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1 Einleitung 

Im Volksmund gilt der Geruchssinn von Menschen im Gegensatz zu dem von Tieren als nicht 

besonders ausgeprägt. McGann (2017) beschrieb diesen Mythos und revidierte ihn: Seinen Er-

kenntnissen zu Folge ist der Mensch für manche Gerüche sogar empfindlicher als Nager oder 

Hunde. So rückt die Rolle der olfaktorischen Kommunikation vermehrt in den Gegenstand ak-

tueller Forschung. Das olfaktorische System ist auch als Indikator für neurodegenerative Er-

krankungen wie Morbus Parkinson oder Morbus Alzheimer bekannt.  

Neurodegenerative Erkrankungen besitzen einen hohen Stellenwert an der demographischen 

Entwicklung. Die jahrelange Betreuung der Patienten besitzt große sozioökonomische, kultu-

relle und pflegerische Auswirkungen. Morbus Huntington gehört als unheilbare Erbkrankheit 

zu dieser Gruppierung von Krankheiten.  

Ziel dieser Forschungsarbeit ist der Erkenntnisgewinn über die Auswirkungen von Morbus 

Huntington auf das vomeronasale Organ (VNO) – als ein Teil des Riechsystems – in einem 

transgenen Rattenmodell. In diesem Zusammenhang wurde die Zelldynamik im VNO bei trans-

genen Ratten im Vergleich zu einer gesunden Population und in verschiedenen Altersgruppen 

erforscht.   

1.1 Das vomeronasale Organ (VNO) der Ratte 

1.1.1 Geschichtlicher Überblick zum VNO 

Schon 1703 wurde das vomeronasale Organ, ein chemosensorisches Organ, bei einer Obduk-

tion an einem zwei Jahre alten Kind von dem holländischen Botaniker und Anatomen Frederik 

Ruysch entdeckt. Er beschrieb es als eine longitudinale Einsenkung am vorderen unteren Sep-

tum nasi und vermutete einen Gang, der u. a. zur Schleimsekretion dient (s. Abbildung 1, S. 2) 

(Ruysch 1703). Wissenschaftler vermuteten, dass es sich bei dieser Beschreibung um das VNO 

gehandelt hat (Bhatnagar und Reid 1996; Bhatnagar und Smith 2003).  
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Abbildung 1:  Die erste Beschreibung des humanen Ducutus 

vomeronasalis (VND) von F. Ruysch (1703).  Laterale Sicht auf 

das Septum nasi. Teil des Os frontale (A), Crista galli in einem jun-

gen Alter (B), Septum nasi (C), Sonden durch VND (D), VND (E), 

Blutgefäße, die sich am Septum befinden (F), Sulci obliqui (G), einer 

der Schneidezähne (H), Perichondrium, welches das knorpelige Sep-

tum nasi umgibt (I) (Ruysch 1703). 

Auch wenn die Lokalisation in seiner Darstellung zu nah am Os palatinum war, wird Ruysch 

heute als Entdecker des VNO am Menschen angesehen (Trotier und Døving 1998; Bhatnagar 

und Smith 2003). Die vage Beschreibung von Ruysch und die fehlende detaillierte Darstellung 

ermutigte weitere Forscher wie von Sömmering (1809), Jacobson (1811, 1813), Gratiolet 

(1845), Dursy (1869) und von Kölliker (1877), dieses Organ näher zu untersuchen. 1811 wur-

den zum ersten Mal die Monographien zum VNO in Säugetieren des dänischen Chirurgen Lud-

wig Levin Jacobson von Francois George Curvier veröffentlicht. Curvier veröffentlichte wahr-

scheinlich Jacobson’s Memoiren. Jacobson verneinte das Vorhandensein des VNO beim Men-

schen und beschränkte sich nur auf die Säugetiere (Jacobson 1811; Bhatnagar und Reid 1996). 

Wahrscheinlich erwähnte Rathke (1838) zum ersten Mal den Begriff Jacobson‘s Organ. Der 

Terminus vomeronasales Organ entwickelte sich erst später (Trotier und Døving 1998; Bhat-

nagar und Smith 2003).   

Rudolf Albert von Kölliker erstellte 1877 die erste detaillierte histologische Beschreibung des 

VNO beim menschlichen Fetus und Erwachsenen. Er verglich außerdem das menschliche VNO 

mit dem von Säugetieren. Seine Darstellung illustrierte Ähnlichkeiten zwischen Mensch und 

Tier. Von Kölliker beschrieb das humane VNO als Schleimdrüse und somit als ein nicht atro-

phiertes Organ. Er schlug den Begriff „Jacobson’s Organ“ vor (von Kölliker 1877). 



Das vomeronasale Organ (VNO) der Ratte  3 

1.1.2 Aufbau des VNO 

 

Abbildung 2:  Frontaler Schnitt durch die Nase der Ratte. Das vomeronasale Organ (VNO), das Riechepithel 

(main olfactory epithelium, MOE) und die Zähne sind mit Pfeilen markiert. Maßstab: 500 µm. 

Das vomeronasale Organ ist bei den meisten Wirbeltieren und Amphibien im vorderen Bereich 

der Nasenhöhle, am Septum nasi mit einem blind endenden Gang, zu finden (s. Abbildung 2, 

S. 3). Tiere ohne Anlage eines VNO sind beispielsweise Vögel und Krokodile. Der histologi-

sche Zellaufbau variiert zwischen Tierarten (Halpern und Martı́nez-Marcos 2003),  Geschlech-

tern (Segovia und Guillamón 1993) und Altersgruppen (Wilson und Raisman 1980). Es besteht 

aus einem größeren sensorischen bzw. vomeronasalen Epithel (VNE) an der medialen Seite und 

einem nicht-sensorischen Epithel (NSE) an der lateralen Seite. Neuere Studien haben postuliert, 

dass im NSE möglicherweise doch sensorische Zellen aktiv sind (Rodewald et al. 2016). Der 

Bereich um das VNO wird aufgrund der Drüsen und Gefäße auch als „Mushroom Body“ be-

zeichnet (s. Abbildung 3, S. 4).  
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Abbildung 3:  Aufbau des vomeronsalen 

Organs. 1: Sensorisches Epithel, 2: Nicht-

sensorisches Epithel, 3: Ductus vomerona-

salis, 4: Eminentia fungiformis mit Drü-

sen, Nerven und Gefäßen, 5: Knorpeliger 

Anteil des Septum nasi, 6: Gaumen. Maß-

stab: 50µm 

Die zahlreichen Drüsen enden, wie 

Jacobson (1813) schon beschrieb, 

im Lumen des VNO (Halpern 1987; 

Døving und Trotier 1998). Wegen 

dieser Bestandteile wurde das VNO 

von Cooper und Bhatnagar (1976) 

als vomeronasaler Komplex be-

zeichnet. Das sensorische Epithel 

ist ein mehrreihiges, säulenartiges 

Epithel. Es enthält drei Zelltypen: 

Rezeptorzellen, Stützzellen und 

Basalzellen (Mendoza 1993) (s. 

Abbildung 4, S. 4). 

Die sensorischen Neurone des VNO sind, wie auch beim Riechepithel („main olfactory epithe-

lium“, MOE), bipolar. Ihre Dendriten reichen bis zur Oberfläche des Epithels, sind aber mit 

Mikrovilli besetzt. Die Neuronen senden ihre Axone zu den Mitralzellen im akzessorischen 

Bulbus olfactorius, welcher in die Amygdala projiziert. Von dort aus werden Signale in den 

Hypothalamus gesendet (Dulac und Axel 1995; Trotier und Døving 1998).  

 

 
Abbildung 4:  Schichtaufbau des vome-

ronasalen Epithels (VNE). Das VNE be-

steht aus einer Basallamina (BL), einer 

Rezeptorzellschicht (RC) und einer Stütz-

zellschicht (SC). Immunhistochemie mit 

PGP 9.5. Maßstab: 100 µm.  
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Die vorherrschenden chemosensorischen Rezeptoren des VNO von Wirbeltieren können in 

zwei Klassen eingeteilt werden: V1R und V2R. Dies sind unabhängige Familien von sieben-

transmembran G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Rezeptorzellen mit kurzen Dendriten expri-

mieren V1R und sind G-αi2 gekoppelt. Sie befinden sich im mittleren Kompartiment des sen-

sorischen Epithels. Ihre Projektion reicht in den rostralen Teil des akzessorischen Bulbus olfac-

torius (AOB) (s. Abbildung 5, S. 6, grüne Zellen). Die zweite Klasse der Rezeptormoleküle, 

die V2R, werden von sensorischen Neuronen mit langen Dendriten exprimiert. Ihre Zellkörper 

liegen im basalen Epithel. In ihren Mikrovilli befinden sich Gαo-Proteine. Ihre Fortleitung er-

folgt in den kaudalen Teil des AOB (s. Abbildung 5, S. 6, rote Zellen). Anschließend erfolgt 

die Weiterleitung in die oben beschriebenen höheren Gehirnareale (Dulac und Axel 1995; Her-

rada und Dulac 1997; Ryba und Tirindelli 1997; Jia und Halpern 1996). In den Mikrovilli von 

Zellen beider Rezeptortypen befinden sich transient receptor potential 2 (TRP2)-Ionen Kanäle 

(Menco et al. 2001). Pantages und Dulac (2000) postulierten die Existenz einer weiteren Re-

zeptorklasse V3R. Diese Rezeptorklasse wurde in späteren Studien eher als Subklasse der V1R-

Rezeptoren interpretiert, sodass weiterhin im Wesentlichen nur von zwei Rezeptorfamilien aus-

gegangen wird (Del Punta et al. 2000; Rodriguez und Mombaerts 2002). 

