fusionieren und so eine tubuldre Struktur ausbilden. Das entstandene Divertikel behélt
rostral eine Offnung in die Riechgrube bei (Cuschieri und Bannister, 1975a). Kaudal schlieft
sich das Organ zu einem Blindsack (Wohrmann-Repenning, 1989). Die Epithelauskleidung
gleicht der Auskleidung der Riechgrube. An der medialen Seite sind Dendritenfortsidtze zu
erkennen, die in runden Auftreibungen an der Epitheloberfliche enden (Cuschieri und
Bannister, 1975a). Fasern des N. vomeronasalis und des N. terminalis entstammen der
medialen Wand des vomeronasalen Divertikels und konnen von der Basis des vomeronasalen
Epithels in Richtung des Sepfum nasi verfolgt werden (Cuschieri und Bannister, 1975a;
Pellier und Astic, 1994). Das mediale Epithel des VNO entwickelt sich zum Riechepithel,
wihrend das gegeniiberliegende Epithel zur respiratorischen Auskleidung ausdifferenziert
(Cuschieri und Bannister, 1975a). Die Unterscheidung der beiden Epithelien kann beim Schaf
ab einer SSL von 35 mm erfolgen (Salazar et al., 2003a). Bereits kurze Zeit nach der
Ausstiilpung aus der Riechgrube ist das VNO in einem relativ progressiven
Entwicklungszustand und liegt in der fiir dieses Sinnesorgan typischen Position: beidseits der
Basis des Septum nasi und oberhalb des mit dem Oberkieferfortsatz vereinten
Nasenfortsatzes. Daher besteht die Vermutung, dass das VNO schon frithzeitig benétigt wird
(Wo6hrmann-Repenning, 1989).

Wihrend der Embryogenese wandern zwei Zelltypen aus dem Riechepithel aus. Zum einen
sind es Zellen, die die olfaktorischen Axonbiindel begleiten, einen epitheloiden Charakter
haben und héufig als Vorlduferzellen der Schwannschen-Zellen angesehen werden (Cuschieri
und Bannister, 1975a; Pellier und Astic, 1994). Andere Autoren sehen demgegeniiber die
Basalzellen als Vorlduferzellen dieser ,,ensheathing cells* an (Marin-Padilla und Amieva,
1989). Zum zweiten Zelltyp zéhlen Neuroblasten, die als Vorlduferzellen der Ganglionzellen
des N. terminalis bezeichnet werden (Filogamo und Robecchi, 1969; Farbman und Squinto,

1985).
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2.3 Physiologie der olfaktorischen Wahrnehmung

2.3.1 Rezeptorvermittelte Signaltransduktion

Das olfaktorische System ist in der Lage, zahlreiche Odorantien zu identifizieren und zu
differenzieren. Die Aktivierung eines intrazelluldiren Signalweges erfolgt, wenn ein
Duftmolekiil an den entsprechenden Rezeptor einer Riechzelle bindet und ihn somit aktiviert
(Nibu, 2002). An diesem Bindungsvorgang sind sogenannte ,,odorant-binding proteins‘
(OBP) beteiligt (Steinbrecht, 1998; Matarazzo et al, 2002). Sie liegen in dem die Mikrovilli
bzw. Zilien umgebenden Mukus vor (Matarazzo et al, 2002; Guiraudie et al., 2003). Es
werden ihnen verschiedene Aufgaben zugesprochen. Moglicherweise binden sie bestimmte
Klassen von Odorantien und sind so an ihrer Selektion beteiligt (Steinbrecht, 1998). Es wird
auch diskutiert, dass sie Stimulantien darstellen, welche die Signaltransduktion giinstig
beeinflussen. Ebenso ist der Hinweis vorhanden, dass sie toxische Substanzen eliminieren
oder die Odorantien nach der Bindung an den Rezeptor sehr schnell wieder deaktivieren
konnen (Steinbrecht, 1998). Untersuchungen beim Schwein zeigten, dass in Abwesenheit
eines Odorants ein OBP in Wechselwirkung mit dem Rezeptor tritt. Es wird vermutet, dass
jedem Rezeptortyp bestimmte OBP zugeordnet sind (Matarazzo et al, 2002).

Der Mechanismus der Signaltransduktion an den Riechzellen des VNO unterscheidet sich von
dem an den Riechzellen der Regio olfactoria. Lange Zeit wurde ganz allgemein zwischen der
Wahrnehmung von Odorantien in der Regio olfactoria und der Registrierung von
Pheromonen im VNO unterschieden (Buck und Axel, 1991; Dulac und Axel, 1995;
Chehrehasa et al., 2005). Pheromone sind Signalstoffe, die zwischen Individuen derselben Art
ausgetauscht werden und wichtige Funktionen im Sozial- und Reproduktionsverhalten
erfilllen (Cohn, 1994). Gegenwirtig gibt es zahlreiche Hinweise, dass die Riechzellen des
VNO nicht nur Pheromone, sondern auch Odorantien wahrnehmen kénnen (Sam et al, 2001;
Lévai et al., 2006). Dies zeigten Untersuchungen an verschiedenen Knockout-Miusen, die
auch ohne eine funktionstiichtige Regio olfactoria Odorantien wahrnehmen konnten (Wong et
al., 2000; Trinh und Storm, 2003, 2004).

Odorantien und Pheromone binden an sieben-transmembrangebundene, G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren (Meredith, 1998; Rouquier und Giorgi, 2007). Im VNO kommen die spezifischen
Rezeptor-Familien V1 und V2 vor (Matsunami und Buck, 1997; Sam et al, 2001). Ein

wichtiger Unterschied zwischen den Riechzellen der Regio olfactoria und denen des VNO
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liegt in ihrer Sensitivitidt gegeniiber einem Duftstoff. Wihrend die Riechzellen der Regio
olfactoria adaptieren konnen, das heiflit die Empfindlichkeit gegeniiber einem speziellen
Duftmolekiil schnell verlieren, bleibt sie bei den Riechzellen des VNO gegeniiber
Pheromonen konstant (Biasi et al., 2001). Studien an diversen Nagetieren ergeben eine
Unterteilung in apikal lokalisierte Neurone der Rezeptorfamilie V1 mit der G-Protein
Untereinheit Gai; und in weiter basal gelegene Neurone der Rezeptorfamilie V2, die die G-
Protein Untereinheit Goy exprimieren (Jia und Halpern, 1996; Fieni et al., 2003). Anhand
zahlreicher Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass die Rezeptoren V1 und V2
jeweils zu unterschiedlichen Arealen im Bulbus olfactorius accessorius projezieren (Jia und
Halpern, 1996).

Bindet nun ein Geruchsmolekiil an ein spezifisch exprimiertes Rezeptorprotein (Abb. 2), wird
die Riechzelle liber eine Second-Messenger-Kaskade depolarisiert (Breer et al., 1990; Breer,
1994). Die funktionelle Bedeutung des in der Regio olfactoria vorherrschenden
Transduktionssystems ist noch nicht vollstindig geklart. Gegenwiértig geht man davon aus,
dass tiber die Second-Messenger cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP) (Abb. 2) und
Inositol-1,4,5-triphosphat (IP;) Kationenkandle in der Plasmamembran aktiviert werden
(Ronnett, 1993; Breer, 1994). Die Aktivierung der Ionenkanile fiihrt somit tiber zwei
unterschiedliche Wege zur Weiterleitung der olfaktorischen Information (Trotier, 1994; Getz,
1999).

Auch im VNO ist der Vorgang der Signaltransduktion noch nicht vollstindig geklart. Obwohl
beide Second-Messenger, cCAMP und IP;, ebenfalls im VNO vorzufinden sind, geht man
derzeit davon aus, dass die Pheromone den IPs;-vermittelten Signalweg aktivieren (Keverne,

1999).

10



Literaturiibersicht

lonenkanal

Duftstoff Na+, Ca2+

Abb. 2  Signaltransduktion in der Regio olfactoria (modifiziert nach Hatt, 2005)
Der Duftstoff bindet am Rezeptor (R) und aktiviert ein G-Protein (G),
das wiederum eine Adenylatzyklase (AC) aktiviert. Aus
Adenosintriphosphat  (ATP) entsteht das cyclische Adenosin-
monophosphat (cAMP), ein Second-Messenger, der zur Offnung eines
Kationenkanals fiihrt. Der Einstrom von Na® und Ca®" fiihrt zur
Depolarisation.

2.3.2 Verarbeitung der Nervensignale

Auf dem Weg in Richtung Bulbus olfactorius bzw. Bulbus olfactorius accessorius schlieen
sich die Axone zu Nervenfaserbiindeln zusammen (Abb. 3). Diese Biindel enthalten einige
tausend Axone verschiedener Riechzelltypen, die einer gemeinsamen Region im Riechepithel
entspringen (Treloar et al., 2002; Nedelec et al., 2005). In den Glomeruli des Bulbus
olfactorius (Abb. 3) bzw. Bulbus olfactorius accessorius bilden die Axone Synapsen zu den
Mitralzellen aus (Jia und Halpern, 1996; Nedelec et al., 2005).

Jede Riechzelle der Regio olfactoria exprimiert jeweils eines der ca. 1000 bekannten Gene fiir
die Odorantrezeptoren. Die Axone der Riechzellen, die den gleichen Odorantrezeptor
exprimieren, biindeln sich und ziehen zu zwei spezifischen Glomeruli im Bulbus olfactorius
(Yoshihara und Mori, 1997; St. John et al., 2002; Cheherasa et al., 2007). Diese mehreren

tausend Rezeptoren pro Glomerulus stellen eine hohe Redundanz dar (Astic et al., 1987).
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Abb. 3 Schematische Darstellung der Verarbeitung der olfactorischen Signale
(modifiziert nach Hatt, 2006). Jede Riechzelle entsendet ein Axon. Die
Axone biindeln sich zu den Fila olfactoria, die zu den Mitralzellen im
Bulbus olfactorius ziehen. Periglomuldre Zellen und Kornerzellen haben
regulierenden Einfluss.

2.4  Regeneration im olfaktorischen Epithel

2.4.1 Riechzellen

Sowohl die Riechzellen des VNO als auch der Regio olfactoria haben eine begrenzte
Lebenszeit, im Durchschnitt 90 Tage (Gogos et al., 2000), und werden kontinuierlich aus den
Basalzellen neu gebildet (Brennan, 2001). Damit sind Riechzellen die einzigen Nervenzellen,
die nach ihrer Degeneration durch neue Zellen ersetzt werden (Costanzo, 1991; Cowan und

Roskams, 2002).
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Zwei Populationen von Zellen lassen sich in dem basalen Bereich des Epithels unterscheiden
(Abb. 4). Zum einen die horizontalen Basalzellen mit langsamer asymmetrischer Teilung und
zum anderen eine sich schneller teilende Population, die rundlichen Basalzellen (Beites et al.,
2005). Die Funktion der horizontalen Basalzellen ist nicht endgiiltig geklért. Derzeit geht man
davon aus, dass sie das Umfeld fiir die rundlichen Basalzellen schaffen und ein Reservoir
langlebiger Zellen bilden (Beites et al., 2005; Leung et al., 2007). Die Population der
rundlichen Basalzellen umfasst den Pool der Vorlduferzellen, die sich durch Marker fiir
neuronale Vorlduferzellen oder bekannte Stammzellmarker anfarben lassen (Mackay-Sim und
Kittel, 1991; Beites et al., 2005). Gegenwirtig geht man davon aus, dass die rundlichen
Basalzellen die Stammzellen der Riechzellen sind (Huard et al., 1998; Jang et al., 2003).
Verschiedene Studien haben gezeigt, dass sich aus den Stammzellen zwei Populationen von
Vorlduferzellen entwickeln. Zuerst entstehen die mammalian achaete-scute homolog 1 (Mash-
1) exprimierenden Vorlduferzellen (Kawauchi et al., 2004). Mash-1 ist ein
Transkriptionsfaktor neuronaler Vorlduferzellen (Guillemot et al., 1993). Die Mash-1
exprimierenden Zellen induzieren die Entstehung einer zweiten Generation von
Vorlduferzellen, die das proneurale Gen Neurogenin (Ngnl) exprimieren (Beites et al., 2005).
Ngnl ist ebenfalls ein Transkriptionsfaktor und gehort der Neurogenin Gen-Familie an
(Furlong und Graham, 2005). Diese, auch als direkte neuronale Vorlduferzellen (immediate
neuronal precursor, INP) bezeichneten Zellen, kénnen ein bis zwei weiteren symmetrischen
Zellteilungen unterworfen sein (Calof und Chikarashi, 1989; Calof et al., 2002). Sie
differenzieren sich schlieBlich zu den olfaktorischen Neuronen aus (Abb. 4).

Alle beschriebenen Zellstadien konnen gleichzeitig innerhalb des Bereiches nahe der
Basalmembran existieren. Die Generierung der Riechzellen ist von Wachstumsfaktoren
unterschiedlicher Familien (fibroblast growth factor (FGF)-Familie, transforming growth
factor (TGF)-B-Superfamilie) abhéngig, die sowohl stimulierenden als auch hemmenden

Einfluss auf die Entwicklung haben (Beites et al., 2005).

13



Literaturiibersicht

&,

RE

rBZ
BM
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Abb. 4 Modell einer Riechzelle und ihrer Vorlduferzellen (modifiziert nach
Beites et al., 2005). Riechepithel (RE), rundliche Basalzellen (rBZ),
horizontale Basalzellen (hBZ), Basalmembran (BM), Lamina propria
(LP), Riechzellen (RZ), Vorlduferzellen mit der Beschriftung INP und
Mash 1, die sich aus der Stammzelle entwickeln, olfactory ensheating
cell (OEC), Stiitzzelle (SZ).

2.4.2 Axone

Umfangreiche Untersuchungen fithren derzeit zu der Annahme, dass es sich bei der Bildung
neuer Axone nicht blof, wie lange Zeit angenommen, um ein Aussprossen entlang bereits
existierender Nerven handelt (Chehrehasa et al., 2005). Das axonale Wachstum scheint
vielmehr ein von den Riechzellen aus gesteuerter, zielgerichteter, hochkomplexer molekularer
Vorgang zu sein, an dem Zelladhédsionsmolekiile (Key, 1998), Kohlenhydratreste (Nedelec et
al., 2005) und Proteine (Singer et al., 1995) beteiligt sind. Ein weiteres wichtiges Protein im
axonalen Wachstum stellt das olfactory marker protein (OMP) dar, welches in Kapitel 2.7
ausfiihrlich beschrieben wird. Von sogenannten ,,axon guidance molecules” und den
zugehorigen Proteinen wie Semaphorin, Netrin-1, growth-associated protein und OMP weif3
man, dass sie auch auf die Entwicklung und strukturelle Organisation des Bulbus olfactorius

Einfluss nehmen (Tsim et al., 2004). Die ,,olfactory ensheathing cells”, welche die Axone
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unmittelbar nach dem Austritt aus dem Riechepithel umbhiillen (Hafner, 1987), sind ein
weiterer wichtiger Bestandteil in der lebenslangen Regeneration olfaktorischer Axone (Boyd

et al., 2005).

2.5 Apoptose im Riechepithel

Riechzellen gehen unter physiologischen Bedingungen durch Apoptose (programmierter
Zelltod) zugrunde und werden durch Vorlduferzellen aus den sich teilenden Basalzellen
ersetzt (Suzuki, 2004). Sowohl die ausgereiften Riechzellen als auch die Vorlduferstadien und
die rundlichen Basalzellen unterliegen der Apoptose; die Stiitzzellen und horizontalen
Basalzellen sind davon nicht betroffen (Suzuki, 1998). Es wird angenommen, dass die
Stiitzzellen insofern in den Vorgang der Apoptose involviert sind, als sie die zugrunde
gegangenen Riechzellen phagozytieren (Suzuki, 2004). Erkennungsmerkmale apoptotischer
Zellen sind die Kondensation des Kerns, Zytoplasmaschrumpfung, Abschniirungen der
Membran und ein charakteristischer Anstieg in der Elektronendichte der Zelle (Cowan und
Roskams, 2002; Suzuki, 2004). Anschlieend zerféllt der Kern in kleine Bestandteilchen, die
von einem diinnen Zytoplasmarand umgeben sind. Diese ,,apoptotic bodies* kénnen schnell
von benachbarten Zellen oder Makrophagen phagozytiert werden (Suzuki, 2004).
Makrophagen werden als die wichtigsten Phagozyten im akuten Geschehen angesehen,
wihrend den Stiitzzellen eine kontinuierliche Rolle im ProzeB der Phagozytose zukommt
(Suzuki et al, 1995; Cowan und Roskams, 2002).

