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Zusammenfassung

Der Botenstoff NO scheint, zumindest bei Nagetieren, an der
Ausbildung des Geruchsgedéachtnisses beteiligt zu sein. Fir die Bildung
des NOs wird die neuronale NO-Synthase (NOS I) in Subpopulationen
der verschiedenen Interneurone des Bulbus olfactorius (BO)
verantwortlich gemacht. Ziel der vorliegenden Studie war es, die
Verteilung NOS |-positiver Interneurone im BO zu veranschaulichen. Als
Tiermodell wurde der Dsungarische Zwerghamster gewahlt, dessen
NOS |I-positive Interneurone sich spezifisch mit Hilfe der NADPH-
Diaphorase darstellen lassen.

Fur die 3D-Rekonstruktion wurden 20 um dicke, NADPH-Diaphorase
geféarbte Serienschnitte eines kompletten Bulbus fotografiert. Die
interaktive Uberlagerung der gescannten Bilder ermdglichte die
Erstellung eines dreidimensionalen Daten-Arrays, der mit Hilfe der
neurochirurgischen Operations-Planungs- und Simulations-Software
weiterbearbeitet wurde. Die relevanten Zellen, die Glomeruli, der Bulbus
olfactorius accessorius und das Stratum granulosum des Bulbus
wurden als segmentierte Voxel-Strukturen visualisiert. Verschiedene
Blickwinkel auf die ausgewahlten Strukturen und die Méglichkeit, die
einzelnen Kompartimente selektiv zu betrachten, gewéhrleisten einen
raumlichen Eindruck.

Unsere Aufnahmen demonstrieren anschaulich die dreidimensionale
Verteilung der NOS-positiven Neurone in ihrer Beziehung zu den oben
genannten Strukturen im Bulbus offactorius des Hamsters. Auf der
Grundlage unserer Befunde konnten Verénderungen in der Verteilung
NOS |-positiver Neurone visualisiert werden, die bisher nicht zu
erfassen waren. In diesem Zusammenhang und im Hinblick auf die
madgliche funktionelle Bedeutung NOS I-positiver Interneurone wére es
von groRem Interesse zu untersuchen, inwieweit eine Unterbrechung
des sensorischen Inputs die Verteilung NOS |-positiver Interneurone
beeinflui3t.
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Einleitung

Veranderungen in der Proteinexpression spielen bei vielen und

Vorgangen eine groRe Rolle. In vielen Fallen betreffen sie auch das Verteilungsmuster eines Proteins
im histologischen Schnitt. Aufgrund komplexer raumlicher wie sie im ZNS
vorliegen, sind solche im Bild nur bedingt
zu erfassen. Insofern ist hier eine Darstell

Vor diesem Hintergrund wurde in der Studie das des Enzyms
neuronale NO-Synthase (NOS 1), das den retrograden Botenstoff NO produziert, raumlich visualiert
Als experimentelles Gewebe diente der Bulbus (BO) des D: rghamster

(Phodopus sungorus), dessen NOS I-positive Interneurone sich mit Hilfe der NADF’H Diaphorase-
Farbung spezifisch darstellen lassen

Material und Methoden

In tiefer Narkose wurde ein D: pus sungorus) mit einer Perjodat-
Lysin Losung perfundiert. Die Entnahme des linken BO erfolgte
einschlieRlich des caudal Nach 3 h un

Kryoprotektion wurden 20 um dicke Sagittalschnitte des kompletten BO erstellt. Die NADPH-
Diaphorase-Farbung erfolgte auf den Objekttragern bei 37° C fiir 90 min mit 1 mM B-NADPH, 0,8 mM
NBT und 10 % Triton X-100 in 50 mM Tris-HClI, pH 8.

Aufnahmen von bei Sfacher VergroRerung fotogi wurden gescannt und als
e Ein in der D IDL
moglichte die Uberlagerung der Bilder und Speicherung eines dreidimensionalen Daten.