Innerviert wird das VNO von parasympathischen Nervenfasern über das Ganglion pterygopa-

latinum, welches die Gefäße und die exokrinen Drüsen versorgt. Sympathische Fasern aus dem 

Ganglion cervicale superius innervieren primär die Gefäße (Anggård et al. 1983). Der N. cana-

lis pterygoidei enthält beide Fasertypen und bewirkt bei Stimulation eine Vasodilatation und 

Schleimsekretion (Anggård und Edwall 1974). Zusätzlich ist auch der N. trigeminus mit sen-

siblen Anteilen Teil der sensorischen Innervation (Trotier und Døving 1998). Im Zusammen-

spiel von Stimulus und nervaler Reizung wird Flüssigkeit mittels Pumpmechanismus und En-

dozytose aktiv in das VNO aufgenommen und aktiv weitergeleitet (Meredith et al. 1980; Khew-

Goodall et al. 1991). In diesem Zusammenhang wird oft der Begriff des Flehmens bei Tieren 

verwendet (Ladewig und Hart 1980). 



6  Einleitung 

 

 
Abbildung 5:  Sagittale Darstellung durch den 

Kopf einer adulten Ratte. Das main olfactory 

epithelium (MOE-blau) projiziert in den Bulbus ol-

factorius (OB), wird verschaltet und über den late-

ralen olfaktorischen Trakt weitergeleitet. Das VNO 

mit dem Lumen (L) und der anliegenden Vene (V) 

projiziert in den akzessorischen Bulbus olfactorius 

(AOB). Dabei sind V1R-Rezeptoren mit kurzen 

Dendriten im apikalen Epithel und Gαi2-gekoppelt 

(grün) und projizieren in den rostralen AOB. Wei-

terer Verlauf über den akzessorischen olfaktori-

schen Trakt. V2R-Rezeptoren mit langen Dendriten 

im basalen Epithel sind Gαo-gekoppelt (rot). Pro-

jektion in den kaudalen AOB. Stützzellen (S) (modi-

fiziert nach Herrada und Dulac 1997). 

 

1.1.3 Neurogenese im VNE 

Die Reproduktion und Migration unreifer vomeronasaler Rezeptorneurone (VRN) und der 

Stützzellen stammt aus zwei Quellen (s. Abbildung 6, S. 7). Untersuchungen an Mäusen mittels 

5-Brom-2´-desoxyuridin (BrdU) explorierten eine Zellanhäufung am Übergang vom sensori-

schen zum nicht-sensorischen Epithel. Die VRN migrierten von dem Randbereich in Richtung 

des Zentrums und wiesen somit einen horizontalen Reifungsprozess auf (Barber und Raisman 

1978a, 1978b). Diese horizontale Wanderung ist deutlich langsamer als die ebenfalls vorhan-

dene vertikale Wanderung und legt nur ca. 10 % der Distanz von der Peripherie bis zum Zent-

rum zurück. Damit ist eine Beteiligung an dem zentralen Reifungsprozess unwahrscheinlich 

(Martinez-Marcos et al. 2005). Die Lage der mitotischen Zellen in den Randbereichen verfügt 

über folgende potentielle Funktionen (Wilson und Raisman 1980; Weiler et al. 1999a; Gia-

cobini et al. 2000; Martinez-Marcos et al. 2005; Brann und Firestein 2010):  

⚫ Sie nehmen am zellulären Turnover teil. 

⚫ Sie sind für das Größenwachstum des VNO zuständig. 
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⚫ Sie stellen pluripotente Vorläuferzellen für vomeronasale Rezeptorneurone und Stützzellen 

dar. 

⚫ Sie haben ein mögliches Potential zur Neuroregeneration. 

⚫ Sie werden nach kurzer Zeit apoptotisch.  

Die Zellen in der Zentralregion migrieren vertikal. Den Basalzellen im Zentrum des sensori-

schen Epithels wird ebenfalls eine Rolle am Zellumsatz zugeschrieben (Weiler et al. 1999b; 

Giacobini et al. 2000; Martinez-Marcos et al. 2005). Um die Beschreibung des sensorischen 

Epithels in der vorliegenden Dissertation genauer zu spezifizieren, wird in dieser Arbeit zwi-

schen einem medialen, zentralen Kompartiment und einem lateralen Kompartiment, welches 

den Randbereich darstellt, unterschieden (s. Abbildung 6, S. 7). 

 

Abbildung 6:  Die zelluläre Migration im VNE. Das vomeronasale Epithel wird in zwei Kompartimente einge-

teilt. In den Randbereichen befindet sich das laterale Kompartiment (blau) mit horizontaler Migration (Pfeil) der 

Neurone. Im medialen, zentralen Kompartiment (grün) migrieren die Zellen vertikal (Pfeil). Basallamina (BL). 

Rezeptorzellschicht (RC). Stützzellschicht (SC). Sensorisches Epithel (SE). Nicht-sensorisches Epithel (NSE). 

Lumen (L). Maßstab: 100 µm. 

1.1.4 Funktion des VNO 

Die abschließende Funktion des VNO ist noch nicht genau definiert und Gegenstand aktueller 

Forschung. Die Funktionsweise bei Tieren ist, im Gegensatz zu der bei Menschen, aufgrund 

der fehlenden postpartalen Regression besser verstanden (Stoyanov et al. 2018). Wie in 1.1.2, 

S. 3 erklärt, kann das vomeronasale Organ chemosensorische Reize aufnehmen. In vielen Tier-
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studien wurden wichtige Erkenntnisse über den Einfluss des VNO auf den Organismus gewon-

nen. Die aufgenommenen Signale über das VNO geben Auskunft über das Geschlecht sowie 

die Geschlechtsreife und haben Auswirkungen auf das Sozial- und Sexualverhalten und den 

Hormonhaushalt (Wysocki 1979; Dulac und Axel 1995; Trotier und Døving 1998; Trouillet et 

al. 2021). Tiere nutzen Pheromone für ihre soziale Kommunikation. Diese Stoffe können durch 

das VNO aufgenommen und verarbeitet werden (Meredith 2001). Pheromone wurden erstmalig 

von Karlson und Lüscher (1959) als Substanzen definiert, die von Individuen sezerniert werden, 

um dann von anderen Individuen derselben Spezies empfangen zu werden. Dieser Prozess löst 

spezifische Reaktionen oder Handlungsweisen aus. Hormonell hat das VNO Einfluss auf die 

Ausschüttung vom Luteinisierenden-Hormon-Releasing-Hormon (LHRH) und Prolaktin. In 

Studien wurde bewiesen, dass es bei männlichen Mäusen ohne VNO nicht zur konsekutiven 

Erhöhung des Luteinisierenden Hormons bei Geruch von weiblichem Urin kommt (Coquelin 

et al. 1984; Johns et al. 1978). Neben der Erkennung eines Geschlechtspartners und den Aus-

wirkungen auf den Hormonhaushalt und den Paarungsakt, nutzen andere Tiere, beispielsweise 

Schlangen, das VNO auch zum Erkennen von Nahrung (Døving und Trotier 1998; Dulac und 

Axel 1995; Halpern 1987). Untersuchungen haben gezeigt, dass die Neurone für die V1-Re-

zeptoren selektiv für kleine pheromonale Moleküle sind. Die V2R-Neuronen selektieren wahr-

scheinlich für Vektorproteine und Peptide. Zusätzlich wurde festgestellt, dass Nager chemische 

Reize von Pheromonen nicht nur durch das VNO, sondern auch durch das Riechepithel und ein 

weiteres kleines chemosensorisches Organs, das Grüneberg Ganglion, detektieren können (Tro-

tier 2011; Pérez-Gómez et al. 2014). Die detaillierte molekulare Funktion der Rezeptoren ist 

noch nicht bis ins Detail verstanden. Es werden stetig weitere Subklassen der Rezeptorfamilien 

V1R und V2R beschrieben und zusätzlich neue entdeckt. Es besteht eine hohe Diversität zwi-

schen Tierarten (Nikaido 2019; Zhang und Nikaido 2020). Ein gutes Beispiel hierfür sind Fi-

sche. Initial glaubte man, dass das VNO bei Fischen nicht existiert. Mittlerweile ist bekannt, 

dass einige Spezies wie der Lungenfisch ein solches besitzen (D'Aniello et al. 2017). Das VNO 

spielt nicht nur beim Sexualverhalten eine Rolle, sondern auch bei der Erkennung und Abwehr 

von Feinden, im Aggressionsverhalten und bei angeborenen Instinkten (Chamero et al. 2011; 

Pérez-Gómez et al. 2014; Trouillet et al. 2019). Hier wird deutlich, dass noch weitere Forschung 

notwendig ist, um genau abbilden zu können, welche Funktionen die verschiedenen Teile des 

vomeronasalen Organs haben.  
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1.2 Das VNO beim Menschen 

Die Bedeutung und genaue Funktion des menschlichen VNO wird bis heute kontrovers disku-

tiert (Stoyanov et al. 2018). McGann (2017) dementierte die Existenz eines vomeronasalen Or-

gans im Menschen. Jacobson glaubte vor 200 Jahren ebenso nur an die Existenz des VNO in 

Tieren (Bhatnagar und Reid 1996). Die Existenz des VNO beim Erwachsenen bleibt strittig. 