Bereits in der embryonalen Entwicklung finden im Riechepithel apoptotische Vorginge statt
(Cuschieri und Bannister, 1975a). Bei juvenilen und adulten Tieren sind die Riechzellen
selber an der Regulierung von Apoptose und Regeneration beteiligt, indem sie stimulierenden
und hemmenden EinfluB3 auf die Vorlauferstadien nehmen (Calof et al., 1996). Die Apoptose
der Riechzellen wird in jeder Phase durch eine Reihe von Faktoren reguliert (Cowan und
Roskams, 2002). Ein Beispiel ist der Tumornekrosefaktor (TNF), ein Mitglied der
Tumornekrosefaktor/Tumornekrosefaktor-Rezeptor (TNF/TNFR) -Superfamilie, der an der
Initialisierung der Apoptose beteiligt ist (Baglioni, 1992; Cowan und Roskams, 2002).
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2.6 Olfactory Marker Protein (OMP)

Das 19 kDa schwere, saure, leicht losliche OMP wird im Riechepithel, dem Bulbus
olfactorius und in den olfaktorischen Nerven exprimiert (Margolis, 1972; Margolis, 1982;
Farbman et al., 1998). Innerhalb des Riechepithels ist OMP nahezu ausschlieBlich in den
ausgereiften Riechzellen zu finden (Farbman und Margolis, 1980). Sowohl im Perikaryon als
auch in Dendrit und Axon wird es immunhistochemisch nachgewiesen (Miragall und Monti-
Graziadei, 1982). Wihrend OMP in den Stammzellen nicht exprimiert wird, ist es in den
Synapsen an den Enden der olfaktorischen Nerven und in den Glomeruli im Bulbus
olfactorius regelméfig vorhanden (Monti-Graziadei et al., 1977). Eine geschlechtsabhéngige
Expression von OMP ist nicht bekannt (Margolis, 1982).

Im Riechepithel der Regio olfactoria wird OMP nur in den Riechzellen der apikalen
Zellreihen in Form einer intensiven Fiarbung von Zytoplasma und Dendrit exprimiert. Aus
diesem Grund ist der Raum oberhalb der Stiitzzellkerne nicht immer frei von OMP-
Expression. Dies korreliert mit der hohen Anzahl von Dendriten, die in diesem Bereich
lokalisiert sind (Weiler und Benali, 2005). Einige abgestorbene Zellen weisen ebenfalls OMP-
Expression auf, was auf die lange Halbwertzeit von OMP zuriickzufiihren ist (Kream und
Margolis, 1984). Im Riechepithel des VNO sind nahezu alle Riechzellen markiert. Sowohl
Zytoplasma als auch Kern weisen eine Anfarbung durch den OMP-Antikorper auf. Allerdings
zeigen die weiter apikal lokalisierten Riechzellen vermehrt Zytoplasmafirbung, wéhrend bei
den mehr basal gelegenen Riechzellen der Zellkern deutlicher markiert ist (Weiler und Benali,
2005). Die Umschlagspunkte an den beiden Kurvaturen werden als Proliferationszone mit
unausgereiften Riechzellen angesehen, die sich nicht durch OMP markieren lassen (Farbman
und Margolis, 1980; Weiler et al., 1999). Die Nervenfaserbiindel in der Lamina propria
lassen ebenfalls eine positive Reaktion fiir OMP erkennen, alle anderen Zelltypen sind frei
von OMP-Expression (Weiler und Benali, 2005).

Eine Studie an Embryonen von Maidusen und Ratten ergab, dass OMP zuerst in den
Riechzellen der Regio olfactoria erscheint. Der Zeitpunkt liegt bei der Ratte um den 18.
Embryonaltag. Kurze Zeit spiter ist OMP auch in den Glomeruli des Bulbus olfactorius zu
sehen, im VNO jedoch erst ab dem vierten Tag post partum. Die Synthese des OMP kann in
den Riechzellen der Regio olfactoria sowie in den Riechzellen des VNO, nicht jedoch im
Bulbus olfactorius nachgewiesen werden (Hartmann und Margolis, 1975). Da OMP auch im

Bulbus olfactorius nachgewiesen wird, liegt der Schluss nahe, dass es durch axoplasmatischen
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Transport von dem Ort seiner Synthese zu den Synapsen im olfaktorischen Bulbus gelangt
(Margolis, 1982).

Die Funktion des OMP ist bis heute nicht endgiiltig geklart (Halpern und Martinez-Marcos,
2003). Gegenwirtig geht man davon aus, dass OMP Einfluss auf das Aussprossen der Axone
nimmt (Strotmann et al., 2004; St. John und Key, 2005). Zu diesem Schluss fiihrten
Untersuchungen an Miusen, denen das Gen fiir OMP fehlt. Die Axone dieser Méuse konnten
hiufig keine Verbindung zu den Glomeruli des Bulbus olfactorius herstellen (St. John und
Key, 2005). Weiterhin wird die Entstehung neuer synaptischer Verbindungen mit dem
Erscheinen von OMP assoziiert. Daher wird OMP auch fiir die Steuerung der
Synapsenbildung im Bulbus olfactorius verantwortlich gemacht. Dieser Prozess nimmt als
Riickkopplung wieder Einfluss auf die Rezeptorzelle und regt sie dazu an, neues OMP zu
produzieren (Farbman und Margolis, 1980). Uber eine weitere interessante Funktion von
OMP wurde bereits in &lteren Arbeiten nachgedacht. Solange OMP in den Riechzellen
produziert wird, ist moglicherweise der Mechanismus der Apoptose unterdriickt (Margolis,

1982).

2.7  Villin

Das der Gelsolin-Familie angehorende Villin ist ein 92,5 kDa schweres, gewebespezifisches
aktinbindendes Protein, das hauptsichlich in den Mikrovilli epithelialer Zellen des Darms und
des proximalen Nierentubulus lokalisiert ist (Bretscher und Weber, 1979; Revenu et al.,
2007). Villin, das die Fahigkeit besitzt, Aktinfilamente kompakt zu biindeln, ist aus sechs
Einheiten aufgebaut. Die Einheiten V1 bis V6 bilden den Kern des Proteins. Im Vergleich zu
Gelsolin hat Villin eine zusétzliche C-terminale Domine, das sogenannte Kopfstiick (Arpin et
al., 1988; Bazari et al., 1988). Es beinhaltet die F-Aktin-bindende Doméne (Meng et al.,
2005).

Alle Funktionen des Villins sind Ca”"-abhiingig. Bei niedrigen Ca®’-Konzentrationen wird
Aktin mittels Villin gebiindelt, bei mittleren Konzentrationen bewirkt es Nukleation (Bildung
eines Trimers aus drei Aktinmonomeren) und Capping (Wachstumshemmung) an den spitzen
Enden der Filamente und bei hohen Ca*“Konzentrationen ist Villin in der Lage, die
Aktinfilamente zu separieren (Revenu et al., 2007). Die filament-trennende Eigenschaft von

Villin legt den Schluss nahe, dass es an der Umformung des Aktin-Zytoskelettes unter
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physiologischen Gegebenheiten sowie an der Reperatur von Lésionen beteiligt ist (Friederich
et al., 1999). Durch seine biindelnde Eigenschaft wird Villin eine Rolle bei der Bildung der
Mikrovilli zugesprochen (Revenu et al., 2007).

Bei einer Vielzahl von Sdugetieren treten Mikrovilli-Zellen auch innerhalb des Riechsystems
in Erscheinung (Asan und Drenckhahn, 2005). Die Villin-Expression im VNO erfolgt
ausschlieBlich durch die Mikrovilli der Riechzellen, da die Stiitzzellmikrovilli dieses Protein
nicht besitzen. Villin kann somit als selektiver Marker fiir die Mikrovilli der Riechzellen des
VNO angewendet werden (Hofer et al., 2000).

Im Riechepithel der Regio olfactoria kommen bei der Ratte zwei verschiedene Mikrovilli-
tragende Zellen (MC I und II) vor. Villin wird jedoch nur von dem in geringerer Héufigkeit

vorhandenen Zelltyp MC I exprimiert (Asan und Drenckhahn, 2005).

2.8 Mitosemarker-Proteine

Im Riechepithel des VNO und der Regio olfactoria findet eine lebenslange Erneuerung der
Riechzellen statt (Ishii et al., 2004). Die Proliferation der Zellen kann durch verschiedene
Antikorper immunhistochemisch nachgewiesen werden. Am haufigsten wurden Ki-67,
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) und 5-bromo2’-deoxyuridine (BrdU) am
Riechepithel eingesetzt (Ohta und Ichimura, 2000a, 2001; Wakabayashi und Ichikawa, 2007).
Im VNO der Maus wurde die Proliferation der Riechzellen durch BrdU nachgewiesen. Dabei
stellte sich heraus, dass embryonal und neonatal viele sich teilende Zellen vorhanden sind,
wohingegen adulte Tiere nur eine geringe Proliferation aufweisen (Wakabayashi und
Ichikawa, 2007). Diese altersabhéingige Proliferationsrate konnte auch im Riechepithel von
Meerschweinchen gefunden werden (Nakamura et al., 1998). Im VNO des erwachsenen
Menschen werden proliferierende Zellen ebenfalls nur unregelmifBig detektiert (Witt et al.,
2002). Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Proliferation in Riechepithel und

VNO altersabhingig reguliert wird.
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2.8.1 Ki-67

Das Ki-67 Protein ist ein im Zellkern vorkommendes Protein, das in engem Zusammenhang
mit dem Zellzyklus steht (Endl und Gerdes, 2000). Innerhalb des Zellzyklus wird das Antigen
in der Gl-, der S- und der G2-Phase und wihrend der Mitose exprimiert. Zellen in der
Ruhephase weisen hingegen keine Expression des Antigens auf (Gerdes et al., 1984). In der
Interphase ist das Ki-67 Protein hauptsdchlich im Nukleolus lokalisiert. Wenn sich in der
Prophase der Mitose die Nukleoli auflosen, wandert das Protein zu den verdichteten
Chromosomen und in die Peripherie des Zellkerns (Hernandez-Verdun und Gautier, 1994;
Endl und Gerdes, 2000). In der Telophase ist das Protein wieder in kleinen nukleédren
Strukturen lokalisiert. Die Verteilung des Ki-67 Proteins in der frithen G1-Phase ist durch die
Farbung der Nukleoli und durch zahlreiche punktuelle Markierungen des gesamten
Nukleoplasmas gekennzeichnet (Verheijen et al., 1989; Endl und Gerdes, 2000).

Ki-67 wird zur Registrierung von Proliferationsschiiben wéhrend der prd- und postnatalen
Entwicklung genutzt sowie als prognostischer Faktor bei der Beurteilung maligner Tumore
angewendet (Brown und Gatter, 1990; Sawhney und Hall, 1992).

Als Proliferationsmarker wurde Ki-67 bisher nur an der Riechschleimhaut der Regio
olfactoria von Madusen eingesetzt. Der Ki-67 Antikorper zeigte bei zahlreichen basal
lokalisierten sowie einigen weiter apikal gelegenen Riechzellen eine positive Reaktion (Ohta
und Ichimura, 2000a). Durch die Anwendung des Ki-67 Antikorpers konnten die
kugelformigen Basalzellen (,,globose basal cells*) als Vorlduferzellen der Riechzellen

bestétigt werden (Ohta und Ichimura, 2001).

2.8.2 Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA)

Bei dem PCNA handelt es sich um ein 36 kDa schweres nukleires Protein, das wie das Ki-67
Antigen mit dem Zellzyklus in Verbindung steht (Hall et al, 1990; Teter et al., 1995). Das
auch als Cyclin bekannte Protein wurde erstmals im Serum von Patienten mit der
Autoimmunerkrankung Lupus erythematodes entdeckt (Miyachi et al.,, 1978). Es wird
wihrend der Interphase in der spiaten G1-, der S- und der G2-Phase synthetisiert (Teter et al.,
1995). Dabei tritt die PCNA-Expression in der frithen S-Phase als gesprenkeltes Muster, in

der spdten S-Phase in Form punktierter Herde innerhalb des Zellkerns in Erscheinung.
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Erreicht die DNA-Synthese ihr Maximum, ist die Expression des PCNA-Antikorpers nahe der
Kernmembran lokalisiert. Beim Ubergang in die G2-Phase tritt wieder das gepunktete Muster
auf (Celis und Celis, 1985). Die Synthese von PCNA erfolgt unmittelbar vor der DNA-
Replikation (Bravo und Macdonald-Bravo, 1985; Macdonald-Bravo und Bravo, 1985). Die
Verdnderungen in der Verteilung von PCNA wihrend des Zellzyklus werden entweder durch
die DNA-Synthese selber kontrolliert oder durch die DNA-Replikation ausgelost (Takasaki et
al., 1981; Celis and Celis, 1985).

Bei immunhistologischen Untersuchungen am Riechepithel und in der Tumordiagnostik
wurde PCNA als Marker fiir proliferierende Zellen angewendet (Nakamura et al., 1998;
Pinheiro et al., 2007). Im Riechepithel von Nagetieren wurden altersabhingige
Verdnderungen in Bezug auf die Zellteilung festgestellt, wobei in den ersten zwei Monaten
nach der Geburt die hochste Teilungsrate in der Basalzellschicht nachgewiesen wurde. Eine
Korrelation in der Anzahl der sich teilenden Zellen und Riechzellen besteht offensichtlich
nicht (Nakamura et al., 1998; Ohta und Ichimura, 2000b). Da PCNA cine Halbwertzeit von
mehr als 20 Stunden aufweist, kann es auch in ruhenden Zellen exprimiert werden. Dadurch
lassen sich mehr PCNA-positive als Ki-67-positive Zellen in der basalen Schicht des
Riechepithels detektieren (Ohta und Ichimura, 2000a).

2.9 Lektine

Lektine sind Proteine, die selektiv an Zuckerreste binden, ohne diese chemisch zu verdndern.
Sie besitzen keine enzymatische Aktivitdt (Uhlenbruck, 1983; Gabius und Gabius, 1992).

Bei den Lektinen handelt es sich aulerdem um konstitutive Proteine, das heif3t sie werden
nicht als Reaktion auf duflere Reize gebildet (Rudiger und Gabius, 1993). Lektine weisen
keine Homologie zu Antikorpern auf (Gabius und Gabius, 1992). Viele Proteine und Lipide
tragen Zuckerketten. Thnen ist durch die Lektine ein entsprechender Rezeptor als Gegenstiick
gegeben, der die Weitergabe der gespeicherten Informationen sichert (Gabius et al., 1988).
Die bisher eher als Energietrager bekannten Zuckerstrukturen bilden so neben dem
wichtigsten Informationstriger, der DNA, ein weiteres bemerkenswertes Informationssystem
(Gabius et al., 1988; Riidiger und Gabius, 1993).