Arrays. Mit Hilfe der neurochirurgischen Operations-Planungs- und Simulations-Software NeuroPS
(Jendrysiak,1997) wurden die relevanten Zellen und Schichten segmentiert. Hierbei lieBen sich die
unterschiedlichen Grauwerte der Strukturen nutzen. Vom Computer erkannte Objekte und biologische
Strukturen wurden anhand der Fotos einander zugeordnet, bevor die raumliche Darstellung mit der
3D-rendering-Routine von NeurOPS erfolgte.

Die 2-7 zeigen die eines linken BO aus den angegebenen Perspektiven.
Um auch weiter zentral im BO lokalisierte NOS I-positiven Zellen zu visualisieren, wurden von oben
nach unten hin immer weniger periphere Schichten dargestellt

Die dargestellten Schichten (Abb. 1a) und NOS I-positiven Neuronentypen (Abb. 1b-d) wurden wie
nebenstehend gezeigt farblich kodiert.
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Abb. la:
Farbliche
Kodierung der
Schichten des
BO und des
BOA von Pho-
dopus sungo-
rus. Die Ab-
bildung zeigt
einen NADPH-
Diaphorase-
gefarbten
Sagittalschnitt.
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Abb. 1b,c: Farbliche Kodierung der NOS I-positiven kurzaxonigen Zellen des Bulbus olfactorius und
des Bulbus olfactorius accessorius von Phodopus sungorus.
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Abb. 1d
§ Glomerulum und farbliche Kodierung
z 5 { . der NOS I-positiven periglomerularen
L*) Zellen des Bulbus offactorius und des
# Bulbus olfactorius accessorius von
Phodopus sungorus.

Ergebnisse
Die raumliche Verteilung der jeweiligen NOS I-positiven Interneuronpopulationen wird in der
computergestiitzten Rekonstruktion des BO erkennbar. Es zeigt sich, daR die NOS I-
positiven Inter lati nicht nur Schichten-spezif sind, sondern
auch innerhalb der Schichten ein differenziertes Verteilungsmuster erkennen lassen. So
kommen die NOS I-positiven periglomeruléren Zellen (rot) des Stratum glomerulosum im
dorsolateralen Bereich des caudalen BO in besonders hoher Dichte vor (Abb. 2, Mitte)
Dariiberhinaus fallt auf, daR ihr Vorkommen Glomeruli (blau) -assoziiert ist (Abb. 5, oben
und Mitte). Die NOS I-positiven kurzaxonigen Zellen lassen ebenfalls eine asymmetrische
Verteilung erkennen. So kommen die peripheren kurzaxonigen Zellen (griin) des Stratum

fast im Bereich des BO vor (Abb. 4,7, jeweils
unten), wahrend sich die NOS I-positiven zentralen kurzaxonigen Zellen (gelb) des Stratum

des BOA (Abb. 7, unten).

SchiuBfolgerung
Mit der vorgesteliten Methode I8t sich die raumliche Verteilung NOS I-positiver Neurone im
BO anschaulich darstellen. Insofern bietet sich die Moglichkeit, Veranderungen im
Expressionsmuster der NOS | im gesamten Bulbus zu visualisieren, die zweidimensional
nicht zu erfassen sind. Nachteilig ist, daR die Durchfiihrung der vorgestellten Methode einen
erheblichen Zeitaufwand erfordert.
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laterale Ansicht < - ™ Abb. 7a-c: ventrale An
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Abb. 2 - 7: C Darstellung des linken BO von Phodopus sungorus in der Ansicht von caudal (Abb. 2), rostral (Abb. 3), medial (Abb. 4), dorsal
(Abb. 5), lateral (Abb. 6) und ventral (Abb. 7). Von oben nach unten erfolgt jeweils eine zunehmende Abtragung der peripheren Schichten. Die farbliche Kodierung der dargestellten

Strukturen ist den Abb. 1a-d zu entnehmen.
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