Vomeronasale Strukturen entwickeln sich beim Embryo zwischen der vierten und fünften Wo-

che (Müller und O'Rahilly 2004). Aus dem medialen Epithel gehen Strukturen wie vomerona-

sale Neurone, der Nervus terminalis und Zellen für die Expression des Gonadotropin-Relea-

sing-Hormons (GnRH) hervor. Die GnRH-Zellen migrieren zum Hypothalamus (Schwanzel-

Fukuda 1999; Wray 2010). Zusätzlich lassen sich bipolare Neurone und eine Dreischichtung 

des Epithels nachweisen. Eine Detektion von VEGF/VEGFR-immunreaktiven Zellen gibt ei-

nen weiteren Hinweis auf die Chemorezeptor-Aktivität und neuronale Migration im fetalen 

VNO (Marini et al. 2019). Circa in der achten Entwicklungswoche bildet sich der VND aus, 

welcher bei Erwachsenen endoskopisch darstellbar ist (s. Abbildung 7, S. 9). 

 

Abbildung 7:  Endoskopische Sicht auf das humane vomeronasale Organ. Der Pfeil zeigt auf die Struktur im 

vorderen Bereich des Septum nasi. Rechte Seite. (modifiziert nach Stoyanov et al. 2018). 

Der VND endet blind. Einen AOB, wie man ihn bei Nagern findet, gibt es im Menschen nicht. 

Die Degeneration der vomeronasalen Strukturen ist vor der 28. Woche festzustellen. Der resi-

duale VND variiert zwischen Individuen und ist nicht bei allen Menschen vorhanden. Die Daten 

für die Häufigkeit der postnatalen Präsenz bei Erwachsenen divergieren, je nach Technik, zwi-

schen 10 – 93 % (Witt und Hummel 2006; Witt und Woźniak 2006; Witt und Meredith 2014; 
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Gebhart et al. 2019). Witt und Meredith (2014) gaben, mit Argumenten für und gegen ein funk-

tionierendes humanes VNO, eine gute Übersicht. Der Mensch besitzt die meisten Rezeptoren 

wie V1R und V2R mit ihren TRP2-Kanälen nicht, jedoch sind fünf V1R-ähnliche Gene zu 

finden und auch andere chemosensorische Zellen könnten an einer Funktion beteiligt sein. Die 

chemosensorische Reizverarbeitung und die Pheromondetektion könnten über das MOE oder 

andere potentielle Chemorezeptoren in der Nase, wie zum Beispiel das Grüneberg Ganglion, 

erfolgen. Gebhart et al. (2019) proklamierten bei Erwachsenen im Bereich des möglichen VNO 

zusätzliche OMP-reaktive Epithelzellen. Lange galt die OMP-Negativität im menschlichen 

VNE als Zeichen der Funktionslosigkeit (Witt et al. 2002). Wessels et al. (2014) berichteten, 

dass eine Verbindung zwischen vomeronasalen Rezeptorzellen und den umliegenden Kapilla-

ren bestünde. Sie schrieben dem VNO zusätzlich eine potentielle endokrine Aktivität zu, da 

Calcium-bindende Proteine in diesen Rezeptorzellen nachgewiesen wurden. Dieser Aspekt be-

schreibt eine weitere Funktion des VNO, welcher über die reine Pheromonverarbeitung hinaus 

geht (D'Aniello et al. 2017).  

1.3 Morbus Huntington 

1.3.1 Definition, Geschichte und Epidemiologie 

Morbus Huntington ist eine unheilbare, autosomal-dominant vererbte, neurodegenerative Er-

krankung. Sie wurde 1872 von dem amerikanischen Arzt George Huntington beschrieben und 

war bis 1960 als „Huntington’s chorea“ und später als „Huntington’s disease“ (HD) bekannt. 

Huntington beschrieb eine Erbkrankheit, die mit progressiven psychiatrischen und kognitiven 

Symptomen einhergeht und sich zwischen dem 30. und 40. Lebensjahr manifestiert (Wexler et 

al. 2016). Das Wort „Chorea“ bedeutet im Deutschen „Veitstanz“. Hiermit wird eine distal be-

tonte Bewegungsstörung zum Ausdruck gebracht, welche mit Hyperkinese und allgemeiner 

Hypotonie der Muskulatur einhergeht (Pschyrembel Online 2021). Die Prävalenz der westli-

chen Bevölkerung liegt zwischen 5,7 und 13,7 pro 100.000 Einwohner. In Asien ist die Prä-

valenz mit 0,1 – 0,7 pro 100.000 Einwohner deutlich geringer. Der Grund für die unterschied-

liche Prävalenz zwischen ethnischen Gruppen ist die genetisch unterschiedliche Expression des 

Huntingtin-Gens. Populationen mit einer höheren Prävalenz haben längere CAG- (Cytosin-A-

denin-Guanin) repeats (Pringsheim et al. 2012; Bates et al. 2015; McColgan und Tabrizi 2018).  

1.3.2 Ätiologie und Pathogenese  

Die Pathologie der Erbkrankheit Morbus Huntington beruht auf der Mutation im Gen für 

Huntingtin (HTT). Sie wurde 1993 als eine instabile repetitive Sequenz der Basen CAG in der 
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codierenden Region des Gens IT15 festgestellt. Die Mutation befindet sich auf dem kurzen Arm 

(p) des Chromosoms 4, auf Position 4p16.3. Dieses Gen auf dem Chromosom 4 kodiert für das 

Protein Huntingtin. Am N-Terminus des ersten Exons verfügt IT15 über 21 CAG-Triplettabfolgen, 

die für Glutamin kodieren (The Huntington's Disease Collaborative Research Group 1993). Je nach 

Anzahl der Wiederholungen des Basentripletts CAG manifestiert sich die Krankheit Morbus 

Huntington. Die gesunde Bevölkerung weist eine Wiederholungsrate von 6 bis 34 CAG-Basen-

tripletts auf. Zwischen 35 und 39 CAG-Wiederholungen ist eine Diagnose unsicher und eine klini-

sche Manifestation findet sich eher in der älteren Bevölkerung wieder. Die Mehrheit der HD-Pati-

enten besitzt zwischen 40 und 55 CAG-Repetitionen. 6 % aller HD-Patienten haben mit einem Er-

krankungsbeginn vor dem 20. Lebensjahr und teilweise über 70 CAG-Wiederholungen eine juve-

nile Form. Die Anzahl von CAG-Repetitionen korreliert invers mit dem Manifestationsalter und 

dem Zeitpunkt des Todes (Vonsattel und Difiglia 1998). Eine Verlängerung der Trinukleotidse-

quenzen bei paternaler Vererbung mit einhergehender Aggravation der Krankheit wird ebenfalls 

beobachtet. Grund hierfür ist die erhöhte Expressionsvariabilität der CAG-Sequenzen in Spermien 

(Telenius et al. 1994). 

Das ungefaltete, abnormale Huntingtin gilt als Auslöser der Erkrankung und führt auf verschiede-

nen Wegen zu neuronaler Dysfunktion und zum Zelltod. Der genaue Pathomechanismus ist bis 

heute noch nicht abschließend geklärt. Die Mutation des Huntingtin resultiert in multiplen Verän-

derungen auf zellulärer Ebene, die potentiell Ziele für therapeutische Maßnahmen sind (Ross und 

Tabrizi 2011).    