Heute kennt man eine Reihe ihrer Eigenschaften: Sie blockieren biologische Rezeptoren,

fixieren Toxine und stimulieren die Fusion von Zellen. Thre Fahigkeit zur Agglutination
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kohlenhydrathaltiger Zellen, zur Prizipitation von Glycokonjugaten und zur Markierung von
Zuckerstrukturen auf Zellmembranen wird verschiedentlich angewendet (Uhlenbruck, 1983;
Lis und Sharon, 1986). Teilweise werden Lektine auch in der Tumordiagnostik eingesetzt. Ein
Beispiel ist die Bindung von UEA I an entarteten Zellen der Ovarien (Blonski et al., 2007).
Der Aufbau der Lektine besteht meistens aus vier Untereinheiten, die eine Molmasse
zwischen 100 und 140 kDa aufweisen und mindestens zwei, teilweise bis zu 18
Zuckerbindungsstellen besitzen (Leathem und Atkins, 1983; Riidiger und Gabius, 1993). Die
Lektine der verschiedenen Pflanzenfamilien unterscheiden sich in ihren Charakteristika: dem
Molekulargewicht, der Anzahl an Untereinheiten oder der Anzahl an Zuckerbindungsstellen
pro Molekiil. Innerhalb einer Pflanzenfamilie weisen sie jedoch groBe Ahnlichkeiten auf
(Rudiger und Gabius, 1993).

Nach ihrer Kohlenhydratspezifitit konnen die Lektine in fiinf Gruppen eingeteilt werden
(Damjanov, 1987):

1. Glukose/Mannose Gruppe

2. N-Azetyl-D-Glukosamin Gruppe

3. N-Azetyl-D-Galaktosamin/Galaktose Gruppe

4. L-Fukose Gruppe

5. Sialinsdure Gruppe

Die Nomenklatur richtet sich nach der jeweiligen Herkunft des Lektins. So wird ein Lektin
aus der Erdnuss als peanut agglutinin (PNA) bezeichnet (Brown und Hunt, 1978).

In der Histologie werden Lektine besonders eingesetzt, um die Verteilung bestimmter
Kohlenhydratstrukturen auf der Zelloberfliche aufzuzeigen (Leathem und Atkins, 1983;
Gabius et al., 1988). Durch spezifische Inhibitoren ist es moglich, die Bindungsspezifitit
einzelner Lektine darzustellen (Leathem und Atkins, 1983).

In Bezug auf das olfaktorische System stellen Lektine eine Moglichkeit dar, Unterschiede
zwischen den verschiedenen Epithelien und Zelltypen im VNO und in der Regio olfactoria zu
prasentieren. In einer umfassenden Arbeit wurde iiber die Bindungsspezifitit von 30 Lektinen
zum Riechepithel des VNO und der Regio olfactoria bei Nagetieren und Haussdugetieren
berichtet (Plendl und Sinowatz, 1998). Innerhalb der Tierarten konnen starke Unterschiede in
der Lektinbindung auftreten, wie eine vergleichende Studie an Schaf und Schwein
verdeutlicht (Salazar et al., 2000). Auch das Bindungsmuster innerhalb einer Gruppe, z. B. der
Nagetiere, variiert sehr stark (Lundh et al., 1989; Mendoza und Kiihnel, 1991).
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3 Material und Methoden

31

Untersuchungsmaterial

Die Untersuchungen erfolgten an Proben vom VNO und von der Riechschleimhaut der Regio

olfactoria des Schweins. Hierzu wurden 28 ménnliche und weibliche Tiere unterschiedlicher

Altersstufen verwendet. Eine detaillierte Auflistung zeigt Tabelle 1.

Tab. 1: Ubersicht iiber die verwendeten Tiere.

Reproduktiver
Anzahl Alter Geschlecht Status Gewicht
2 7 Wochen minnlich kastriert - bd 13 kg
3 3 Monate ménnlich kastriert - 25;27; 50 kg
5 4 1/2 Monate ménnlich kastriert - 43 kg - 57 kg
1 8 Monate ménnlich - 148 kg
1 10 Monate weiblich tragend 166 kg
1 11 Monate ménnlich - 170 kg
1 1 Jahr weiblich tragend 176 kg
1 1 Jahr und 2 Monate | ménnlich - 137 kg
4 tragend,
6 1 Jahr und 6 Monate | weiblich 2 nicht tragend | 175 kg - 225 kg
1 2 Jahre weiblich nicht tragend 217 kg
1 2 Jahre und 6 Monate | weiblich nicht tragend 220 kg
1 tragend,
2 3 Jahre und 6 Monate | weiblich 1 nicht tragend | 225; 230 kg
1 tragend,
2 4 Jahre und 6 Monate | weiblich 1 nicht tragend | 220; 221 kg
1 5 Jahre weiblich nicht tragend 235 kg
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Die Tiere stammten von der Versuchsstation fiir Tierhaltung, Tierziichtung und Kleintierzucht
,wunterer Lindenhof der Universitit Hohenheim und aus dem Institut fiir Tiererndhrung der

Universitit Hohenheim.

3.2  Probennahme und Probenaufbereitung

Das Riechepithel ist ein hochempfindliches Gewebe, das unfixiert nach kiirzester Zeit post
mortem der Autolyse unterliegt. Um den Erhalt des Gewebes zu garantieren, kamen in
umfangreichen Vorversuchen zahlreiche Entnahme- und Fixierungstechniken zum Einsatz.
Mit der Perfusionsfixierung iiber die 4. maxillaris wurden deutlich schlechtere Ergebnisse
erzielt als mit der Immersionsfixierung der entnommenen Proben.

Die Schweine aus der Tiererndhrung wurden durch eine intramuskulédre Injektion von 2,0
mg/kg KGW Azaperon (Stresnil, Janssen-Cilag) in Kombination mit 15,0 mgkg KGW
Ketaminhydrochlorid (Urostamin, Serum-Werk Bernburg AG) anisthesiert und anschlieSend
tiber die Vena (V.) jugularis entblutet. Die Probennahme an den vom ,,Unteren Lindenhof*
zur Verfiigung gestellten Tieren erfolgte im Rahmen des Schlachtprozesses.

Um das VNO sowie die Regio olfactoria zu erreichen, wurden mit einer elektrischen
Handsége (Scorpion ®, Black & Decker) insgesamt drei Querschnitte im Bereich des oberen
Gesichtsschiddels vorgenommen. Der erste Schnitt wurde auf Hohe des zweiten Incisivus und
der zweite Schnitt direkt vor dem Caninus gesetzt. Das VNO beider Seiten konnte nun
mitsamt der Knorpelspange herausprépariert werden. Fiir die Rasterelektronenmikroskopie
wurde das zwischen 1,0 und 1,9 cm lange Organ in drei Teile geteilt, in der dorsalen oder
ventralen Kurvatur eréffnet und anschliefend auf eine kleine Korkplatte aufgespannt. Nach
dreimaligem Spiilen in Phosphate-Buffered-Saline-(PBS)-Puffer (pH 7,4) erfolgte die
Fixierung der Proben fiir 24 Stunden in 2,5-prozentiger Glutaraldehyd-Losung (GAH). Bei
den Proben fiir die Immunhistochemie fand die Priparation des VNO bei der Hilfte der Tiere
nach der oben beschriebenen Methode statt. Bei der anderen Hilfte der Tiere wurde das sich
noch in der Knorpelspange befindliche VNO ebenfalls in drei Segmente geteilt und ohne
Eroffnen des Organs fixiert. Die Immersionsfixierung erfolgte entweder in Bouin’scher
Losung (Romeis, 1989) fiir 48 Stunden oder in Methanol/Eisessig 2:1 fiir 24 Stunden. Das
VNO der einen Seite wurde fiir die Rasterelektronenmikroskopie, das der anderen Seite fiir

die Immunbhistologie vorbereitet.
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Um die Regio olfactoria entnehmen zu konnen, wurde mit dem dritten Schnitt der
Gesichtsschdadel bis zum rostralen Augenwinkel abgesetzt. Die Entnahme der
Riechschleimhaut erfolgte auf diinnen Conchenlamellen nahe dem Os ethmoidale. Die

anschlieBende Fixierung fand nach den oben aufgefiihrten Methoden statt.

3.2.1 Rasterelektronenmikroskopie

Die fixierten Proben wurden dreimal in PBS-Puffer gespiilt und anschliefend in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (50 % bis 100 %) dehydriert. Die Trocknung der Proben erfolgte
im Critical Point Dryer (Typ CPD 030, Fa. BAL-TEC AG, Witten) unter Verwendung von
Kohlendioxid (CO,) als Medium. Um Beschiddigungen durch die hohe Oberflachenspannung,
die beim Ubergang vom fliissigen in den gasformigen Zustand entsteht, zu vermeiden, wird
tiber dem kritischen Punkt bei 31 °C und 73,8 bar getrocknet. Die getrockneten Proben
wurden mittels Leit C-Klebstoff (Fa. Neubauer, Miinster) auf Probenteller aufgeklebt und
anschliefend im Sputter Coater (Typ SCD 050, Fa. BAL-TEC, Witten) fiir jeweils 100
Sekunden zweimal gerade und zweimal schrag mit Gold beschichtet. Bei dem Sputtervorgang
wurde eine Spannung von 40 pA angelegt. Der Arbeitsabstand zwischen Target (Kathode)
und Préiparattisch (Anode) betrug 5,5 cm.

Um die Riechzellen des VNO aus dem Epithelverband herausgelost darstellen zu konnen,
wurde eine Mazeration der Proben mittels Kalilauge (KOH) vorgenommen. In verschiedenen
Vorversuchen (Mikrowelle, Ultraschallbad, Brutschrank) hat sich die Mazeration im
Brutschrank als die beste Methode erwiesen.

Die GAH-fixierten Proben wurden in PBS-Puffer uberfiihrt und auf Raumtemperatur
gebracht. Fiir den ersten Schritt der Mazeration erfolgte die Erwdrmung des Brutschrankes
(Fa. Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach) und einer 35 %igen KOH auf 65 °C. Die
Proben wurden fiir 10 Minuten in KOH im Brutschrank belassen. AnschlieBend wurden die
Proben in warmen PBS-Puffer umgebettet und unter einer Stereolupe (Fa. Wild, Heerbrugg)
der Lange nach in 1 bis 2 mm breite Streifen geteilt. Daran schloss sich eine weitere
Mazeration im Brutschrank iiber 25 Minuten bei 70 °C an. Die abgekiihlten Proben wurden
dreimal in PBS-Puffer gewaschen und im Folgenden nach der fiir die

Rasterelektronenmikroskopie beschriebenen Methode aufbereitet.
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Die Auswertung der Proben fand am Rasterelektronenmikroskop Typ DSM 940 A (Carl Zeiss
AG, Oberkochen) statt. Mittels integrierten Messeinrichtungen wurden die Durchmesser der
Mikrovilli von Riech- und Stiitzzellen und die Durchmesser der Zilien des respiratorischen
Epithels evaluiert. Fiir diese Beurteilung wurden die Zellfortsidtze an 50 Stellen vermessen

und ein Mittelwert gebildet.

3.2.1 Lichtmikroskopie, Immun- und Glykohistochemie

Bei allen Bouin- und M/E-fixierten Proben fand eine Dehydrierung in einer aufsteigenden
Alkoholreihe im Gewebeinfiltrationsautomaten (TP 1020, Leica) tiber 26 Stunden statt.
AnschlieBend konnten die Proben an der ParaffinausgieBstation (EG 1160, Leica) in
Paraplast® eingebettet werden. Von jedem Block wurden an einem Rotationsmikrotom (RM
2135, Leica) 2 um dicke Schnitte angefertigt und auf SuperFrost®-Objekttriger
(Langenbrinck, Emmendingen) aufgezogen. Nach einer Hématoxylin-Eosin-Farbung
(Romeis, 1989), die sowohl der Ubersicht als auch der deskriptiven lichtmikroskopischen
Auswertung dienen sollte, wurden die geeigneten Blocke jeder Fixierung ausgewihlt und von
thnen weitere Schnitte fiir die Immun- und Glykohistochemie hergestellt.

Zur Darstellung der Basalmembran wurde eine PAS-Farbung (periodic acid Schiff’s reaction)

durchgefiihrt (Romeis, 1989).

Die immunhistochemische Darstellung von Ki-67, PCNA, OMP und Villin erfolgte mit Hilfe
der ABC-Methode (Avidin-Biotin-Komplex) nach Hsu et al. (1981). Bei dieser indirekten
Methode wird ein Dbiotinylierter Sekundérantikorper durch den  Avidin-Biotin-
Meerrettichperoxidase-Komplex markiert und durch Zugabe eines Chromogens sichtbar

gemacht. In Tabelle 2 sind die verwendeten Reagentien aufgefiihrt.
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Tab. 2: Ubersicht iiber die verwendeten Reagentien.

Verdiinnung .
Antigen des Primér- | Immunogen | Host S?kl.md?r-AK Hersteller
biotinyliert
AK
Olfactor
Mark Y OMP aus Anti-Ziege 1gG Wako‘
arker ) 3 Chemicals
Protein 1:200 dem Ziege vom Kaninchen
Kaninchen 1:400 GmbH,
(OMP) * ' Neuss
Proliferating Linaris
Cell Nuclear gereinigtes Anti-Maus IgG / | Biologische
Antigen 1:500 bzw. PCNA vom Maus IgM vom Produkte
(PCNA) 1:1000 Kaninchen- Kaninchen GmbH,
Klon 19A2, Thymus 1:300 Wertheim-
monoclonal Bettingen
Ki-67 bakteriell Anti-Maus IgG Dianova
Klon MIB 1, | 1:200 exprimiertes | Maus vom Kaninchen Hambvrj
monoclonal Ki-67 1:300 ure
Anti-Kaninchen
o 1: 150 bzw. | Villin aus . IgG von der %%
Villin 1:300 dem Darm Kaninchen Ziege
1:400
*

Zum Austesten freundlicherweise von Dr. J. Strotmann, Universitit Hohenheim,

Stuttgart zur Verfiigung gestellt.

* %k Freundlicherweise von Professor Dr. D. Drenckhahn, Julius-Maximilians-Universitiit,

Wiirzburg zur Verfiigung gestellt.

Die Durchfithrung der Immunhistochemie folgte dem im Institut fiir Anatomie und
Physiologie der Haustiere der Universitdt Hohenheim etablierten Testprotokoll.

Zu Beginn wurden die histologischen Schnitte in Xylol entparaffiniert und {iber eine
absteigende Alkoholreihe rehydriert. Daran schloss sich eine Mikrowellenbehandlung in 10
mM Citratpuffer (pH 6,6) an, um antigene Bindungsstellen zu demaskieren. Mit 10-
prozentiger Hydrogenperoxidlosung wurde die zelleigene Peroxidase-Aktivitit geblockt, um
dadurch eine unerwiinschte Hintergrundfarbung zu vermeiden. Im Anschluss verhinderte eine
30-miniitige Inkubation mit 1:10 verdiinntem Normalserum eine unspezifische Bindung des
Antikorpers. Die Inkubation mit dem verdiinnten Primérantikoérper (Tab. 2) erfolgte iiber
Nacht in einer Feuchtkammer (Shandon®, Frankfurt a.M.) bei 4 °C. Am nichsten Tag
schlossen sich fiir jeweils 30 Minuten zwei weitere Inkubationen an. Zunichst gelangte der
biotinylierte Sekundérantikorper zur Anwendung, der an das IgG (IgM) des Primérantikorpers
bindet, anschlieBend der Streptavidin-Biotin-Meerrettichperoxidase-Komplex (DAKO®,
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Hamburg). Er koppelt dann an das Biotin des Sekundérantikdrpers. Um die Immunreaktion
sichtbar zu machen, erfolgte unter Lichtabschluss bei Raumtemperatur eine 10-miniitige
Entwicklung in 3,3-Diaminobenzidin (DAB)-Losung. Zwischen den einzelnen Inkubationen
wurden die histologischen Schnitte in einer entsprechenden Pufferlosung (PBS-Puffer, pH
7,4) gespiilt. Nach der Gegenfiarbung mit Himalaun und anschlieBender Dehydrierung iiber
eine aufsteigende Alkoholreihe konnten die Schnitte abschlieBend mit Entellan® (Merck,
Darmstadt) eingedeckt werden. Als Positivkontrolle (KO0) gelangten Gewebeschnitte zur
Anwendung, von denen eine positive Reaktion mit dem Primérantikérper bekannt ist. Als
Positivkontrolle fiir OMP wurde die Riechschleimhaut der Regio olfactoria herangezogen.
Die Positivkontrolle fiir Ki-67 erfolgte mit Schnitten vom Ileum des Schweins, fiir PCNA mit
Schnitten von der Ileocaecaltonsille des Huhns. Bei den drei Negativkontrollen wurde bei
jeweils einem Schnitt der Primirantikdrper (K1), der Sekundirantikorper (K2) und der
Streptavidin-Biotin-Meerrettichperoxidase-Komplex (K3) nicht aufgetragen.