 

Abbildung 8:  Vereinfachte, schematische Darstellung der Aminosäuresequenzen des Huntingtin. (Q)n be-

zeichnet den Polyglutamin-Trakt, welchem sich die Polyproline Sequenz (P)n anschließt. Die roten Kästen ste-

hen für die drei Hauptcluster der HEAT-Wiederholungen. Die Pfeile zeigen die Spaltstelle der Caspasen mit der 

Position der Aminosäure. B identifiziert die Region, die bevorzugt im cerebralen Kortex gespalten wird. C zeigt 

die Hauptspaltungsstelle im Striatum und A eine Region in beiden Hirnarealen. Die grünen und orangen unteren 

Pfeile zeigen auf die Aminosäuresequenz für Proteasespaltung. NES ist das Kernexportsignal. Die roten und 

blauen Kreise deuten auf posttranslationale Modifikationen hin: Ubiquitinierung (UBI) und/oder Sumoylierung 

(SUMO)(rot) und Phosphorylierung an Position 421 und 434 (blau) (modifiziert nach Cattaneo et al. 2005). 
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Huntingtin ist ein großes Protein mit ca. 50 repetitiven Aminosäureeinheiten, welche auch als 

HEAT bezeichnet werden. Die Funktion dieser Aminosäuren ist noch nicht bekannt, jedoch 

sind sie ebenfalls in anderen Proteinen zu finden, die am intrazellulären Transport beteiligt sind 

(Neuwald und Hirano 2000; Li und Li 2004). HTT hat einige Interaktionen am N-Terminus und 

wird durch einige posttranslationale Modifikationen wie proteolytische Spaltung mittels Caspa-

sen, Phosphorylierungen, Acetylierungen und Additionen von Ubiquitin-ähnlichen Modifika-

toren beeinflusst (s. Abbildung 8, S. 11) (Li et al. 2006; Ross und Tabrizi 2011). Die zelluläre 

Funktion von HTT ist Gegenstand aktueller Forschung. Das meistens zytoplasmatische Protein 

besitzt möglicherweise am C-Terminus ein Exportsignal, kann in den Zellkern eindringen, ist 

am vesikulären Transport beteiligt und reguliert die Transkription. Eine der Hauptthesen der 

Pathogenese ist die toxische Funktion des fehlgefalteten, mutierten HTT. Die RNA an sich und 

das funktionslose HTT können ebenso eine Erklärung sein (Cattaneo et al. 2005; Shao und 

Diamond 2007). Durch Studien an Knock-out Mäusen konnte die Rolle von HTT an der emb-

ryonalen Entwicklung dargestellt werden. Hier zeigten sich frühe Veränderungen in der Ent-

wicklung. Es wurde geschlussfolgert, dass die medium spiny neurons (MSN), also die GABA-

ergen inhibitorischen Neurone im Striatum, wesentlich vulnerabler auf Stressoren reagieren 

(Molero et al. 2009). Die Schädigung der Neurone führt nicht nur zum Zelltod im Striatum, 

sondern zusätzlich zu Dysfunktionen und zum Zelluntergang in anderen Regionen, wie dem 

Cortex (Reiner et al. 1988). Die striatale Pathologie ist biphasisch. Der initiale Verlust von 

MSN führt über den indirekten Pfad zum hyperkinetischen Phänotyp, wohingegen der Verlust 

über den direkten Weg zum hypokinetischen Phänotyp führt (Plotkin und Surmeier 2015; 

McColgan und Tabrizi 2018). Ein möglicher Grund für die selektive Vulnerabilität der MNS 

des indirekten Weges sind Dopamin D2-Rezeptoren, die nur dort exprimiert werden (Deyts et 

al. 2009; McColgan und Tabrizi 2018).  

Ross und Tabrizi (2011) postulierten sechs Hautmerkmale der Pathogenese von Morbus 

Huntington. Erstens besitzt das mutierte HTT eine abnormale Konformation und bildet zum 

Teil große Proteinaggregate. Zweitens sind der Abtransport und der Umgang mit diesen Prote-

inen in HD-Patienten beeinträchtigt. Drittens entstehen durch die Spaltung und Kürzung des 

HTT toxische Fragmente am N-Terminus. Viertens beeinflussen posttranslationale Modifikati-

onen die Toxizität von HTT. Fünftens führt die nukleäre Translokation mit transkriptionsver-

bundenen Effekten vom mutierten HTT ebenfalls zur gesteigerten Toxizität. Abschließend sind 

die zellulären metabolischen Wege, u. a. durch Autophagozytose und indirekte Effekte auf Mi-

tochondrien, bei Patienten mit Morbus Huntington beeinträchtigt (s. Abbildung 9, S. 13).  
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Weitere Hypothesen der Pathogenese sind der Verlust des brain-derived neurotropic factors 

(BDNF) oder eine erhöhte Anfälligkeit für Excitotoxizität als Ursache der cortikalo-striatalen 

Projektionen (Ross und Tabrizi 2011). Neu entdeckt wurden vier weitere polymere Expansi-

onsproteine, die im menschlichen Gehirn akkumulieren und für Apoptose in verschiedenen 

Hirnregionen verantwortlich sind. Sie werden als repeat associated non-ATG (RAN) Proteine 

bezeichnet (Bañez-Coronel et al. 2015). 

Vonsattel und Difiglia (1998) erkannten bereits makroskopisch, dass Atrophien des Nucleus 

caudatus und des Putamens vorliegen. Außerdem sind der Globus pallidus und der Nucleus 

accumbens betroffen. Mit neuen technischen Verfahren des Neuroimaging konnte durch 

Tabrizi et al. (2011) nachgewiesen werden, dass es neben den bekannten Anteilen des Gehirns 

zusätzlich eine generalisierte Atrophie des Gehirns gibt. Hier war auch eine Beteiligung der 

striatalen und kortikalen weißen Substanz in sehr frühen Stadien der Huntington-Krankheit 

sichtbar. 

 

Abbildung 9: Die Auswirkungen von mutiertem Huntingtin (mHTT) auf den Zellmechanismus (modifiziert 

nach Chang et al. 2015). 

1.3.3 Diagnose und Klinik 

Die Basis der Diagnostik von Morbus Huntington bilden genetische und funktionelle Tests. 

Auch im Rahmen der Pränataldiagnostik sind mittlerweile genetische Tests verfügbar (Moutou 
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et al. 2004). Der Grund für eine Einleitung diagnostischer Verfahren ist eine positive Familien-

anamnese oder das Auftreten von motorischen Symptomen. Von der Huntington Study Group 

(1996) wurde ein klinisches Testsystem entwickelt. Die Unified HD Rating Scale (UHDRS) 

dient zur Beurteilung der vier Domänen der klinischen Symptomatik bei Morbus Huntington. 

Evaluiert werden die motorischen Funktionen, die kognitiven Funktionen, die Verhaltensauf-

fälligkeiten oder psychischen Symptome und die alltägliche funktionelle Kapazität. In den letz-

ten Jahren sind neben dem Neuroimaging die Biomarker zur Prädiktion in den Vordergrund 

getreten (Tabrizi et al. 2011; McColgan und Tabrizi 2018). Vielversprechend ist der Nachweis 

des Neurofilament light proteins (NFL) im Blut, welches mit Gehirnatrophie sowie motorischen 

und kognitiven Auffälligkeiten korreliert (Byrne et al. 2017). Außerdem ist es möglich, mHTT 

in Monozyten nachzuweisen, was mit dem Ausmaß der Krankheit und der Atrophie des Nucleus 

caudatus korreliert (Weiss et al. 2012). mHTT kann ebenfalls im Liquor nachgewiesen werden 

und ist mit motorischer und kognitiver Funktion verknüpft (Wild et al. 2015).  

In der Literatur werden drei Formen von Morbus Huntington unterschieden: Der prämanifeste 

Typ, der juvenile/early-onset Typ und der adulte/late-onset Typ. Langbehn et al. (2004) beant-

worteten die Frage nach einem Vorhersagewert für das Erkrankungsalter – je kürzer die CAG-

Wiederholungen bei einem Patienten sind, desto später ist das Erkrankungsalter. Mit 40 CAG-

Basentripletts besteht mit 65 Jahren eine 100%ige Penetranz. Das mutierte Huntingtin ist aber 

nicht der alleinige Faktor für eine manifeste Erkrankung. Umweltfaktoren und genetische Fak-

toren, wie das Erkrankungsalter der Eltern und die mütterliche oder väterliche Vererbung (s. 

1.3.2, S. 10), spielen darüber hinaus eine Rolle. Der Einfluss dieser zusätzlichen Faktoren 

nimmt jedoch mit der Größe der CAG-Replikationen (> 44), aufgrund des starken Einflusses 

der Polyglutamin-Sequenzen, ab. Hieraus leitet sich eine größere Variabilität des Erkrankungs-

alters bei geringen CAG-Wiederholungen ab. Viele Studien beschäftigten sich mittlerweile mit 

dem prämanifesten Typ (Paulsen et al. 2008). 15 bis 20 Jahre vor einem manifesten Morbus 

Huntington können Einschränkungen in der Motorik wie z. B. reduzierte Fingerbewegungen 

(Paulsen et al. 2008), kognitive Einschränkungen wie eine verlangsamte Informationsverarbei-

tung oder die Deutung visueller Wahrnehmungen (Diamond et al. 1992; Kirkwood et al. 1999; 

Duff et al. 2010), psychische Störungen wie Angststörungen oder Depression (Nehl et al. 2001; 

Marshall et al. 2007), reduziertes Riechvermögen (Moberg et al. 1987; Paulsen et al. 2008) 

sowie bildmorphologisch vermindertes striatales Volumen (Aylward et al. 2004; Tabrizi et al. 