Die deskriptive Auswertung der histologischen Farbungen sowie der immunhistochemischen
Préparate fand an dem Mikroskop Typ Laborlux S (Leitz, Wetzlar) statt. Die photographische
Dokumentation erfolgte am Mikroskop Typ DMRBE (Leica, Bensheim) bei 100-, 200- oder
400-facher Vergroflerung im Durchlichtstrahlengang mit der integrierten Digitalkamera Typ
DFC 420C (Leica, Bensheim) und dem angeschlossenen Bildbearbeitungsprogramm ,,Image

Processing and Analysis“ (IPA).

Fiir die glykohistochemischen Untersuchungen wurde nach einem modifizierten Protokoll
(Lee und Damjanov, 1985; Sinowatz et al., 1988; Kawakami et al., 2002) vorgegangen.

Bouin- und M/E-fixierte histologische Schnitte wurden in Xylol entparaffiniert und in einer
absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Bei den Bouin-fixierten Schnitten erfolgte eine
Demaskierung antigener Bindungsstellen durch eine Mikrowellenbehandlung in 10 mM
Citratpuffer (pH 6,6). Anschlieend wurden alle Schnitte in PBS-Puffer gespiilt. Es folgte die
Inkubation mit Fluorescein-Isothiocyanat- (FITC) markierten Lektinen fiir 2 Stunden in
Dunkelheit in einer Feuchtkammer bei 4 °C. Die verwendeten Lektine (Linaris, Wertheim und
Sigma, Seelze) wurden zuvor auf eine Konzentration von 33 pg/ml in PBS verdiinnt. Eine
Ubersicht iiber die verwendeten Lektine ist in Tabelle 3 zu finden. Als Positivkontrolle diente
bei den Lektinen Con A, WGA, BS I, PNA und UEA I ein Bouin-fixierter Schnitt aus dem
Jejunum, fiir GS I, DBA, MPA und SBA aus dem Duodenum und fiir das Lektin BPA ein

Schnitt vom dritten Augenlid des Schweins. Nach der Inkubation folgte ein dreimaliges
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Spiilen der Schnitte in PBS-Puffer. AnschlieBend wurden die Schnitte mit Vektashield Hard
Set™ (Linaris Biologische Produkte GmbH, Wertheim) eingedeckt. Die Auswertung am
Mikroskop und die Aufnahme der Bilder erfolgten direkt im Anschlul an das Eindecken. Um
die Schnitte fiir einige Tage haltbar zu machen, wurden die Rinder des Deckglases mit

Entellan® versiegelt und die Schnitte in Dunkelheit bei 4 °C gelagert.

Tab. 3: Einteilung der verwendeten Lektine nach ihrer Kohlenhydratspezifitét.

Abk. Lektine / Ursprung Zuckerspezifitit Inhibitor

1. Glucose/Mannose Gruppe

Con A Concanavalin A a-Man > a-Glc > w-Mannose
Canavalia ensiformis a-GIcNAc

2. N-Azetylglucosamin Gruppe

GS 11 erffqn}a (Bandelraea) a- und B-GlcNAc B-Glc-Nac
simplicifolia II
Wheat germ GIcNAc(B 1,4 GIcNAc)1-2 >

WGA Triticum vulgaris B GlcNAc p-Gle-Nac

3. N-Azetylgalaktosamin / Galaktose Gruppe
Bauhinia purpurea a- und B-GlcNAc >

BPA Orchideenbaum o- und B-Gal D-Galaktose

BSI B‘andélr.aea' (Griffonia) a-GalNAc > a-Gal D-Galaktose
simplicifolia
Dolichos biflorus GalNac a 1,3 GalNAc >

DBA Pferdebohne 0-GalNAc o-GalNAc
Maclura pomifera

MPA a-GalNAc > a-Gal D-Galaktose
Maulbeerbaum
Peanut Gal B 1,3 GalNAc >

PNA Arachis hypogea a- und p-Gal D-Galaktose
Soybean a- und B-GalNAc >

SBA Glycine max a- und B-Gal Laktose

4. L-Fukose Gruppe

UEA1 | Jlex curopacus a-L-Fuc o-L-Fukose
Stechginstersamen
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Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung erfolgte an dem Mikroskop Typ DMRBE (Leica,
Bensheim), wobei die Proben im Auflichtstrahlengang bei 200- und 400facher Vergroferung

beurteilt wurden. Die Bindungsintensitit der Lektine wurde semiquantitativ bewertet:

Negativ -
Schwach positiv +/-
Positiv +
Deutlich positiv ++
Stark positiv +++

Die Bilddokumentation erfolgte am o. g. Mikroskop unter Verwendung der integrierten
Digitalkamera Typ DFC 420C (Leica, Bensheim) und dem zugehorigen
Bildbearbeitungsprogramm IPA.
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4 Ergebnisse

4.1 Makroskopische Anatomie

Das VNO ist beidseits des Septum nasi in den knochernen Strukturen des Nasengrundes
eingebettet. Es ist vom Cartilago vomeronasalis umgeben. Beim Schwein sind VNO und
Cartilago vomeronasalis sehr kurz; die Lange des Knorpels betrdgt beim adulten Tier je nach
GroBle zwischen 16 und 19 mm. Das VNO beginnt direkt hinter dem zweiten Incisivus und
erstreckt sich lediglich bis kurz hinter den dritten Incisivus. Der vordere Teil der
Knorpelspange ist iiber der Fissura palatina gelegen, erst der hintere Teil liegt dem Processus
palatinus der Maxilla sowie dem Os incisivum auf. Dies erkldrt sich dadurch, dass VNO und
Cartilago vomeronasalis beim Schwein sehr weit rostral lokalisiert sind. Medial befindet sich,
paarig angelegt, die Crista mediana des Nasenbodens. Sie bildet eine Furche, die den Vomer
enthélt. Er besteht, wie in Abb. 5 skizziert, aus der schmalen Bodenplatte und den beiden
Seitenplatten, die gemeinsam den Sulcus septalis bilden und der Aufnahme des knorpeligen
Septum nasi dienen.

Die Cartilago vomeronasalis stellt sich als ovale Knorpelspange dar, die in ihrem Inneren das
VNO und die Strukturen birgt, die das VNO umgeben (Abb. 6). Sie hat eine tubenférmige
Gestalt. Thr kaudales Ende lauft spitz geschlossen zu. Im rostralen Abschnitt ist die
Knorpelspange tiber eine Lidnge von ein bis zwei Millimetern geschlossen. Danach 6ftnet sie
sich dorsolateral ein kleines Stiick. Diese Offnung behilt sie in ihrem Verlauf nach kaudal
bei; erst am spitzen Ende verliert sich die Offnung wieder. Lateral ist der Knorpel lediglich
von der die Nasenhohle auskleidenden Schleimhaut iiberzogen. Ventral liegt er dem
Nasenboden auf und ist medial eng mit der Crista mediana verbunden. Die Knorpelspange
entldsst nach dorsal einen Knorpelsteg, der sich dem Sulcus septalis anpasst und bis zur
ventralen Kante des Septum nasi verlauft. Die Verbindung von Knorpel und Knochen ist so
fest, dass es bei der Priparation nur schwer gelingt, sie ohne Substanzverlust vom Knochen zu

trennen (Abb. 6).
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Septum
nasi

Vomer:

Seitenplatte
: Sulcus
Cartilago } ;
vomeronasalis Bodenplatte septalis
Nasenboden

dorsale Kurvatur Crista

VNO mediana

ventrale Kurvatur

Abb. 5: Schematische Darstellung der knéchernen Strukturen des Nasenbodens ventral
des Septum nasi in Beziehung zum Cartilago vomeronasalis.

Abb. 6: Querschnitt durch den Gesichtsschddel eines eineinhalb Jahre alten,
weiblichen Tieres. Der Schnitt erfolgte auf Hohe des zweiten Incisivus.
Die beiden VNO sind durch Pfeile gekennzeichnet. I: Septum nasi, 11
dorsale und III ventrale Nasenmuschel, IV: Caninus.
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Die Crista mediana stellt im Verlauf von rostral nach kaudal keine glatte Fldche dar.
RegelméBig bildet sie auf Hohe des vorderen Drittels der Knorpelspange eine gebogene
Vorwolbung aus, der ventral eine feine Einziehung folgt, in die der Knorpel wie in eine Art
schiitzende Rinne eingefiigt ist. Im ventralen Bereich, in dem die Knorpelspange dem
Processus palatinus aufliegt, ist der Ubergang von Knorpel zu Knochen derart verwachsen,
dass hier ein Trennen nicht moglich ist.

In Bezug auf die Grofle der Knorpelspange und des VNO ist Folgendes festzustellen. VNO
und Knorpel sind beim juvenilen Tier deutlich kleiner als beim adulten Tier, das heif3t sie sind
postnatalem Wachstum unterworfen. Auch dem Gewicht des Tieres sind VNO und Cartilago
vomeronasalis angepasst; eine Sau mit 175 kg weist ein kleineres VNO auf als eine Altsau
mit 240 kg. Ein geschlechtsspezifischer Grofenunterschied kann nicht festgestellt werden. Im
Probenmaterial befanden sich weibliche Tiere in unterschiedlichen Stadien des Zyklus sowie

der Trachtigkeit. Auch hier sind makroskopisch keine Unterschiede vorhanden.
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4.2  Rasterelektronenmikroskopische Ergebnisse

4.2.1 Epithelien des VNO

Der Ductus vomeronasalis ist mit zwei charakteristischen Epithelien ausgekleidet, dem
respiratorischen Epithel auf der lateralen Seite und dem Riechepithel auf der medialen Seite.
In seinem Anfangsabschnitt, dem Bereich, mit dem er beim Schwein in den Ductus incisivus
miindet, liegt ein mehrschichtiges Plattenepithel vor (Abb. 7).

Der Beginn des respiratorischen Epithels und des Riechepithels liegt nicht immer auf gleicher
Hohe. Bei etwa zwei Drittel der untersuchten Tiere ist auf der lateralen Seite bereits
respiratorisches Epithel aufzufinden, wohingegen auf der medialen Seite auf derselben Hohe

noch Plattenepithel vorherrscht. Hier beginnt das Riechepithel erst etwas spiter.

Abb. 7: Rostraler Abschnitt des VNO eines adulten Schweins. Ubergang
vom mehrschichtigen Plattenepithel (PE) zum lateralen
respiratorischen (resp.E) und medialen Riechepithel (RE).
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Diese Beobachtung wird histologisch bestitigt (siche Kap. 4.3). Das mehrschichtige Platten-
epithel weist teilweise abgehobene und fiir dieses Epithel charakteristische Zellen auf, deren

Oberflache mit typischen Mikroplicae, auch Mikroridges genannt, ausgestattet ist (Abb. 8).

Abb. 8: AusschnittsvergroBerung des rostralen VNO-Abschnittes eines
adulten Schweins im Bereich der Uberganszone. Plattenepithel
(PE) mit Mikroplicae, zilientragende Zellen (*) des
respiratorischen Epithels, Mikrovilli des Riechepithels (RE).

Der Ubergang von der lateralen zur medialen Seite des VNO erfolgt in der dorsalen und
ventralen Kurvatur des Organs. Hier findet der Wechsel von respiratorischem Epithel zum
Riechepithel statt (Abb. 9). Die Ausfithrungsgénge der Bowman-Driisen miinden in der Regel
ebenfalls im Bereich der dorsalen und ventralen Kurvatur (Abb. 9) und sind sowohl im
respiratorischen als auch im Riechepithel aufzufinden. Nur vereinzelt miinden

Ausfiihrungsgénge sehr weit mittig auf der Seite des Riechepithels.
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Abb. 9: Ubergang vom respiratorischen Epithel (oben links) zum
Riechepithel des VNO (unten rechts), adultes Tier. In beiden
Epithelien  sind im  Bereich des  Epithelwechsels
Ausfithrungsgidnge der Bowman-Driisen zu finden (*).

Das respiratorische Epithel besteht {iberwiegend aus hochprismatischen zilientragenden
Zellen. Die Epitheloberfldche ist bedeckt mit Biischeln langer, gerader Zilien, die das Bild
eines Zilienrasens entstehen lassen. An einigen Stellen sind zwischen den Zilienbiischeln an

der Zelloberfldche kurze Zilien (*) verschiedener Wachstumsstufen zu erkennen (Abb. 10).
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Abb. 10: Aufsicht auf das respiratorische, zilientragende Epithel des VNO
eines ein Jahr alten Schweins. Kurze Zilien (*) in Anbildung.

Im Gegensatz dazu besteht das Riechepithel aus Zellen mit einem Mikrovillibesatz, der die
Epitheloberflache flachenhaft bedeckt (Abb. 11). Im Epithelverband lassen sich zwei
Zelltypen differenzieren: zum einen die Stiitzzellen und zum anderen die Riechzellen. Die
Mikrovilli der Riechzellen sind zwischen den Mikrovilli der Stiitzzellen zu finden (Abb. 12).
Die kurzen, gedrungenen und oft dicht stehenden Riechzellmikrovilli werden groBtenteils von
den Mikrovilli der Stiitzzellen verdeckt. Die Verteilung der Riechzellen ist unregelmifBig. An
einigen Stellen treten sie dicht gehduft auf und bilden kleine Gruppierungen. In anderen
Epithelbereichen sind sie nur vereinzelt vorzufinden. Im Gegensatz dazu haben die Mikrovilli
der Stiitzzellen eine feinere Gestalt, sind deutlich kiirzer als Zilien und sind zum Teil

ineinander verzweigt. So bilden sie eine dicht vernetzte Epitheloberfldche.
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Abb. 11: Aufsicht auf das mit Mikrovilli besetzte Riechepithel des VNO
eines eineinhalb Jahre alten Schweins.

Abb. 12: Riechepithel des VNO eines eineinhalb Jahre alten Schweins.
Zwischen den langen Mikrovilli der Stiitzzellen sind die kurzen,
gedrungenen Mikrovilli der Riechzellen (—) zu erkennen.
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Besonders an den Umschlagspunkten der dorsalen und ventralen Kurvatur (Abb.5) fallen
verschiedene Formen des Epitheliibergangs auf. Sowohl der Ort des Epithelwechsels als auch
die vorherrschenden Zelltypen kénnen variieren (Abb. 13). Die nachfolgenden Abbildungen
(14, 15, 16) zeigen drei typische Uberginge. Sie sind in der Zeichnung der Lingsachse (Abb.

13) des Ductus vomeronasalis markiert.

Abb. 14 Abb. 15 Abb. 16

Abb. 13: Schemazeichnung des Ductus vomeronasalis. Rostral (1),
medial (m), kaudal (k). Eingezeichnet sind die Lokalisationen
der in den Abbildungen 14, 15 und 16 gezeigten Ubergénge.

In der Regel findet der Wechsel von respiratorischem Epithel zum Riechepithel exakt im
Umschlagspunkt in der dorsalen bzw. ventralen Kurvatur statt. Im rostralen, teilweise auch im
medialen Abschnitt, ist der Ubergang von respiratorischem Epithel zum Riechepithel klar
abgegrenzt (Abb. 14). Bei etwa einem Drittel der untersuchten Tiere zieht das respiratorische

Epithel ein Stiick tiber den Umschlagspunkt hinaus auf die mediale Seite hintiber.
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Abb. 14: Ubergang vom respiratorischen Epithel zum Riechepithel des
VNO eines eineinhalb Jahre alten Schweins. Eine klare
Abgrenzung und erhebliche Differenz in der Hohe beider
Epithelien sind deutlich erkennbar. Rostraler Abschnitt.

Im medialen Abschnitt des Ductus vomeronasalis sind im Bereich des Ubergangs von der
lateralen zur medialen Seite Ubergangszellen vorzufinden (Abb. 15). Diese Ubergangsform

kann sowohl im Riechepithel als auch im respiratorischen Epithel vorkommen.
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Abb. 15: Ubergangszellen (*) im medialen Abschnitt; eineinhalb Jahre
altes Schwein.

Im kaudalen Abschnitt des blind endenden VNO ist oft keine klare Trennung der beiden
Epithelien mehr moglich. Vielfach zieht das zilientragende respiratorische Epithel auf die
mediale Seite hiniiber. Es stellt sich dort in einzelnen Zilienbiischeln oder kleinen Gruppen
von zilientragenden Zellen dar. Zwischen ihnen befindet sich zum einen das
mikrovillibesetzte Riechepithel, zum anderen eine Vielzahl an Ubergangszellen (Abb. 16). Im
Endbereich des Organs sind weder ein typisches respiratorisches noch ein charakteristisches

Riechepithel zu erkennen.
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Abb. 16: Kaudaler Abschnitt des VNO eines adulten Schweins. Sehr
hdufig sind in diesem Bereich Ubergangszellen vorzufinden;
respiratorisches ~ Epithel und  Riechepithel gehen in
unregelméBiger Verteilung ineinander iiber.

Zusammengefasst verhidlt sich die topographische Verteilung (Abb. 17) der verschiedenen
Epithelformen folgendermafen: Rostral der beiden Epithelien, die den Ductus vomeronasalis
auskleiden, befindet sich stets mehrschichtiges Plattenepithel. Wie bereits geschildert, tritt in
vielen Fillen das respiratorische Epithel auf der lateralen Seite zuerst in Erscheinung und ragt
hiufig auf die mediale Seite hintiber. Erst etwas spéter erfolgt auch auf der medialen Seite der
Ubergang vom Plattenepithel zum Riechepithel. Im medialen Bereich des Organs findet man
typischerweise zwei Verteilungsmuster: Die laterale Seite ist vollstindig mit respiratorischer
Schleimhaut bedeckt, die mediale Seite weist die Riechschleimhaut auf. Der Ubergang von
einem zum anderen Epithel erfolgt in der dorsalen bzw. ventralen Kurvatur an den
Umschlagspunkten (Abb. 5). Dieser Form gegeniiber steht eine zweite Variante, die ebenfalls
sehr haufig auftritt. Hier ist die laterale Hilfte wiederum vollstindig mit respiratorischer
Schleimhaut ausgekleidet. Allerdings reicht das respiratorische Epithel an einem der

Umschlagspunkte bis auf die mediale Seite hintiber. So ist die mediale VNO-Hilfte oft nur zu
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zwel Dritteln mit Riechepithel bedeckt. Im kaudalen Abschnitt des VNO verliert sich die
klare Trennung der Epithelien in Richtung Organende. Hier erstreckt sich das respiratorische
Epithel im hinteren Bereich auch auf der medialen Seite und vermischt sich dort zu einem
unregelmdfigen Muster mit dem Riechepithel. Vereinzelt weist das VNO am geschlossenen
Ende kleine Ausbuchtungen auf. Hier sind auf der Oberfliche nur noch einzelne

Zilienbiischel zu finden.
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Abb 17:

Schematische Verteilung der Schleimhaut im VNO. A: Respiratorische Schleimhaut auf der
lateralen und teilweise medialen Seite, Riechschleimhaut auf der medialen Seite. Kranial
befindet sich Plattenepithel. Im medialen Abschnitt gibt es zwei Varianten. B: Typisches
Verteilungsmuster mit respiratorischer Schleimhaut lateral und Riechschleimhaut medial. C:
Das respiratorische Epithel tritt am Umschlagspunkt auf die Seite mit Riechepithel iiber. D:
Vermischung von respiratorischem Epithel und Riechepithel auf der medialen VNO-Hilfte.
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4.2.2 Zelltypen des VNO

Die drei im VNO vorherrschenden Zelltypen sind in Abbildung 18 gegeniibergestellt.
Zilientragende Zellen (Abb. 18A) aus dem respiratorischen Epithel sind hochprismatisch und
besitzen an der Zelloberfliche kréftige, gerade Zilien. Riechzellen (Abb 18B) aus dem
Riechepithel heben sich durch den oval geformten Zellkorper ab, an dessen basalem Pol sich
das Axon Richtung Basalmembran erstreckt. Am apikalen Pol des Zellkorpers entspringt der
Dendrit, der zur Epitheloberfliche hin verlduft. Typischerweise sind weitere Dendriten zu
erkennen, da die Riechzellen hiufig in kleinen Gruppen angeordnet sind (Abb. 18B).
Stiitzzellen (Abb 18C) aus dem Riechepithel werden hdufig zur Basis hin schmaler und

weisen zahlreiche Zellverbindungen auf.

Abb. 18:  Gegeniiberstellung der drei prominenten Zelltypen des VNO eines
adulten Schweins. A: zilientragende Zelle (Z1) aus dem respiratorischen
Epithel. B: Riechzelle (RZ) aus dem Riechepithel; a: Axon; d: Dendrit.
C: mit Mikrovilli besetzte Stiitzzelle (SZm) des Riechepithels.
Mazerationspriparat.
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Die Zilien stellen die ldngsten Zellfortsdtze dar. Im Vergleich dazu sind die Mikrovilli der
Stiitzzellen deutlich kiirzer und feiner. Noch kiirzere Mikrovilli besitzen die Riechzellen.

Der Durchmesser der Zilien betrdgt im Schnitt 209,9 nm und liegt damit deutlich {iber dem
durchschnittlichen Wert der Mikrovilli der Stiitzzellen mit 111,0 nm. Die Mikrovilli der

Riechzellen sind mit 120, 2 nm etwas volumindser.

4.2.3 Riechepithel der Regio olfactoria

Das Riechepithel der Regio olfactoria (Abb. 19) unterscheidet sich deutlich von dem vorher
beschriebenen Riechepithel des VNO. Die Riechzellen der Regio olfactoria besitzen im

Gegensatz zu denen des VNO zahlreiche lange, gerade Zilien. Das Dendritenende hat eine

Abb. 19: Riechepithel der Regio olfactoria eines vier Monate alten
Schweins. Deutlich sind die zilientragenden Riechzellen zu
erkennen (—).
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charakteristische Vorwolbung, den ,,dendritic knob*, auf dem die Zilien rinférmig angeordnet
sind. Im Gegensatz zum VNO sind die Riechzellen in der Regio olfactoria deutlich sichtbar,
da sie nicht von den Mikrovilli der Stiitzzellen verdeckt werden.

Beim Schwein treten zudem zwei Typen von Riechzellen in Erscheinung (Abb. 20). Bei dem
einen Zelltyp lduft das Dendritenende leicht konisch zu, mit zilienfreier Kuppenspitze (Abb.
20A). Seitlich am Dendritenende entspringen lange, schmale Zilien, die von der Basis zur
Spitze hin eine leichte Verjiingung aufweisen. Bei dem anderen Riechzelltyp hat das
Dendritenende eine kugelige Gestalt (Abb. 20B). Uber die gesamte Kuppe verteilt,
entspringen 15 bis 20 gedrungene, deutlich kiirzere Zilien. Die zwei Riechzelltypen sind
sowohl in juvenilen als auch in adulten Tieren zu finden. Eine geschlechtsspezifische

Zuordnung ist nicht moglich. Beide Zelltypen treten mit der gleichen Haufigkeit auf.

Abb. 20: Darstellung zweier Riechzelltypen aus der Regio olfactoria.
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4.3  Histomorphologie

Die Innenauskleidung des Ductus vomeronasalis ist aus einer Tunica mucosa respiratoria und
aus einer Tumica mucosa olfactoria zusammengesetzt (Abb. 21). Die Tunica mucosa
respiratoria besteht aus der Lamina epithelialis, einem einschichtigen, mehrreihigen,
hochprismatischen Epithel mit Basalzellen und Epithelzellen, die an ihrer freien Oberfldche
Zilien tragen. Die subepitheliale Lamina propria mucosae besteht aus lockerem
Bindegewebe, das die Bowman-Driisen, Gefidle und Nerven einschlieBt. Gegeniiber der
Tunica mucosa respiratoria befindet sich die funktionell bedeutende Tumnica mucosa
olfactoria, ebenfalls bestehend aus einer Lamina epithelialis und einer Lamina propria
mucosae. Die Lamina epithelialis ist ein einschichtiges, mehrreihiges, drei Zelltypen
beinhaltendes Epithel, das von der aus lockerem Bindegewebe bestehenden Lamina propria

mucosae unterlagert ist. Sie enthélt Gefdlle und die gebiindelten Fasern des N. vomeronasalis.

Abb. 21: Querschnitt durch das VNO eines 2 Jahre alten Schweins, medialer
Abschnitt, H.E. Das respiratorische Epithel (resp.E) erstreckt sich iiber die
gesamte laterale Seite, wihrend die mediale Seite mit Riechepithel (RE)
ausgekleidet ist. Lateral: zahlreiche Bowman-Driisen (*). Medial:
Nervenfaserbiindel des N. vomeronasalis (—).
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Der Ductus vomeronasalis weist in dem Anfangsabschnitt, mit dem er in den Ductus incisivus
miindet, ein mehrschichtiges Plattenepithel auf. Innerhalb des Plattenepithels sind wiederholt
Vakuolen aufzufinden. Teilweise sind sie klein und tragen zwei bis drei randstindige
abgeflachte Kerne. Gelegentlich nehmen sie jedoch die gesamte Epithelhohe ein und weisen
eine Umrandung mit dem bei mukdsen Driisen vorzufindenden Zelltyp auf. Wie bereits
dokumentiert, erfolgt der Ubergang vom Plattenepithel zum respiratorischen Epithel und zum
Riechepithel nicht immer auf gleicher Hohe (Abb. 22). Am Ubergang vom mehrschichtigen
Plattenepithel zum Riechepithel sind in der Lamina propria, teilweise auch in der Lamina

epithelialis des Riechepithels, zahlreiche Lymphozyten eingelagert.

AbDb. 22: Rostraler Abschnitt aus dem VNO eines 4 1/2 Monate alten Schweins,
H.E. Ubergang von Plattenepithel (links) zu Riechepithel (rechts) der
medialen Seite. Eine Riechzelle befindet sich auflerhalb des Riechepithels
in der Lamina propria (—).

Das Riechepithel besteht aus drei Zelltypen: den Basalzellen, den Riechzellen und den
Stiitzzellen (Abb. 23). Die Basalzellen stehen in direktem Kontakt oder enger Néhe zur
Basalmembran und prisentieren sich als runde bis unregelméfig geformte Zellen. In einigen

Epithelabschnitten sind sie dicht und gleichméBig nebeneinander aufgereiht, in anderen
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Epithelbereichen sind sie nur vereinzelt anzutreffen. Mit geringem Abstand oder unmittelbar
an die Basalmembran angrenzend, beginnt die Lage der Riechzellen. Die Anzahl der
iibereinander auftretenden Kernreihen und somit auch die Epithelh6he variiert sehr stark. Ein
niedriges Epithel besteht lediglich aus ein bis zwei Reihen von Kernen, wihrend bei einem
hohen Epithel fiinf bis sechs Kernreihen tibereinander vorkommen. Die Riechzellen weisen
einen charakteristischen, groen runden Kern auf, bei dem der kriftig gefirbte Nukleolus
deutlich in Erscheinung tritt. Das Soma der Riechzellen spitzt sich apikal zu und entldsst
einen schmalen Nervenfortsatz, den Dendriten, der sich in Richtung Epitheloberfliche windet.
Von ihm aus erstrecken sich zahlreiche Mikrovilli in das Lumen des VNO. Der basale Teil
des Riechzellsomas ist stirker abgerundet. Hier entspringt der zweite Nervenfortsatz, das
Axon, das die Basalmembran durchdringt und gemeinsam mit den Axonen der benachbarten

Riechzellen ein kleines Nervenbiindel bildet.

Abb. 23: VNO eines 4 1/2 Monate alten Schweins, PAS-Fiarbung / Gegenfirbung
mit Himalaun. Die fein gezeichnete Basalmembran bildet die Abgrenzung
des Riechepithels, bestehend aus Basalzellen (—), Riechzellen (Raute)
und Stiitzzellen (*), von der Lamina propria. Die mit Mukus umgebenen
Mikrovilli erscheinen rétlich gefarbt.
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Die Anordnung der Riechzellen innerhalb des Riechepithels stellt sich sehr unterschiedlich
dar. Teilweise erscheinen sie relativ symmetrisch {ibereinander aufgereiht. In anderen
Epithelabschnitten liegen die Zellkerne in vielen verschiedenen Ebenen und ergeben so ein
sehr unruhiges Bild. Oberhalb der Riechzellen ist die Lage der lingsoval geformten
Stiitzzellkerne lokalisiert. Die Anzahl der iibereinander auftretenden Stiitzzellkerne richtet
sich nach dem Aufkommen an Riechzellen. In der Regel liegen etwas weniger Stiitzzellen als
Riechzellen vor. Zwischen Epitheloberfldche und den Kernen der Stiitzzellen erstreckt sich
ein kernfreier Bereich, der aus dem Soma der Stiitzzellen und den feinen Dendriten der
Riechzellen gebildet wird. Ahnlich den Riechzellen tragen auch die Stiitzzellen an ihrer

Oberflache zahlreiche Mikrovilli. Gemeinsam bilden sie einen dichten Saum (Abb. 23).

An den Umschlagspunkten in der dorsalen und ventralen Kurvatur findet bei einigen Tieren
bis zu einem Alter von etwas mehr als einem Jahr eine drastische Hohenzunahme des
Riechepithels statt. Riechzellen treten dort stark gehéuft {ibereinander in Erscheinung. Ebenso
ist die Anzahl der Stiitzzellen stark erhoht.

Die Riechzellen des VNO sind hochspezifische Zellen, die normalerweise innerhalb des
Riechepithels vorkommen. Bei juvenilen Tieren unter einem Jahr treten gelegentlich Zellen
auBerhalb des Riechepithels auf, die starke Ahnlichkeit mit Riechzellen aufweisen (Abb. 22).
Sie sind vereinzelt oder in kleinen Gruppen innerhalb der Lamina propria lokalisiert und
préasentieren sich héufig in direkter Ndhe zu einem Axon. Ein Teil der Zellen ist unweit der
Basalmembran oder in direktem Kontakt zu ihr aufzufinden. Die Basalmembran ist in diesem
Fall durchbrochen.

In der Lamina propria der lateralen Seite befinden sich zahlreiche mukose Driisen. Bei
juvenilen Tieren konnen im rostralen Abschnitt des Organs auch auf der medialen Seite
Driisen zu finden sein, teilweise umringen sie den gesamten Ductus vomeronasalis. In diesen
Féllen sind die Ausfiihrungsgédnge auf der medialen Seite nicht nur an den Umschlagspunkten
lokalisiert. Uber die gesamte Linge des Ductus vomeronasalis ist die Lamina propria reich an
GefiBen, die auf beiden Seiten des Organs zu finden sind (Abb 21). Die Nervenfasern in der
Lamina propria treten tiberwiegend medial auf und stellen sich im Querschnitt als feine
Biindel dar. Auffallend ist die Lokalisation dieser Nervenbiindel: Die meisten befinden sich in
unmittelbarer Nachbarschaft zur Knorpelspange. Selbst in dem dorsalen Bereich, in dem die
Knorpelspange fast geschlossen ist und nur noch den Knorpelsteg in Richtung Sepfum nasi

entlisst, sind Anschnitte von Nervenfaserbiindeln zu finden. Nervenfasern auf der lateralen
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Seite kommen in wesentlich geringerer Anzahl vor und weisen keine bevorzugte Lokalisation

innerhalb der lateralen Lamina propria auf.