2009) nachgewiesen werden. Dies verdeutlicht die Komplexität dieses Krankheitsbildes und 

nur die Analyse aller Symptombereiche sollte als Grundlage für die Vorhersage einer möglichst 
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akkuraten individuellen Prognose herangezogen werden (Marshall et al. 2007; Paulsen et al. 

2008; Tabrizi et al. 2009; Duff et al. 2010).  

 

Abbildung 10: Progression von Morbus Hunting-

ton. Das mittlere Erkrankungsalter ist 40 Jahre. 

Leichte Symptome beginnen schon Jahre vor einer 

manifesten motorischen Auffälligkeit. Die motori-

schen Symptome korrelieren mit striataler Atro-

phie und können als Prädiktor gesehen werden. 

Chorea ist oft das erste motorische Symptom, ge-

folgt von Bradykinesie, Koordinations- und 

Gangstörungen (motor impairment). In jungen 

Jahren gibt es vermutlich noch reversible Phasen 

und die Prodromalsymptome werden durch neuro-

nale Dysfunktion bestimmt. Im späteren Krank-

heitsverlauf ist der  neuronale Zelltod in vulnerab-

len Regionen des Gehirns vorherrschend und kor-

reliert mit der Ausprägung der Krankheitssymp-

tome (Ross und Tabrizi 2011). 

Zusammenfassend verdeutlicht Abbildung 10, S. 15 den Krankheitsverlauf von Morbus 

Huntington. Das durchschnittliche Erkrankungsalter ist 40 Jahre und führt innerhalb von 15 bis 

20 Jahren zum Tod. Die Chorea ist oft ein prominenter Indikator für die Erkrankung, gefolgt 

von einer späteren Bradykinesie, Koordinations- und Gangstörungen und Rigidität (= motor 

impairment) (Rosenblatt et al. 2003). Ursächlich hierfür ist u. a. der Untergang der MSN (s. 

1.3.2, S. 10). Außerdem wird eine Phase der neuronalen Dysfunktion vor der Apoptose vermu-

tet. Geistige und kognitive Einschränkungen wie mangelnde Emotionserkennung, geistige Ver-

langsamung und Wahrnehmungsstörungen gehören zur frühen und späten Phase der Hunting-

ton-Krankheit. Darüber hinaus gibt es vielfältige neuropsychiatrische Symptome. Apathie, 

Angststörung, Reizbarkeit, Depression, Zwangsstörungen und Psychosen gehören dazu. Die 

Apathie ist hierbei, begründet durch den Mangel an Therapiemöglichkeiten, das verbreitetste 

Symptom. Im Gegensatz dazu finden bei Depressionen oder Angststörungen Antidepressiva 

oder Antipsychotika Anwendung (van Duijn et al. 2014; McColgan und Tabrizi 2018). Jahre 

vor dem Ausbruch der Krankheit wird eine reversible Phase der neuronalen Dysfunktion ver-

mutet – diese reversible Phase gibt Hoffnung auf einen Therapieansatz (Ross und Tabrizi 2011). 
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1.3.4 Therapie 

Für die neurodegenerative Erkrankung Morbus Huntington gibt es keine kurative Therapie. So 

vielfältig wie die in Abbildung 9, S. 13 beschriebenen Auswirkungen des mHTT, sind auch die 

Therapieansätze. Die nicht-genetischen Therapieansätze mit Auswirkungen auf die Apoptose, 

den intra- und interzellulären Transport, die Mitochondrienfunktion, den BDNF-Funktionsver-

lust, die Excitotoxizität und die Neuroprotektion wurden in Studien getestet und führten zu 

frustranen Ergebnissen (Wyant et al. 2017). Das optimale Management von Morbus Huntington 

besteht aus einem interdisziplinärem Team aus Ärzten, Krankenschwestern, Physiotherapeuten, 

Logopäden und anderen Professionen (McColgan und Tabrizi 2018). Im Laufe der Jahre ist 

stets eine Anpassung und Optimierung der Therapie für den Patienten anzustreben. Trotz inten-

siver Forschung bleibt die medikamentöse Therapie limitiert. Der Haupttherapieansatz beruht 

auf der symptomatischen Behandlung der führenden Symptome (Wyant et al. 2017). Tetraben-

azin und Tiaprid sind beispielsweise die gängigsten Medikamente zur Behandlung von Hyper-

kinesien (Saft C. et al. 2017). Viele andere Ansätze der krankheitsmodifizierenden Therapie (z. 

B. Medikamente mit dem Gene-silencing-Ansatz) sind in präklinischer Forschung (Wyant et 

al. 2017). Das Ziel sollte es sein den Krankheitsbeginn und die Progression zu verlangsamen, 

um den Patienten ein längeres, lebenswertes Leben zu bieten (Paulsen et al. 2008). 

Trotz gegenwärtig noch limitierter Therapiemöglichkeiten ist Chorea Huntington im Vergleich 

zu anderen neurodegenerativen Erkrankungen genetisch vorhersehbar. Studien können deswe-

gen eine Möglichkeit zur frühen Intervention bieten. Darüber hinaus kann hier ein Vorteil für 

prävalentere Erkrankungen wie Morbus Alzheimer oder Morbus Parkinson gewonnen werden 

(Ross und Tabrizi 2011). 

1.4 Riecheinschränkungen bei Morbus Huntington und anderen neurodegenerativen 

Krankheiten 

Die olfaktorische Funktion des Menschen nimmt mit steigendem Lebensalter, besonders ab 

dem 50. Lebensjahr, stetig ab (Venstrom und Amoore 1968; Doty et al. 1984). Die Gründe 

hierfür sind multifaktoriell und u. a. durch Degeneration des Riechepithels (Nakashima et al. 

1984), etliche virale Infekte (Deems et al. 1991), toxische Düfte, Kopfverletzungen und Kalzi-

fizierung um die Lamina cribrosa (Krmpotić-Nemanić 1969; Doty 1989; Deems et al. 1991) 

bedingt. Weitere neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Parkinson (Ansari und Johnson 

1975), Morbus Alzheimer (Serby et al. 1991), Morbus Niemann-Pick (Hovakimyan et al. 2013) 

und Multiple Sklerose (Zivadinov et al. 1999) sind mit Dysosmie gekennzeichnet. Bei Morbus 
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Parkinson und der Alzheimer Krankheit sind Riechstörungen ein früher Indikator und diagnos-

tisches Mittel für eine spätere Manifestation der Krankheit (Doty 1989; Barresi et al. 2012). 

Das olfaktorische System wurde ebenfalls an Niemann-Pick Typ C1 (NPC1-defizienten) Mäu-

sen untersucht. Eines der ersten Symptome war eine Einschränkung des olfaktorischen Systems 

(Hovakimyan et al. 2013). Bei früher Detektion ist ein therapeutischer Ansatz mit resultierender 

Normalisierung des Riechvermögens möglich (Meyer et al. 2018). Witt et al. (2018) beschrie-

ben den Einfluss von NPC1 auf das VNO und die Riechschleimhaut. Vomeronasale Rezeptor-

neurone waren im Gegensatz zu olfaktorischen Rezeptorneuronen weniger empfindlich für eine 

NPC1-Pathologie. Im Vergleich zu einer Wildtypgruppe war im VNE eine erhöhte Regenera-

tionsfähigkeit darstellbar. Bei der Huntington-Krankheit konnte schon vor 30 Jahren gezeigt 

werden, dass bei der frühen Form der HD die olfaktorische Komponente vor verbalen und vi-

suellen Systemen eingeschränkt ist (Moberg et al. 1987). Die Forschungsergebnisse von Barrios 

et al. (2007) haben verdeutlicht, dass nicht ausschließlich das olfaktorische Epithel für die Hy-

posmie verantwortlich ist, sondern zusätzlich zentrale Bereiche wie der Nucleus caudatus, der 

Gyrus parahippocampalis, der entorhinale Kortex und der Thalamus an den Veränderungspro-

zessen beteiligt sind. Riechtests ergaben, dass die Geruchserkennung und -differenzierung wie 

bei der Alzheimer-Krankheit signifikant reduziert ist, jedoch das Geruchswiedererkennungsge-

dächtnis nicht beteiligt ist (Nordin et al. 1995; Bacon Moore et al. 1999). Dies könnte laut einer 

Mausstudie von Lazic et al. (2007) an Veränderungen wie geringerer Zellmigration, reduzierter 

Neurogenese oder veränderter Plastizität im primär olfaktorischen Kortex liegen. An einem 

Mausmodell konnte außerdem gezeigt werden, dass sich im Striatum, dem Globus pallidus und 

verschiedenen Schichten des Kortex Aggregate anreichern, welche für ein frühes sensorisches 

Defizit verantwortlich sein können. Arrasate et al. (2004) widersprachen allerdings mit ihren 

Ergebnissen dieser Hypothese. Die Aggregate wirken sich sogar protektiv auf das Zellüberle-

ben aus, indem freies HTT gebunden und unschädlich gemacht wird. Zusätzlich konnten in 

Regionen mit früher Pathologie erhöhte Dopaminspiegel gemessen werden, welche die Rolle 

von Dopamin an der Krankheitsentstehung bekräftigen (Menalled et al. 2003).   

1.5 Fragestellungen der Dissertation 

Mit dieser Arbeit sollte die Auswirkung von Morbus Huntington bei Ratten verschiedenen Alters 

auf das vomeronasale Organ (VNO) bzw. das vomeronasale Epithel (VNE) untersucht werden. 

Als Grundlage für diese Studie diente das BACHD (Bacterial artificial chromosome huntington 

disease)-Rattenmodell der transgenen Linie 22 (TG22) aus Tübingen. In vorangegangenen Stu-

dien an den transgenen Linien 5 und 9 von Yu-Taeger et al. (2012) erwies sich dieses BACHD-
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Rattenmodell als geeignetes Modell, um den Pathomechanismus von Morbus Huntington besser 

zu verstehen. Es wurde eine transgene Gruppe in zwei Altersstufen mit einer Wildtyp-Kohorte 

des gleichen Alters verglichen. Im Folgenden sind die zentralen Fragen der vorliegenden Dis-

sertation aufgeführt:  

⚫ Hat die Erkrankung Morbus Huntington in der TG22 des BACHD-Rattenmodells einen 

Einfluss auf das VNO? 

⚫ Ist die TG22 des BACHD-Rattenmodells olfaktorisch auffällig? 

⚫ Ist die TG22 des BACHD-Rattenmodells ein sinnvolles Modell, um die Chemosensorik 

bei Morbus Huntington weiter zu untersuchen? 

⚫ Gibt es einen altersabhängigen Unterschied zwischen den transgenen Tieren und der Kon-

trollgruppe? 

⚫ Sind prämortale Gewichtsunterschiede zwischen kranken und gesunden Tieren messbar? 

Hierzu wurden immunhistochemische Untersuchungen durchgeführt. Das VNE wurde hinsicht-

lich neuronaler Eigenschaften, des Zellumsatzes (Proliferation und apoptotischer Aktivität) und 

Invasion von Makrophagen und untersucht. Die nachfolgenden Fragestellungen zur immunhis-

tochemischen Untersuchung dienten als Grundlage für die durchgeführte Studie: 

⚫ Ist die Anzahl reifer vomeronasaler Rezeptorneurone (VRN) in Jungtieren höher als in äl-

teren Tieren? 

⚫ Haben kranke Tiere generell weniger reife VRN als gesunde? 

⚫ Wie ist das Verhältnis von reifen und unreifen VRN in den beiden Altersgruppen und hat 

Morbus Huntington einen Einfluss auf die Verteilung? 

⚫ Proliferieren die Zellen in einer kranken Population kompensatorisch stärker als in einer 

gesunden? 

⚫ Sinkt die Anzahl an proliferierenden Zellen mit dem Alter? 

⚫ Gibt es apoptotische Zellen im VNE und wenn ja, gibt es Unterschiede zwischen kranken 

und gesunden und jungen und alten Tieren? 

⚫ Gibt es Makrophagenaktivität im VNE und wenn ja, gibt es Unterschiede zwischen kran-

ken und gesunden und jungen und alten Tieren? 
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2 Material und Methoden 

2.1 Versuchstiere 

Für diese Studie wurde die transgene Linie 22 (TG22) des von Yu-Taeger et al. (2012) be-

schriebenen transgenen BACHD (Bacterial artificial chromosome huntington disease)-Ratten-

modells verwendet, die von Prof. Olaf Rieß aus dem Institut für medizinische Genetik der Uni-

versitätsmedizin Tübingen zur Verfügung gestellt wurde. Die bacterial artificial Chromosomen 

wurden in die Oozyten von Sprague Dawley Ratten injiziert. Dieses Modell enthält das humane 

Huntingtin (HTT)-Gen in voller Länge mit 97 CAG/CAA-Wiederholungen sowie alle regula-

torischen Elemente. Das zur Generierung verwendete 240 kb RP11-866L6 bacterial artificial 

chromosome wurde durch Ersetzung des HTT Exon 1 durch mutiertes HTT Exon 1 (mHTT) 

mit 97 CAA/CAG-Trinukleotid-Wiederholungen und durch das Einfügen zweier Exon 1 flan-

kierender loxP-Sequenzmotive modifiziert (Gray et al. 2008; Yu-Taeger et al. 2012) (s. Abbil-

dung 11, S. 19 und Abbildung 12, S. 20). 

 

Abbildung 11:  Der molekulare Aufbau der BACHD-Ratten. Das bacterial artificial chromosome (BAC) be-

steht aus 170 kb von dem HTT Lokus mit 20 kb upstream und 50 kb downstream flanking Sequenzen. Das mu-

tierte HTT Exon 1 enthält 97 CAA/CAG-Trinukleotide und wird von zwei loxP eingegrenzt (Yu-Taeger et al. 

2012). 
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Abbildung 12:  Vergleich der mHTT-Expression von verschiedenen Ratten Linien mit der BACHD-Maus 

im Westernblot.  Die transgene Linie 22 (LY-022) weist eine leicht stärkere fl-mHTT-Expression als die 

BACHD-Maus auf (Yu-Taeger et al. 2012). 

Im Vergleich zu den bekannten BACHD-Mausmodellen (Gray et al. 2008; Abada et al. 2013), 

zeigten Ratten eine höhere Auffassungsgabe und Lernbereitschaft. Dadurch wurden bei den 

Rattenmodellen kleinere kognitive Defizite besser sichtbar. Außerdem haben Ratten eine grö-

ßere Hirnmasse als Mäuse, wodurch die Präparation einfacher ist und die Strukturen zur Aus-

wertung größer sind. Die Rattenmodelle zeigten eine robuste sowie früh einsetzende und fort-

schreitende Form von Morbus Huntington und sind deswegen sehr gut geeignet, um den Me-

chanismus der Krankheit besser zu verstehen (Yu-Taeger et al. 2012). 

Für die Versuchsreihe wurden jeweils sechs männliche Wildtyp-Ratten (HD-/-) im postnatalen 

Alter von drei Tagen mit sechs transgenen männlichen Ratten (HD+/-) derselben Anzahl und 

desselben Alters verglichen. Für die sechs Monate alten Ratten sind ebenfalls sechs männliche 

Wildtypen mit sechs männlichen BACHD-Ratten verglichen worden (s. Tabelle 1, S. 20). In 

diesem Forschungsprojekt wurden nur männliche Tiere eingeschlossen, da sie phänotypisch 

stärker ausgeprägt sind (Yu-Taeger et al. 2012).  

Tabelle 1:  Anzahl der Versuchstiere: HD-/- = Wildtyp; HD+/- = transgene Ratte 

 3 Tage  6 Monate  Gesamtanzahl 

HD-/- 6 6 12 

HD+/-  6 6 12 
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2.2 Tierhaltung 

Die Herkunft der Tiere ist in 2.1, S. 19 beschrieben. Die Paarung von einem Wildtyp (-/-) Weib-

chen erfolgte mit einem transgenen (+/-) Männchen. Die Tiere wurden in Käfigen Typ III er-

höhter Ausführung von Ehret (Maße: 265 x 180 x 420 mm) am Institut für Anatomie der Uni-

versitätsmedizin Rostock gehalten und dort später aufbereitet. Bei einer Umgebungstemperatur 

von 22 ± 2 °C wurde ein Tag-/Nacht-Rhythmus von jeweils zwölf Stunden eingestellt. Trink-

wasser stand den Tieren unbegrenzt zur Verfügung. Im 24-Stunden-Rhythmus sind die Ratten 

mit pulverisiertem Pelletfutter Ssniff der Firma Soest ernährt worden. Die Jungtiere wurden 

nach 21 Tagen von ihrer Mutter getrennt und nach Geschlechtern und Versuchsgruppen sepa-

riert. Für diese Versuchsreihe wurden aus den in 2.1, S. 19 aufgeführten Gründen nur männliche 

Ratten verwendet. Am gleichen Tag erfolgte auch die Genotypisierung mit einer Biopsie aus 

der Schwanzspitze durch einen Mitarbeiter des Instituts für Medizinische Genetik der Univer-

sitätsmedizin Rostock. Die Versuchsgruppen setzten sich dann aus jeweils sechs homozygoten 

Kontrolltieren (HD-/-) pro Altersgruppe und sechs heterozygoten Tieren (HD+/-) zusammen. Zur 

Bestimmung der Proliferation erfolgte zwei Stunden vor der Tötung der Tiere die intraperitone-

ale Injektion von 0,05 mg pro Gramm Körpergewicht 5-Brom-2´-desoxyuridin (BrdU). 