Das Riechepithel der Regio olfactoria (Abb. 24) stellt sich im Gegensatz zum Riechepithel
des VNO sehr einheitlich dar. Das Epithel ist bedeutend hoher und die Anzahl der Riech- und
Stiitzzellen ist keinen auffilligen Schwankungen unterworfen. Basalzellen an der
Basalmembran zeigen das im VNO beschriebene Verteilungsmuster. Die Lage der
Riechzellkerne besteht in der Regel aus acht bis zehn Kernreihen {ibereinander, die Lage der
Stiitzzellkerne ist bedeutend schmaler. Auch das Riechepithel weist einen kernfreien Bereich
auf, in dem sich gelegentlich Zellen in unterschiedlichen Teilungsstadien prédsentieren. Die
Oberfliche des Riechepithels zeigt einen dichten Saum, bestehend aus den Zilien der
Riechzellen und den Mikrovilli der Stiitzzellen. Im Gegensatz zum Riechepithel des VNO
sind in der klassischen Riechschleimhaut die Ausfiihrungsgénge der Bowman-Driisen (Abb.
24) iiber das gesamte Epithel verteilt.

Abb. 24: Riechepithel der Regio olfactoria eines adulten Schweins, H.E.
Ausfiihrungsgénge (*) der unterlagerten Bowman-Driisen.
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4.4  Immunhistochemische Ergebnisse

4.4.1 Ki-67 und Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA)

Zum Nachweis proliferierender Zellen im VNO wurden die zwei Proliferationsmarker Ki-67
und PCNA eingesetzt. Beide Antikérper markieren die sich in Teilung befindlichen Zellen
innerhalb des Epithels, jedoch hat sich die Markierung mittels PCNA als bessere Methode
herausgestellt. Im Folgenden werden deshalb die PCNA-markierten mitotischen Zellen
beschrieben.

PCNA-markierte Zellen (Abb. 25) sind sowohl basal als auch intermedidr und apical
lokalisiert. Die Basalzellen weisen mit Abstand die hochste Anzahl an PCNA-positiven
Zellkernen auf. Sie sind in der Regel in kleinen Gruppen nahe der Basalmembran lokalisiert.
Eine Differenzierung zwischen den Kernen der Stammzellen und lediglich basal lokalisierten
Zellkernen ist nicht moglich. Intermedidr sind nur selten PCNA-markierte Kerne aufzufinden,
wéhrend im apicalen Bereich regelmédllig vereinzelte Stiitzzellkerne markiert sind. Aullerhalb
des Riechepithels weisen Bindegewebszellen des Interstitiums eine Markierung durch den

PCNA-Antikorper auf.

Das Expressionsmuster des PCNA-Antikorpers zeigt auch im Riechepithel der Regio
olfactoria eine deutliche Trennung in basal lokalisierte, PCNA-markierte Riechzellkerne und

in apikal gelegene Stiitzzellkerne mit positiver Reaktion.
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Abb. 25: Ausschnitt aus dem Riechepithel eines 4 1/2 Monate alten Tieres.
Innerhalb des Epithels zeigen sich Basal- und Stiitzzellen in Teilung,
durch den PCNA-Antikérper braun markiert. Gegenfirbung mit
Hémalaun.

4.4.2 Olfactory Marker Protein (OMP)

Bei allen untersuchten Tieren erfolgt eine Expression von OMP in den Riechzellen des VNO.
OMP ldsst sich im Zytoplasma der Riechzellen darstellen, allerdings liegen Unterschiede in
Intensitdt und Lokalisation vor. Die Basalzellen prisentieren sich bei allen Tieren stets
unmarkiert. Nervenfaserbiindel in der Lamina propria der medialen Seite weisen wie die
Riechzellen ebenfalls eine Markierung mit dem OMP-Antikorper auf. Unterschiede zwischen
minnlichen und weiblichen Tieren liegen nicht vor. Ebenso kann den unterschiedlichen
Altersstufen kein bestimmtes Expressionsmuster zugeordnet werden.

Innerhalb des Riechepithels sind die OMP-positiven Riechzellen solitdr oder in Gruppen
angeordnet (Abb. 26). Die OMP-Markierung erfolgt zytoplasmatisch und besonders bei den
stark gefarbten Riechzellen ldsst sich der Dendrit sehr gut bis zur Epitheloberflache verfolgen.
Er endet nach einer feinen Verbreiterung mit der fiir Riechzellen charakteristischen

Auftreibung, dem ,,dendritic knob* (Abb. 27).
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Abb. 26: Riechepithel eines 7 Wochen alten Ferkels. Der OMP-Antikorper markiert
spezifisch die Riechzellen des Epithels. Zwei Riechzellen auflerhalb des
Epithels in der Lamina propria (*) zeigen ebenfalls eine positive
Reaktion.

Im Gegensatz zu den stets OMP-positiven Nervenfaserbiindeln sind die Axone im basalen
Epithelsegment nicht immer markiert. Riechzellen ohne OMP-Markierung sind alters- und
lokalisationsunabhéngig im Riechepithel aufzufinden.

In dem bereits bei der Histomorphologie erwdhnten, bedeutend hoheren Epithel an den
Umschlagspunkten einiger jlingerer Tiere liegen teilweise bis zu 15 Reihen von Riechzellen
iibereinander. Auffillig ist, dass in diesen Randbereichen etwa 40 Prozent der Riechzellen
eine starke zytoplasmatische OMP-Expression aufweisen, wihrend 60 Prozent der

Riechzellen nur schwach oder gar nicht OMP-markiert sind.
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Abb. 27: Ausschnittsvergroferung aus Abb. 26. Das Zytoplasma der Riechzellen
erscheint deutlich markiert, der Dendrit Ildsst sich bis zur
Epitheloberfliche verfolgen und endet dort mit der fiir Riechzellen
typischen Auftreibung, dem ,,dendritic knob*.

In der Lichtmikroskopie sind bei Tieren bis zu einem Alter von 10 Monaten Zellen auBBerhalb
des Riechepithels aufzufinden, die starke Ahnlichkeit mit Riechzellen aufweisen. Diese
Zellen lassen sich durch den OMP-Antikorper eindeutig und intensiv markieren (Abb. 26).
Sie weisen den groflen, runden Kern auf, wie er fiir Nervenzellen typisch ist, und haben ein
oval geformtes Perykaryon. Teilweise befinden sich die Zellen nahe der Basalmembran oder
liegen ihr sogar an. In diesen Bereichen ist die Basalmembran durchbrochen. Treten die
Zellen weiter unterhalb der Basalmembran innerhalb der Lamina propria auf, ist die
Basalmembran ohne Durchbrechung dargestellt. Hiufig weisen die Zellen in der Lamina
propria eine unmittelbare Ndhe zu einem Axon auf, das dann ebenfalls durch den OMP-

Antikorper markiert ist.

Ganz anders tritt die Markierung mit dem OMP-Antikorper im Riechepithel der Regio

olfactoria in Erscheinung (Abb. 28). Hier findet man regelméBig eine Lage von Riechzellen,
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im Durchschnitt zwei bis drei Reihen, die keine oder selten eine schwache Firbung
aufweisen. Oberhalb dieser basalen Riechzellage befindet sich die apikale Lage von
Riechzellen mit durchschnittlich drei bis vier Kernreihen iibereinander. Diese Riechzellen

haben eine starke zytoplasmatische OMP-Expression.
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Abb. 28: Riechepithel der Regio olfactoria eines 4 Monate alten Schweins. Einige
unmarkierte Riechzellen sind oberhalb der Basalmembran zu finden, an
die sich die Lage OMP-markierter Riechzellen anschlie8t. Apikal befindet
sich eine diinne Schicht mit Stiitzzellen. Nervenfasern in der Lamina
propria zeigen ebenfalls eine positive Reaktion.

Im Gegensatz zum VNO zeigen die Dendriten hier nur eine dezente OMP-Markierung. Dem
Riechepithel des VNO entsprechend, sind die Basalzellen unmarkiert. Die Nervenfaserbiindel
aullerhalb des Riechepithels sind entsprechend denen des VNO regelmiBig angefirbt. Der

Ziliensaum an der Epitheloberfldche zeigt ebenfalls eine positive Rektion.
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4.4.3 Villin

Das aktin-bindende Protein Villin wird in den Mikrovilli der Riechzellen des VNO (Abb. 29)
in altersabhédngiger Weise exprimiert. Bei juvenilen Tieren ist die Farbung der Mikrovilli-
Biischel in vielen Abschnitten deutlich intensiver als bei adulten Tieren. Gelegentlich ist das
Perikaryon einer Riechzelle markiert. An der Epitheloberfliche treten die intensiv gefirbten
Mikrovilli-Biischel der Riechzellen deutlich in Erscheinung (Abb. 29). Bei dem
entsprechenden Anschnitt der Riechzelle ist die typische dendritische Auftreibung zu
erkennen, von der aus sich die Mikrovilli Richtung Lumen erstrecken (Abb. 29, Insert). Im
Gegensatz zu den Mikrovilli der Riechzellen stellen sich die langen Mikrovilli der Stiitzzellen
vollstandig unmarkiert dar. Teilweise tiberragen sie die kurzen Mikrovilli der Riechzellen um

mehr als die doppelte Lange.

A A S

Abb. 29: Riechepithel eines vier Monate alten Schweins. Die Mikrovilli der
Riechzellen weisen deutliche Villinexpression auf, wihrend sich die
Stiitzzellen des Epithels vollig unmarkiert darstellen. Insert:
AusschnittsvergroBerung der Mikrovilli. (—) dendritische Auftreibung.
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4.5  Glykohistochemische Ergebnisse

Zur selektiven Darstellung der Riechzellen wurden die zehn FITC-markierten Lektine UEA 1,
PNA, MPA, DBA, WGA, Con A, SBA, BS I, BPA und GS II eingesetzt. Dabei stellte sich
PNA als spezifischer Marker der Riechzellen des VNO heraus (Abb. 30).

Das Riechepithel des VNO besitzt fiir die Halfte der untersuchten Lektine Bindungsstellen,
wéhrend das respiratorische Epithel nur bei zwei Lektinen keine Bindungsstellen aufweist.
Innerhalb des Riechepithels ist die einzige, deutlich positive Reaktion, die ausschlieBlich an
den Riechzellen stattfindet, bei dem Lektin PNA zu verzeichnen. Es hat zahlreiche
Bindungsstellen innerhalb des Zytoplasmas und markiert den Dendriten sowie schwach auch
Axon und Nervenfaserbiindel innerhalb der Lamina propria. Die Stiitzzellen des

Riechepithels farben sich mit PNA nicht an (Abb. 30).

Abb. 30: Riechepithel eines 2 Jahre alten weiblichen Tieres. Die Riechzellen
weisen Bindungsstellen fiir PNA auf, bei den Stiitzzellen kann keine
Reaktion nachgewiesen werden. Drei stark fluoreszierende Riechzellen
sind basal lokalisiert. (—) Axon.
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Mit einer Ausnahme sind bei allen Lektinen die Kerne der Zellen des Riechepithels sowie die
Kerne der Zellen innerhalb der Lamina propria nicht FITC-markiert. MPA ist das einzige
Lektin, bei dem an den Kernen der Riechzellen Bindungsstellen vorhanden sind. Es stellt sich
mit intensiver Fluoreszenz des Nukleolus und der Granula innerhalb des Kerns dar.

Bei vier Lektinen fallen Bindungen an den Riechzellen auf, die nahe der Basalmembran
lokalisiert sind oder ihr direkt aufliegen. PNA zeigt eine stark positive (Abb. 30), MPA eine
deutlich positive Reaktion dieser Zellen, wihrend sich bet WGA und BPA die Bindungen
schwicher darstellen. Die Lektinbindung betrifft das Zytoplasma der Zelle und zeigt sich
teilweise in Form deutlich markierter Granula. Der Kern dieser direkt an der Basalmembran
lokalisierten Riechzellen ist bei allen vier Lektinen ohne Bindungsstellen. Die groBen und
oval geformten Zellen weisen basal ein zum Teil ebenfalls granuliert erscheinendes Axon auf,
das sich in Richtung der Lamina propria erstreckt (Abb. 30).

In der Lamina propria des Riechepithels lassen sich entweder direkt unterhalb der
Basalmembran oder sogar frei innerhalb der Lamina propria Riechzellen darstellen, die
eindeutig Bindungsstellen fiir die Lektine Con A, MPA und PNA aufweisen. Das Zytoplasma
dieser Zellen ist bei PNA und MPA granuliert. Haufig sind sie in der Ndhe von Axonen
vorzufinden, die sich partiell ebenfalls granuliert darstellen.

Bei acht der zehn getesteten Lektine weisen die Bowman-Driisen innerhalb der Lamina
propria Bindungsstellen auf. Etwa zwei Drittel der positiv reagierenden Driisen zeigen eine
intensive Fluoreszenz. Entsprechend der Markierung der Driisen weist auch der die Mikrovilli
umgebende Mukus eine positive Reaktion auf (Abb. 30). Nervenfaserbiindel innerhalb der
Lamina propria und die Axone der Riechzellen zeigen bei gut zwei Drittel der Lektine keine
positive Reaktion. Die Knorpelspange besitzt, mit zwei Ausnahmen, Bindungsstellen fiir die
Lektine in schwankender Intensitt.

Das Bindungsmuster des respiratorischen Epithels zeigt eine auffillige Kornung des
Zytoplasmas, das sich teilweise intensiv und grob granuliert, bei anderen Lektinen mit einer
feinen Granulierung darstellt. Bei dem Verteilungsmuster der Lektinbindung wird eine
Konzentration auf die apikale Halfte der Zellen deutlich.

Tabelle 4 gibt einen Uberblick iiber das Verteilungsmuster der einzelnen Lektine innerhalb

des Riechepithels.
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Tab. 4: Verteilungsmuster der Lektine innerhalb des Riechepithels

Lektin Stiitzzelle | Riechzelle | Axon Dendrit Nervenfaser- Mukus
biindel
UEA1 + + +/- + +/- -+
PNA - +++ +/- + +/- ++
MPA +/- + - +/-. - ++
DBA - - - - - -
WGA - + + +/- + ++
Con A - - - - - +
SBA - - - - - -
BS1 - - - - - -
BPA - - - - - +/-
GS 11 +/- +/- - - - -

Im Gegensatz zum Riechepithel des VNO besitzen die Riechzellen der Regio olfactoria keine

Bindungsstellen fiir die getesteten Lektine. Fiir die Hélfte der Lektine sind an den Driisen

innerhalb der Lamina propria Bindungsstellen vorzufinden. Bei MPA, PNA und UEA T ist

eine stark positive Fluoreszenz in den Driisenzellen zu erkennen und in regelmifligen

Abstianden zeigt sich ein markierter Driisenausfithrungsgang innerhalb des Riechepithels.

Entsprechend der Markierung der Driisen ist auch der Mukus, der den Saum aus Zilien und

Mikrovilli umgibt, bei diesen Lektinen mit stark positiver Reaktion.
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5 Diskussion

Obwohl das VNO bereits Gegenstand zahlreicher Untersuchungen verschiedener Spezies war,
ist das Wissen bei unseren Haussdugetieren, insbesondere beim Schwein, gegenwirtig noch
liickenhaft. Ziel dieser Arbeit war es daher, mittels rasterelektronenmikroskopischer sowie
licht-, immun- und glykohistochemischer Untersuchungen umfassende Detailkenntnisse tiber
das VNO des Schweins zu erlangen. Erginzend erfolgte zusétzlich eine vergleichende
Untersuchung des Riechepithels der Regio olfactoria des Schweins. Fiir diese Studie wurde
Probenmaterial von 28 Schweinen unterschiedlicher Altersstufen sowie beider Geschlechter
zusammengetragen. Die vorliegende Arbeit ist somit eine der umfangreichsten

Untersuchungen, die zum VNO der Haussdugetiere bisher durchgefiihrt wurde.

Mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie konnte erstmals beim Schwein aufgezeigt werden,
dass topographische Variationen in der epithelialen Auskleidung von Riech- und
respiratorischer Schleimhaut bestehen. Bisher ging man davon aus, dass auf der lateralen
Seite des VNO respiratorisches Epithel und auf der medialen Seite Riechepithel lokalisiert ist.
Die eigenen Untersuchungen zeigen aber deutlich, dass in vielen Féllen das respiratorische
Epithel unterschiedlich weit auf die mediale Seite transloziert. Diese morphologische
Besonderheit hat mit hoher Wahrscheinlichkeit keine funktionelle Bedeutung, sondern ist
vielmehr als normale Variation in der ontogenetischen Ausdifferenzierung der Riechplakode
zu betrachten. Weiterhin zeigte sich bei der Mehrzahl der untersuchten Tiere, dass der Ductus
vomeronasalis zu Beginn nur mit Plattenepithel und nachfolgend mit respiratorischem Epithel
ausgekleidet ist. Die Existenz eines Plattenepithels wurde bisher nur beim Nagetier
beschrieben (Vaccarezza et al.,, 1981). Der rostrale Abschnitt des VNO wurde deshalb
bisweilen als separater Ausfithrungsgang angesehen (Halpern, 1987; Menke, 2003). Nach den
eigenen Beobachtungen kann der rostrale Abschnitt des Ductus vomeronasalis als schiitzende
Ubergangszone vor dem sensiblen Bereich der Riechschleimhaut angesehen werden. Hier
bestehen Analogien zu anderen Organsystemen im Tierkorper, wie z. B. der Milchdriise,
welche nach auBlen durch das mehrschichtige Plattenepithel des Ductus papillaris
charakterisiert ist (Chandler et al., 1969). In der Regel findet der Wechsel von
respiratorischem Epithel zum Riechepithel exakt im Umschlagspunkt in der dorsalen bzw.

ventralen Kurvatur statt. In den eigenen Untersuchungen konnten beim Schwein, besonders
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auf der medialen Seite, epitheliale Ubergangszonen dargestellt werden, welche mit
Mikrovilli-tragenden Ubergangszellen ausgestattet sind. In #hnlicher Weise wurden solche
Ubergangszonen bereits bei Miusen beschrieben (Naguro und Breipohl, 1982). Es wird
vermutet, dass diese Bereiche spezielle Proliferationszonen darstellen, welche noch wenig-
differenzierte Riechzellen produzieren (Farbman und Margolis, 1980; Weiler et al., 1999).

Die verschiedenen Epithelien des VNO des Schweins konnten mit Hilfe der
Rasterelektronenmikroskopie eindeutig unterschieden werden. Wiahrend das respiratorische
Epithel von langen, geraden Zilien bedeckt war, wies das Riechepithel ein dichtes Geflecht
von feinen und deutlich kiirzeren Mikrovilli auf. Sie konnten eindeutig der Population der
Stiitzzellen zugeordnet werden, wodurch die etwas volumingseren Mikrovilli der Riechzellen
vollstandig tiberdeckt werden. Die Unterscheidung und Zuordnung der Mikrovilli wurde
immunhistochemisch bestdtigt. Eine vergleichbare Beschreibung fiir die Mikrovilli der Riech-
und Stiitzzellen liegt fiir Rind und Ratte vor (Adams, 1986; Hofer et al., 2000), wihrend bei
der Maus fiir die Riechzellen deutlich langere Mikrovilli beschrieben wurden als fiir die
Stiitzzellen (Naguro und Breipohl, 1982). Neben speziesspezifischen Unterschieden kénnen
technisch bedingte Schwierigkeiten bei der Auswertung nicht ausgeschlossen werden

(Adams, 1986).

Um die eigenen rasterelektronenmikroskopischen Ergebnisse zu bestitigen, wurde der Villin-
Antikorper eingesetzt. Mit ihm konnten die Mikrovilli der Riechzellen selektiv markiert
werden. Sie stellten sich in Form intensiv gefirbter Biischel dar, an deren Basis bei
entsprechendem Anschnitt der Zelle der ,,dendritic knob* eindeutig zu erkennen war. Die
vollstindig unmarkierten Mikrovilli der Stiitzzellen {iiberragten die Riechzellmikrovilli
deutlich. Damit ist eine zweifelsfreie Differenzierung zwischen den Mikrovilli der
Riechzellen und den sie umgebenden Stiitzzellen moglich. Diese Ergebnisse stehen in
Einklang mit einer Untersuchung an Ratten, bei denen ebenfalls die kurzen Riechzell-
mikrovilli durch den Villin-Antikérper markiert werden konnten (Hofer et al., 2000). In dieser
Studie wird eine Beteiligung von Villin an der Ausbildung und Stabilisierung der Mikrovilli
diskutiert.

Eine weitere Methode, den ,,dendritic knob* darzustellen, ist die Markierung der Riechzellen
mit dem OMP-Antikorper. Der gewundene Verlauf des OMP-markierten Dendriten konnte
bis zur Epitheloberfliche hin verfolgt werden und regelmiBig war an seinem Ende der
prominent aufgewolbte ,,dendritic knob* zu erkennen. Sowohl die lichtmikroskopischen als

auch die immunhistochemischen Ergebnisse zeigten, dass man beim Schwein zweifelsfrei von
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einem ,,dendritic knob* sprechen kann. Wéhrend die Bezeichnung ,,dendritic knob* bei den
Zilien-tragenden Riechzellen der Regio olfactoria iiblich ist, ist sie bei den Riechzellen des
VNO in der Literatur umstritten. Einige Autoren beschreiben eine ins Lumen ragende
Auftreibung am Ende der Dendriten (Ciges et al., 1977; Adams, 1986), andere sprechen beim
VNO des Hundes direkt von einem ,,dendritic knob* (Dennis et al., 2003). Im Gegensatz dazu
wurde bei verschiedenen Nagetieren das génzliche Fehlen eines ,,dendritic knob* als typisches

Merkmal der Riechzellen des VNO beschrieben (Mendoza, 1993).

Beim Vergleich des Riechepithels der Regio olfactoria mit dem des VNO wurden markante
Unterschiede deutlich. Im Gegensatz zu den Mikrovilli-tragenden Riechzellen des VNO war
die Oberfliache der Riechzellen der Regio olfactoria mit kréftigen, geraden Zilien besetzt. Die
Riechzellen hoben sich auf der Epitheloberfliche gut sichtbar hervor und iiberragten die
Mikrovilli der Stiitzzellen. Dies wird durch eine Vielzahl an Untersuchungen bei
verschiedensten Tierarten bestdtigt (Morrison und Costanzo, 1989; Menco, 1978, 1980;
Nomura et al., 2004). Zwei unterschiedliche Riechzelltypen konnten in der vorliegenden
Studie alters- und geschlechtsunabhédngig beim Schwein vorgefunden werden und deuten
darauf hin, dass es verschiedene Riechzellen mit moglicherweise sogar unterschiedlicher
Funktion gibt. Eine Dendritenvariante hatte ein kugeliges Ende und gedrungene Zilien, die
andere Variante ein konisches Ende und léngere, feinere Zilien. Die erstgenannte Variante
wurde bereits beim Meerschweinchen, letztgenannte beim Menschen beschrieben (Fujita et

al., 1986; Morrison und Costanzo, 1990).

Im Riechepithel des VNO waren lichtmikroskopisch im Bereich der Basalmembran zwei
Typen von Basalzellen vorzufinden. In direktem Kontakt zur Basalmembran fanden sich
kleine, kréftig gefdrbte Zellen von unregelméBiger Gestalt, die der Gruppe der horizontalen
Basalzellen zuzuordnen sind. Nur wenig oberhalb dieser Zellen waren die groferen, runden
Basalzellen lokalisiert, die ein helleres Zytosol aufwiesen. Die auch von anderen Autoren
(Graziadei und Graziadei, 1979; Beites at al., 2005) beschriebene Unterteilung in horizontale
und runde Basalzellen ist beim Schwein deutlich zu erkennen. In der Literatur werden von
verschiedenen Autoren die horizontalen Basalzellen als die Zellen beschrieben, die das
Umfeld fiir die Existenz der rundlichen Basalzellen schaffen. Die rundlichen Basalzellen
gelten dagegen als Stammzellen der Riechzellpopulation (Jang et al., 2003; Beites et al.,
2005).
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Unterstiitzend fiir diese These diente der immunhistochemische Einsatz von zwei
Proliferationsmarkern (Ki-67 und PCNA), welche beide proliferierende Zellen innerhalb des
Riechepithels markieren. Die Markierung mittels PCNA hat sich als bessere Methode
herausgestellt. Deshalb wird im Folgenden auf die PCNA-markierten mitotischen Zellen
Bezug genommen. Im VNO des Schweins waren Zellteilungsstadien in unterschiedlichen
Lokalisationen nachweisbar. Die hochste Anzahl der PCNA-markierten Kerne war im basalen
Epithelbereich vorzufinden. Die PCNA-markierten Kerne lagen stets in Gruppen nahe der
Basalmembran. Im apikalen Bereich waren nur vereinzelt PCNA-positive Zellen aufzufinden.
Es ist bekannt, dass PCNA eine Halbwertzeit von mehr als 20 Stunden hat (Ohta und
Ichimura, 2000a). Dadurch konnen auch Zellen in der Go-Phase mit PCNA markiert werden
und so zu einer hoheren Anzahl an proliferierenden Zellen fiithren. Fine Aussage zu der
Anzahl sich teilender Stammzellen kann nicht erfolgen, da eine Differenzierung zwischen den
Kernen der Stammzellen und anderen basal lokalisierten Zellkernen mittels der eingesetzten
Proliferationsmarker nicht moglich ist. Die Proliferation ist beim Schwein altersabhéngig
geregelt. Bei juvenilen Tieren war die Teilungsrate im Riechepithel deutlich hoher als bei
adulten Tieren. Dies steht in Einklang mit Ergebnissen einer Studie bei Meerschweinchen

(Nakamura et al., 1998).

Um Detailkenntnisse liber die Riechzellen des VNO und auch der Regio olfactoria beim
Schwein zu erlangen, wurde ein spezieller Marker fiir Riechzellen eingesetzt. OMP reagierte
mit einem groflen Teil der Riechzellen sowohl im Riechepithel des VNO als auch in dem der
Regio olfactoria.

Die OMP-markierten Riechzellen des VNO waren solitir oder in kleinen Gruppen
angeordnet. Sie konnten iiber die gesamte Epithelhohe verteilt vorkommen. Am héufigsten
wiesen die Riechzellen eine intensive OMP-Expression im Zytoplasma inklusive des
Dendriten auf. Es waren jedoch auch immer Riechzellen ohne OMP-Markierung innerhalb
des Riechepithels aufzufinden. Im Gegensatz zu der beim Schwein vorhandenen
unregelmifigen Verteilung der OMP-markierten Riechzellen des Riechepithels konnten bei
Ratten weiter apikal lokalisierte Riechzellen mit starker zytoplasmatischer OMP-Farbung
dargestellt werden und mehr basal lokalisierten Riechzellen, bei denen eine intranukleédre
Markierung auftrat. Sie sprechen daher von einer klaren Unterteilung der Riechzellen in einen
apikalen und einen basalen Anteil mit unterschiedlicher Anfirbbarkeit (Weiler und Benali,
2005). Ein Expressionsmuster mit zytoplasmatischer und nukledrer OMP-Markierung konnte

auch beim Schwein bei einigen Proben aufgefunden werden. Allerdings ist die Aussage einer
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nukledren OMP-Expression sehr kritisch zu betrachten. OMP-markierte Riechzellkerne traten
ausschlieBlich bei Proben von Tieren auf, bei denen es durch technisch bedingte
Schwierigkeiten bei der Probennahme zu einer verzégerten Fixierung gekommen war. Die
Proben, bei denen eine schnelle Fixierung stattgefunden hatte, zeigten keinerlei Hinweis auf
eine intranukledre Reaktion. Dies steht in Einklang mit dem derzeitigen Kenntnisstand einer
ausschlieBlich zytoplasmatischen OMP-Synthese (Breer et al., 1996) und ldsst Zweifel an

einer tatsdchlichen intranukledren OMP-Expression bestehen.

Eine interessante Beobachtung trat beim Schwein im Bereich der dorsalen und ventralen
Kurvatur auf. An den Umschlagspunkten zum respiratorischen Epithel lie eine Reihe von
juingeren Tieren eine deutliche Zunahme in der Epithelhohe mit bis zu fiinfzehn
iibereinanderliegenden Riechzellen erkennen. Wie schon vorher im Riechepithel beobachtet,
war auch hier eine unterschiedliche Anfirbbarkeit der Riechzellen mit OMP zu verzeichnen.
Vergleichbar zum restlichen Riechepithel wurden intensiv gefirbte Riechzellen sowohl in
basalen als auch apikalen Kompartimenten des Epithels in unregelmédfiger Weise
vorgefunden. Auch bei der Ratte wurden Erweiterungen des Epithels im Bereich der
Umschlagspunkte beschrieben, an die sich eine Zone mit jungen, ausgereiften, stark
markierten Riechzellen anschloss (Weiler und Benali, 2005). In starkem Gegensatz zu den
Beobachtungen beim Schwein steht allerdings, dass in den verbreiterten Bereichen
ausschlieBlich OMP-unmarkierte Riechzellen vorzufinden waren. Sie stellen einen Pool von
jungen unreifen Riechzellen dar, die im Verlauf ihrer Reifung von den Proliferationszonen
Richtung Epithelmitte wandern (Weiler et al., 1999; Weiler und Benali, 2005). Die
Interpretation der drei Expressionsmuster, unmarkierte Riechzellen seien junge unreife
Riechzellen, stark markierte Zellen ausgereifte Riechzellen und schwach markierte
Riechzellen seien alternde Riechzellen mit abnehmender OMP-Synthese (Weiler et al., 1999;
Halpern und Martinez-Marcos, 2003), kann auch fiir die Riechzellen beim Schwein
angenommen werden. Allerdings weisen die OMP-markierten Riechzellen in den
Randbereichen darauf hin, dass sich die Riechzellen beim Schwein bereits dort zu

ausgereiften Riechzellen entwickeln.

Eine weitere Besonderheit des VNO konnte sowohl lichtmikroskopisch als auch
immunhistochemisch bei Tieren bis zu einem Alter von zehn Monaten innerhalb der Lamina
propria aufgezeigt werden. Hier traten Riechzellen auf, die sich durch den OMP-Antikorper

eindeutig markieren lieBen. Da OMP nur von ausgereiften Riechzellen exprimiert wird
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(Farbman und Margolis, 1980; Breer et al, 1996), muss es sich bei den Riechzellen in der
Lamina propria um ausgereifte Riechzellen handeln. In den Bereichen, in denen die
Riechzellen in der Lamina propria nahe der Basalmembran lokalisiert waren, zeigte sich diese
durchbrochen. Das ist ein moglicher Hinweis darauf, dass die Riechzellen aus dem Epithel
auswandern. Sehr dhnliche Beobachtungen wurden bei neugeborenen und adulten Nagetieren
am Riechepithel der Regio olfactoria gemacht (Monti-Graziadei, 1992). Beim Schwein
fanden sich OMP-markierte Zellen hiufig in direkter Nachbarschaft zu einem Axon, das in
diesem Bereich dann ebenfalls eine starke OMP-Expression aufwies. Diese Markierung der
Riechzellen inklusive der benachbarten Axone konnte ein Hinweis auf die Beteiligung der
Riechzellen am Aussprossen junger Axone sein. Untersuchungen an adulten Mausen zeigten,
dass unter Abwesenheit von OMP die Fahigkeit der Axone, den Bulbus olfactorius zu
erreichen, stark abnahm (St. John und Key, 2005). Daher wird angenommen, dass OMP an
dem Aussprossen neuer Axone beteiligt ist. Moglicherweise begleiten die Riechzellen die
aussprossenden Axone in Richtung Bulbus olfactorius accessorius. Die unterstiitzende
Funktion beim Aussprossen der Axone wird generell den ,,olfactory ensheathing cells* (OEC)
zugesprochen. Es stellt sich hier die Frage, ob nicht auswandernde Riechzellen
Vorlduferzellen der OEC sein konnen. Diese These wird dadurch unterstiitzt, dass bereits
wihrend der Ontogenese aus dem Riechepithel auswandernde Zellen als Vorlduferzellen der
OEC vermutet werden (Marin-Padilla und Amieva, 1989; Pellier und Astic, 1994). Weiterer
Kldrungsbedarf besteht fiir die Beobachtung, dass die ausgereiften Riechzellen innerhalb der
Lamina propria nur bis zu einem Alter von 10 Monaten auftraten. Moglicherweise wird in der

juvenilen Phase des Tieres eine besondere Unterstiitzung der Axone benétigt.