Alle Experimente sind nach den gültigen gesetzlichen Richtlinien durchgeführt worden. Die 

Genehmigung des zuständigen Landesamtes für Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fi-

scherei Mecklenburg-Vorpommern trägt die Nummer: 7221.3-1-047/14. 

2.3 Bestimmung des Körpergewichts 

Um den Einfluss von Morbus Huntington auf das Körpergewicht zu untersuchen, wurden alle 

Versuchstiere am letzten Lebenstag gewogen. 

2.4 Präparation und Gewebeaufbereitung 

Die Tötung der Ratten erfolgte zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Zwölf Tiere (sechs Wildtypen 

und sechs transgene Tiere) wurden nach drei postnatalen Tagen (P3) und zwölf Tiere nach sechs 

postnatalen Monaten (6Mo) getötet. Den P3-Tieren wurde mittels scharfer Schere der Kopf 

abgetrennt. Anschließend erfolgte die Entfernung des Unterkiefers und der Zähne, mit folgen-

der vorsichtiger Ablösung der Haut und Unterhaut vom Schädel. Zur Fixation wurden die Na-

tivpräparate mindestens eine Woche in 3,7 % Paraformaldehyd (PFA, 0,1 M PBS, pH 7,4) 

überführt und zur Entkalkung ein bis zwei Wochen bei 37 °C in 1 % EDTA-Lösung im Brut-

schrank gelagert. Die älteren Tiere wurden mit Ether narkotisiert und bekamen anschließend 
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einen 1 ml/100 g Körpergewicht „Mausmix“ (Ketamin® und Rompun®) intraperitoneal inji-

ziert. Danach erfolgte die Eröffnung des Brustkorbes und der Bauchhöhle und die Spülung der 

linken Herzkammer mit 4 °C kalter 0,9%iger Natriumchlorid-Lösung. Anschließend wurde das 

Corpus zu Fixierung mit 4 °C kaltem 3,7%igem PFA perfundiert. Als nächstes wurden die Tiere 

dekapitiert, der Unterkiefer mit den Zähnen entfernt und die Haut mit Unterhaut vom Kopf ab 

präpariert. Die restlichen Körperteile fanden für diese Studie keine Verwendung. Nach Ab-

schluss der Präparation des Schädels wurden alle Gewebeproben weitere drei bis vier Tage in 

3,7%igem PFA nachfixiert und einen Monat lang bei 37 °C in 1%iger EDTA-Lösung im Brut-

schrank entkalkt. Nach der Entkalkung sind die Gewebeproben in Paraffin eingebettet worden. 

Hierzu erfolgte die Dehydratation der Präparate in der Histokinette in aufsteigender Alkohol-

reihe bis zum Xylol und die anschließende Einbettung in Paraffin.  

2.5 Präparateauswahl 

Aus den Paraffinblöcken wurden am Mikrotom 10 µm dicke Frontalschnitte des Gesichtsschä-

dels angefertigt. Anschließend erhielten die ersten zehn Objektträger jeweils ein Präparat. Die 

nächsten zehn Schnitte wurden an zweiter Stelle der jeweiligen Objektträger positioniert. Diese 

Durchführung erfolgte so lange, bis vier Paraffinschnitte auf einem Objektträger waren. Dem-

entsprechend hatten die Präparate auf einem Objektträger einen Abstand von 100 µm (s. Ab-

bildung 13, S. 23). Der erste Objektträger einer Zehnerreihe wurde mit Hämatoxylin-Eosin ge-

färbt. Die Festlegung des Startpunktes für die Immunhistochemie des VNO erfolgte anhand der 

Nativpräparate unter dem Mikroskop. Ein Startpunkt wurde festgelegt, wo vergleichbare, kleine 

Volumina des VNO sichtbar waren. Bei den Dreitagestieren wurde im Abstand von 250 µm ein 

Schnitt immunhistochemisch markiert, insgesamt sieben. Die Proben der Sechsmonatstiere sind 

aufgrund der größeren Volumina im Abstand von 750 µm immunhistochemisch behandelt wor-

den. Die Gesamtzahl der Schnitte betrug sieben. Die Immunhistochemie erfolgte auf einem 

gesamten Objektträger, auf dem das auszuwertende Präparat lag. Die Reihenfolge von Antikör-

per gegen das Olfactory marker protein (OMP), Antikörpern gegen das 5-Brom-2´-desoxyuri-

din (BrdU), Antikörpern gegen das Protein gene product 9.5 (PGP 9.5) und Antikörpern gegen 

das Ionized calcium binding adapter molecule 1 (Iba1) war in allem Tieren die selbige. Die 

Immunreaktion mit Antikörpern gegen die aktivierte Caspase-3 (akt. Caspase-3) stellte eine 

Sonderrolle dar. Diese wurde aus technischen Gründen nur bei den älteren Tieren durchgeführt. 

Aufgrund der zu erwartenden geringen Zellzahl, erfolgte zur besseren Auswertung für jedes 

Tier alle 500 µm eine Immunreaktion von einem Schnitt – insgesamt zehn Proben. Pro Tier und 

Marker wurde ein Schnitt auf dem Objektträger zur Negativkontrolle belassen.  
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Abbildung 13:  Schneideprotokoll P3-Tier. Exemplarische Darstellung der Präparateauswahl bei einem P3-

Tier im 250 µm Abstand. Die in Rot dargestellten Schnitte wurden für die Auswertung verwendet. 

2.6 Histologische und immunhistochemische Verfahren 

2.6.1 Hämatoxylin-Eosin-Färbung  

Zunächst wurde mit dem jeweils ersten Objektträger einer Zehnerreihe wie in 2.5, S. 22 be-

schrieben zur morphologischen Übersicht eine Hämatoxylin-Eosin-Färbung (Protokoll s. 9.1, 

S. 91) durchgeführt. Hämatoxylin bildet im Zusammenspiel mit Luft und wässriger Lösung 

stark basische Chelate von blauer Farbe. Diese werden von azidophilen Zellstrukturen wie 

DNA oder RNA gebunden. Eosin ist ein saurer, rötlicher Farbstoff und wird von basophilen 

Plasmaproteinen gebunden. Dadurch wird ein guter Farbkontrast zwischen Zellkern (blau) so-

wie Zytoplasma und Intrazellulärsubstanz (rot) erzeugt (Pschyrembel und Arnold 2012; Sauer-

most und Freudig 1999). 

2.6.2 Immunhistochemische Verfahren 

Das Prinzip der Immunhistochemie beruht auf der Affinität von Antikörpern zu einem Epitop 

als Antigen-Antikörper-Reaktion. Diese Antikörper sind meist mit einem Detektionssystem ge-

koppelt, um sein Vorhandensein sichtbar zu machen. In der vorliegenden Arbeit wurde zu-

nächst ein mono- oder polyklonaler Primärantikörper verwendet. In einer zweiten Stufe erfolgte 

die Zugabe eines artfremden Sekundärantikörpers, welcher gegen die Fc-Fragmente des ersten 

Antikörpers gerichtet war. Durch dieses mehrstufige Verfahren wird der Nachweis sensitiver. 

Anschließend wurde der Sekundärantikörper mit Biotin, dem Vitamin H, markiert. Biotin be-

sitzt eine sehr starke Affinität zu Avidin, welches ein Glykoprotein aus dem Hühnereiweiß ist. 
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Durch diese große Anzahl von Markern, die an das Epitop des Antigens binden, wird die Sen-

sitivität weiter erhöht (s. Abbildung 14, S. 24).  Durch eine hinzugefügte Peroxidase war es 

möglich, das Chromogen 3,3´, 4,4´-Tetraaminobiphenyltetrahydrochlorid (= Diaminobenzidin 

(DAB)) in ein braunes Farbprodukt umzusetzen. Es ist ein wasserunlösliches Präzipitat, das in 

normalem Licht detektiert werden kann. Um eine Hintergrundfärbung aufgrund von endoge-

nem Biotin, Nekrosen o. ä. möglichst zu vermeiden, wurden verschiedene Techniken ange-

wandt. Normalserum ist zur Verringerung der hydrophoben und elektrostatischen Wechselwir-

kungen verwendet worden. Die endogene Peroxidaseaktivität wurde durch Substratzugabe 

kompetitiv gehemmt. Als nächstes erfolgte die Demaskierung der Präparate durch Mikrowel-

lenhitze. Damit konnten die Antigene für die Antikörper zugänglich gemacht werden. Die Per-

meabilität wurde gesteigert (Lang 2006). 