Einen weiteren Schwerpunkt dieser Arbeit bildete der Nachweis von Lektinbindungsstellen an
den Riechzellen des VNO und der Regio olfactoria. Dazu wurden zehn verschiedene, mit
Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) gekoppelte Lektine gewéhlt. Besonderes Augenmerk wurde
auf die Moglichkeit einer spezifischen Markierung der Riechzellen des VNO gelegt.

Als einziges Lektin wies PNA eine Vielzahl an Bindungsstellen im Zytoplasma der
Riechzellen des VNO auf, wéhrend die Stiitzzellen des Epithels vollstindig unmarkiert
blieben. Da die Riechzellen der Regio olfactoria keine Bindungsstellen fiir PNA hatten, kann
PNA beim Schwein als spezifischer Marker fiir die Riechzellen des VNO betrachtet werden.
Zwar wurden auch an verschiedenen Nagetieren PNA-Bindungsstellen nachgewiesen,
allerdings zeigten hier sowohl die Riechzellen und teilweise die Stiitzzellen des VNO als auch

die Riechzellen der Regio olfactoria eine positive Reaktion (Lundh et al., 1989; Mendoza und
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Kiihnel, 1991). Im Gegensatz dazu besaflen die Riechzellen des Pferdes keine Bindungsstellen
fir PNA (Lee et al., 2003). Diese unterschiedlichen Bindungsmuster sind ein deutlicher
Hinweis fiir speziesspezifische Membran-Zuckerstrukturen. Generell wird den PNA-
bindenden Proteinen ein regulierender Einfluss auf die Proliferation und Differenzierung von
Zellen zugesprochen (Alber et al., 1994; Niehaus und Trotter, 1997). Fiir Gliazellen wurde
gezeigt, dass die PNA-Bindung eine Signaltransduktions-Kaskade aktiviert, welche die
Proliferation von Vorlduferzellen induziert (Niehaus und Trotter, 1997).

Die eigenen Untersuchungen zeigten Riechzellen auBerhalb des Riechepithels, die eine
intensive Fluoreszenz von PNA aufwiesen. Hiufig waren diese Zellen in direkter
Nachbarschaft zu einem Axon aufzufinden, bei dem dann ebenfalls eine deutliche
Fluoreszenz nachzuweisen war. Dieses Bindungsmuster von PNA =zeigt eine starke
Ahnlichkeit zu dem Expressionsmuster von OMP im VNO des Schweins, bei dem
Riechzellen und benachbarte Axone durch den OMP-Antikorper markiert werden konnten. Es
liegt die Vermutung nahe, dass PNA im VNO des Schweins an der Axonbiindelung beteiligt
ist. In fritheren Arbeiten wurde bereits fiir PNA ein Zusammenhang in der Expression von
Bindungsstellen und dem Grad der Axonbiindelung festgestellt (Gong und Shipley, 1996).
Moglicherweise sind PNA- oder andere Lektin-bindende Glykokonjugate verantwortlich oder
beteiligt an der Biindelung der Axone (Ichikawa et al., 1994; Plendl und Sinowatz, 1998).
Auffillig war die Bindung der vier Lektine PNA, MPA, BPA und WGA an Riechzellen des
VNO, die nahe der Basalmembran lokalisiert waren oder ihr direkt auflagen. PNA und MPA
wiesen dabei eine ausgeprigte zytoplasmatische Fluoreszenz auf. Teilweise lie3 sich deutlich
ein Axon an der Basis der Riechzellen erkennen. Es konnte sich hier um junge, hochaktive
Riechzellen mit einem hohen Anteil an Ribonukleinséure handeln, die im Begriff sind, Axon
und Dendrit auszubilden. Vorwiegend Lektine aus der N-Azetylgalaktosamin / Galaktose
Gruppe hatten somit eine deutliche Affinitdit zu den basal lokalisierten Riechzellen.
Ausgenommen davon war das Lektin BS I, welches im gesamten Riechepithel keine
Bindungsstellen hatte. Spezielle Kohlenhydrat-Protein Wechselwirkungen,
Wasserstoffbriickenbildung und Variationen an den Kohlenstoffatomen C2 oder C3 sind
wichtige FEinflussfaktoren, die entscheidend an der Bindungseigenschaft eines Lektins
beteiligt sind (Goldstein und Poretz, 1986).

Bei den bisher in der Literatur erzielten Ergebnissen fiir Lektinbindungsmuster fillt eine
auBBergewohnlich starke Variation innerhalb der Tierarten auf. Ein Beispiel hierfiir ist DBA.
In den eigenen Untersuchungen beim Schwein wiesen weder die Riechzellen des VNO noch

die der Regio olfactoria Bindungsstellen auf. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen
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einer anderen Studie (Salazar et al., 2000). Im Gegensatz dazu konnte DBA bei Méusen,
Schafen und Pferden eindeutig als Marker fiir Riechzellen des VNO und der Regio olfactoria
identifiziert werden (Plendl und Schmahl, 1988a,b; Salazar et al., 2000; Lee et al., 2003).

Auch wenn beziiglich der Bindungseigenschaften der Lektine noch viele Fragen offen
bleiben, wurden fiir das Schwein wichtige neue Aspekte aufgezeigt. Beim Schwein kann PNA
als spezifischer Marker der Riechzellen des VNO eingesetzt werden. Weiter konnte fiir eine
Gruppe von Lektinen eine ausgepriagte Affinitdt zu Riechzellen nahe der Basalmembran
aufgezeigt werden, welche sich offensichtlich in der Ausbildung von Axon und Dendrit
befinden. Ergénzend zu den immunhistochemischen Ergebnissen mit OMP, konnte mittels

PNA das Vorhandensein von Riechzellen innerhalb der Lamina propria bestétigt werden.

67



Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Untersuchungen zum Feinbau des Vomeronasalorgans beim Schwein -

eine immunhistochemische und rasterelektronenmikroskopische Studie

In der vorliegenden Arbeit wurde der Feinbau des Vomeronasalorgans (VNO) beim Schwein
mittels rasterelektronenmikroskopischer, immun- und glykohistochemischer Untersuchungen
analysiert. Hierzu wurden 28 ménnliche und weibliche Tiere unterschiedlicher Altersstufen
herangezogen. Ergidnzend zur detaillierten Darstellung des VNO erfolgte eine vergleichende
Untersuchung des Riechepithels von VNO und Regio olfactoria.

Die topographische Verteilung der verschiedenen Epithelformen des VNO ergab eine
charakteristische Untergliederung des Ductus vomeronasalis in drei Segmente. Wihrend das
rostrale Segment eine Ubergangszone aus mehrschichtigem Plattenepithel aufweist, liegt die
organspezifische Epithelauskleidung im medialen Bereich in zwei Varianten vor. Vielfach
erfolgt der Epithelwechsel exakt in der dorsalen und ventralen Kurvatur, so dass die mediale
Seite mit Riechepithel und die laterale Seite mit respiratorischem Epithel ausgekleidet ist. Bei
der zweiten Variante nimmt das respiratorische Epithel noch etwa ein Drittel der medialen
Seite ein. Im schmal zulaufenden kaudalen Segment tritt eine Vermischung der beiden
Epithelien auf.

Immunhistochemisch konnten die Riechzellen des VNO und die der Regio olfactoria mittels
eines Antikorpers gegen das olfactory marker protein (OMP) markiert werden. In beiden
Riechepithelien sind sowohl intensiv. OMP-markierte als auch unmarkierte Riechzellen
vorzufinden. Im VNO liegen Riechzellen mit und ohne OMP-Expression in unregelmifBiger
Verteilung im Riechepithel vor, das heiflt intensiv OMP-markierte Zellen sind sowohl basal
als auch weiter apikal vorzufinden. Ganz im Gegensatz dazu weisen die Riechzellen der
Regio olfactoria eine klare Trennung in basal lokalisierte Riechzellen ohne OMP-Expression
und apikal lokalisierte Riechzellen mit intensiver OMP-Markierung auf. Dies bedeuted, dass
die Differenzierung der Riechzellen im VNO unabhéngig von der Lokalisation stattfindet.
Neben dem Perikaryon zeigt der Dendrit eine intensive OMP-Expression, wodurch sich die
charakteristische Auftreibung der Riechzellen, der ,,dendritic knob®, eindeutig darstellen ldsst.
Dies konnte durch den Einsatz eines Villin-Antikorpers bestitigt werden, der nicht nur den

»dendritic knob* aufzeigt, sondern insbesondere die Mikrovilli der Riechzellen selektiv
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markiert. Dadurch wird die rasterelektronenmikroskopisch dargestellte Uberlagerung der
Riechzellmikrovilli durch die Mikrovilli der Stiitzzellen immunhistochemisch bestitigt.

Bei den glykohistochemischen Untersuchungen wies das Lektin PNA eine ausgeprigte
Spezifitit fiir die Riechzellen des VNO auf. Wihrend die Riechzellen im VNO zahlreiche
Bindungsstellen zeigen, bleiben die Stiitzzellen ohne Fluoreszenz. Im Gegensatz dazu lassen
sich die Riechzellen der Regio olfactoria durch PNA nicht markieren. PNA kann somit als
spezifischer Marker der Riechzellen des VNO beim Schwein angesehen werden.

Aufgrund der lebenslangen Regenerationsfihigkeit der Riechzellen ist innerhalb des
Riechepithels eine hohe mitotische Aktivitdt vorhanden. Durch die Proliferationsmarker Ki-
67 und PCNA konnen im basalen Epithelbereich eine hohe Anzahl proliferierender Zellen
nachgewiesen werden, wohingegen apikal nur vereinzelt sich teilende Zellen vorkommen.
Das verstirkte Auftreten proliferierender Zellen bei juvenilen Tieren ldsst auf eine
altersabhédngige Zellteilungsrate schlieen.

Eine Besonderheit dieser Arbeit war die lichtmikroskopische Darstellung von Riechzellen
auBerhalb des Riechepithels des VNO. Die Identifikation dieser in der Lamina propria
lokalisierten Zellen erfolgte anhand der immunhistochemischen Markierung durch das
riechzellspezifische OMP. In &dhnlicher Weise konnten an diesen Riechzellen zahlreiche
Bindungsstellen fiir das Lektin PNA nachgewiesen werden. Auffillig bei diesen Riechzellen
war die héufige direkte Nachbarschaft zu den Axonen, was auf eine Beteiligung der

Riechzellen am Aussprossen der Axone hinweist.
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7 Summary

Analysis of the morphology of the pig’s vomeronasal organ — an immunohistochemical

and scanning electron microscopic study

The purpose of the present study was to analyse the fine structure of the pig’s vomeronasal
organ (VNO) wusing scanning electron microscopy as well as immuno- and
glycohistochemistry. 28 male and female animals of different ages were examined in this
study. In addition to the detailed description of the VNO a comparative investigation of the
olfactory epithelium of the VNO and regio olfactoria was carried out.

The topographic distribution of the different epithelium types of the VNO revealed a
characteristic subdivision of the ductus vomeronasalis into three segments. While the rostral
segment shows a transitional zone of squamous epithelium, the organ-specific epithelial lining
within the medial range is regularly present in two variants. Often the change of the
epithelium takes place exactly in the dorsal and ventral curvature so the medial side is lined
with olfactory epithelium and the lateral side with respiratory epithelium. Within the second
variant the respiratory epithelium still takes a third of the medial side and in the caudal
segment a mixture of the two types of epithelium occurs.

Immunohistochemically olfactory neurons of both VNO and regio olfactoria could be
selectively labelled by an antibody against the olfactory marker protein (OMP). In the sensory
epithelium of both intensely labelled olfactory neurons as well as non-labelled neurons are
found. In the VNO olfactory neurons with and without OMP-expression are present in an
irregular distribution, which means intensely stained neurons are located in the basal and in
the apical range. In complete contrast to that, the neurons of the Regio olfactoria show a clear
seperation in basally located neurons that miss OMP-staining and more apical neurons with
an intense OMP-expression. This means that the differentiation of the olfactory neurons of the
VNO occurs independently from their localization. Moreover the dendrit also shows an
intense expression of OMP by which the characteristic dendritic knob can clearly be shown.
This could be confirmed by an antibody against the actin-binding protein villin which labels
not only the dendritic knob but also the microvilli of the olfactory neurons of the VNO. Thus
immunohistochemically it is verified that the microvilli of the supporting cells overlay the

microvilli of the olfactory neurons as seen in scanning electron microscopy.
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The glykohistochemical study clearly shows that the lectin PNA exhibited a pronounced
specificity for the olfactory neurons of the VNO. They show a concentration of numerous
binding sites whereas fluorescence of the supporting cells is absent. In contrast the olfactory
neurons of the regio olfactoria have no binding sites for PNA. Therefore PNA can be
regarded as a specific marker for the olfactory neurons of the VNO.

Lifelong regeneration of the olfactory neurons reveals a distinct mitotic activity in olfactory
epithelium. In the basal compartment of the porcine vomeronasal sensory epithelium a large
number of proliferating cells can be detected by the use of the two proliferation markers Ki-67
and PCNA. Apical only a few proliferating cells are seen. The enhanced occurrence of
proliferating cells in juvenile animals suggests an age-dependent rate of cell division.

The present study revealed olfactory neurons outside the sensory epithelium of the VNO.
These cells, located in the lamina propria, were identified by labeling with the OMP
antibody. In a similar way numerous binding sites for PNA could be demonstrated at these
cells. Often they show a close proximity to the axons of the olfactory neurons. Thus it is

presumed that they may be involved in axon guiding.
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8.3 Verzeichnis der Abbildungen und Tabellen

Abb. 1: Schematische Darstellung des VNO (modifiziert nach Minett, 1925).
Venen (V), Glandulae nasales (Gln), Bowman-Driisen (BD),
myelinisierte Nerven (MN), mediales Epithel (ME), laterales Epithel
(LE), Nervus vomeronasalis (Nvn), Cartilago vomeronasalis (C). .........cc......... 3

Abb. 2: Signaltransduktion in der Regio olfactoria (modifiziert nach Hatt,
2005) Der Duftstoff bindet am Rezeptor (R) und aktiviert ein G-
Protein (G), das wiederum eine Adenylatzyklase (AC) aktiviert. Aus
Adenosintriphosphat (ATP) entsteht das cyclische
Adenosinmonophosphat (cAMP), ein Second-Messenger, der zur
Offnung eines Kationenkanals fiihrt. Der Einstrom von Na* und Ca*"
fiihrt Zur DepolariSation. ..........ccccveeriieeiiie e e e 11

Abb. 3: Schematische Darstellung der Verarbeitung der olfactorischen
Signale (modifiziert nach Hatt, 2006). Jede Riechzelle entsendet ein
Axon. Die Axone biindeln sich zu den Fila olfactoria, die zu den
Mitralzellen im Bulbus olfactorius ziehen. Periglomulédre Zellen und
Kornerzellen haben regulierenden Einfluss.........cccoooovvieiiiiiiiiiiiiiciiceieeee 12

Abb. 4: Modell einer Riechzelle und ihrer Vorlduferzellen (modifiziert nach
Beites et al., 2005). Riechepithel (RE), rundliche Basalzellen (rBZ),
horizontale Basalzellen (hBZ), Basalmembran (BM), Lamina
propria (LP), Riechzellen (RZ), Vorlduferzellen mit der
Beschriftung INP und Mash 1, die sich aus der Stammzelle
entwickeln, olfactory ensheating cell (OEC), Stiitzzelle (SZ).......cccccceevvevneennen. 14

Abb. §: Schematische Darstellung der knochernen  Strukturen des
Nasenbodens ventral des Sepfum nasi in Beziehung zum Cartilago
VOMEFONASALLS. ...ttt ettt ettt ettt et e e 31
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