 

Abbildung 14:  Avidin-Biotin-Komplex. Der primäre Antikörper 

(schwarz) bindet an ein Epitop (Pfeile, basal). An dem primären An-

tikörper bindet wiederum ein Sekundärantikörper (weiß), an wel-

chen viele Avidin-Biotin-Enzym-Komplexe binden (Lang 2006). 

Im Folgenden wird der konkrete Ablauf der durchführten Immunhistochemie beschrieben. Die 

für die immunhistochemischen Reaktionen benötigten Gebrauchslösungen, Zitratpuffer und die 

phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) sind in Anhang unter 9.4, S. 96 detailliert aufgeführt. In 

Anlehnung an den Bericht von Kawagishi et al. (2015) wurden die Abstände, wie in 2.5, S. 22 

beschrieben, ausgewählt. Ein immunhistochemischer Durchgang beinhaltete den Zeitraum von 

zwei Tagen (Protokolle s. 9.2, S. 91). 

Die Entparaffinierung erfolgte in Xylol und in absteigender Alkoholreihe bis zum Aqua dest.. 

Danach wurden die Schnitte mit Zitratpuffer umgeben und je nach Antikörper unterschiedlich 

lang in der Mikrowelle vorbehandelt (s. Tabelle 2, S. 25). 
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Tabelle 2:  Verwendete Antikörper nach Gruppenalter 

Alter 

der 

Ratte 

1. Antikörper  

(hergestellt in)  

MAK/ 

PAK 

Hersteller  Verdün-

nung 

2. Antikörper Vorbehand-

lung mittels 

Mikrowelle 

P3 OMP (rabbit) PAK Sigma-Ald-

rich, Code 

No. 07889 

1 : 6000 Biotinylated Anti-Rab-

bit IgG (H+L) 1 : 200 

Vector Laboratories 

BA-1000 

5 Min. bei 

850 W + 5 

Min. bei 340 

W 

P3 BrdU (rat) MAK AbD Serotec, 

Code No. 

MCA2060 

1 : 1000 Biotinylated Anti-Rat 

IgG (H+L) 1 : 200 

Vector Laboratories 

Code No. BA-9400 

5 Min. bei 

680 W 

P3 PGP 9.5 (rab-

bit) 

PAK Merck KGaA, 

Code No. 

AB1761 

1 : 1000 Biotinylated Anti-Rab-

bit IgG (H+L) 1 : 200 

Vector Laboratories 

BA-1000 

5 Min. bei 

850 W + 5 

Min. bei 340 

W  

P3 Iba1 (rat) PAK Wako Pure 

Chemical In-

dustries, Code 

No. 019-

19741 

1 : 1000 Biotinylated Anti-Rab-

bit IgG (H+L) 1 : 200 

Vector Laboratories 

BA-1000 

2 Min. bei 

850 W 

6Mo OMP (rabbit) PAK Sigma-Ald-

rich, Code 

No. 07889 

1 : 6000 Biotinylated Anti-Rab-

bit IgG (H+L) 1 : 200 

Vector Laboratories 

BA-1000 

5 Min. bei 

850 W + 5 

Min. bei 340 

W 

6Mo BrdU (rat) 

 

 

MAK AbD Serotec 

Code No. 

MCA2060 

1 : 2000 Biotinylated Anti-Rat 

IgG (H+L) 1 : 200 

Vector Laboratories 

Code No. BA-9400 

5 Min. bei 

680 W 

6Mo Cleaved 

Caspase-3 (rab-

bit) 

 

PAK Cell Signaling 

Technology, 

Code No. 

9661S 

1 : 500 Biotinylated Anti-Rab-

bit IgG (H+L) 1 : 200 

Vector Laboratories 

BA-1000 

5 Min. bei 

680 W 

6Mo PGP 9.5 (rab-

bit) 

 

PAK Merck KGaA, 

Code No. 

AB1761-I 

 

1 : 1000 Biotinylated Anti-Rab-

bit IgG (H+L) 1 : 200 

Vector Laboratories 

BA-1000 

5 Min. bei 

850 W + 5 

Min. bei 340 

W 

6Mo Iba1 (rabbit) 

 

PAK Wako Pure 

Chemical In-

dustries, 

Code No. 

019-19741 

1 : 1000 Biotinylated Anti-

Rabbit IgG (H+L) 1 : 

200 

Vector Laboratories 

BA-1000 

2 Min. bei 

850 W 
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Nach der Denaturierung in der Mikrowelle wurden die abgekühlten Objektträger einzeln in 

einer Feuchtkammer aufgereiht und die vier Schnitte auf einem OT einzeln mit einem PAP-Pen 

umrandet. Danach erfolgte die Peroxidase-Hemmung mit 3%iger Salzsäure für 30 Minuten in 

der Feuchtkammer. Nach einem 15-minütigen Waschvorgang in PBS fand das Abblocken un-

spezifischer Bindungsstellen mit Normal goat Serum für eine Stunde in der Feuchtkammer statt. 

Danach wurden die Objektträger einmal kurz mittels Pipette und PBS abgespült und der Pri-

märantikörper in der jeweiligen Verdünnung (s. Tabelle 2, S. 25) mit einer Stammlösung auf-

getragen. Auf die Negativkontrollen ist nur die Stammlösung ohne Primärantikörper aufgetra-

gen worden. Zur Inkubation wurde die Feuchtkammer mit den Objektträgern und dem aufge-

tragenen Primärantikörper über Nacht im Kühlschrank positioniert. Die restlichen vorherge-

gangen und folgenden Inkubationen fanden bei Raumtemperatur statt. Am nächsten Morgen 

erfolgte eine erneute Waschung von drei mal fünf Minuten mit PBS. Nun wurde der Sekun-

därantikörper anti-rabbit bzw. anti-rat auf die Schnitte pipettiert und nach Inkubation von einer 

Stunde bei Raumtemperatur in der Feuchtkammer mit PBS abgespült. Als nächstes ist der Avi-

din-Biotin-Komplex (AB-Komplex) aufgetragen worden, welcher zuvor 30 Minuten auf einem 

Rührschüttler inkubierte. Nach einer Stunde Inkubation und Waschvorgang mit PBS wurden 

die Präparate unter dem Abzug für zwei bzw. vier Minuten mit DAB benetzt. Abschließend 

erfolgte die Waschung mit Aqua dest.. 

Pro Tier wurde, je nach Reaktivität des Markers, eine unterschiedliche Anzahl von Präparaten 

mit Hämatoxylin gegengefärbt. Bei einer hohen Zelldichte erschwerte die Gegenfärbung die 

stereologische Auswertung am Mikroskop, sodass teilweise darauf verzichtet wurde. Zur Ge-

genfärbung konnten die Objektträger nach der Waschung mit Aqua dest. in die hergestellte 

Hämatoxylin-Lösung (Protokoll s. 9.1, S. 91) eingetaucht werden und danach unter fließendem 

Leitungswasser gewaschen werden.  

Die Dehydratation erfolgte schrittweise vom Aqua dest. über die aufsteigende Alkoholreihe bis 

zum Xylol. Zum Schluss wurden die Präparate mit Depex und einem Objektgläschen eingede-

ckelt und damit konserviert.  

2.6.2.1 Olfactory marker protein (OMP) 

Olfactory marker protein (OMP) ist ein klassischer Marker für reife olfaktorische Neurone. Es 

verfügt über ein Molekulargewicht von 19 kDa und ist spezifisch für alle reifen olfaktorischen 

Neurone in verschiedenen Regionen von Wirbeltieren (Keller und Margolis 1975; Monti-Gra-

ziadei et al. 1977; Farbman und Margolis 1980; Farbman et al. 1998). Antikörper gegen OMP 

werden eingesetzt, um das olfaktorische System vom umliegenden und respiratorischen Epithel 
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zu unterscheiden. OMP spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation von olfaktorischen Neu-

ronen (Hartman und Margolis 1975; Menco 1989; Weiler et al. 1999a; Dibattista und Reisert 

2016). Die OMP-Expression ist bei vomeronasalen Rezeptorneuronen in Säugetieren schon 

lange bestätigt (Farbman und Margolis 1980) und seit kurzem im vorderen Septumbereich beim 

Menschen als Hinweis für ein akzessorisches olfaktorisches System postuliert (Gebhart et al. 

2019). Laut Bock et al. (2009) ist es jedoch wahrscheinlich, dass OMP unabhängig vom Reife-

grad der Neurone noch weitere Funktionen aufweist. In neueren Publikationen wurde aufge-

führt, dass OMP neben dem 19 kDa Monomer noch ein 38 kDa Dimer zeigte. Weiterhin ist das 

als zytoplasmatisch geltende Protein ebenfalls im Nukleus detektiert worden. Die abschlie-

ßende Funktion des OMP an der olfaktorischen Signaltransduktionskaskade ist noch nicht ge-

klärt (Koo et al. 2004). Studien bewiesen das Vorkommen von OMP-positiven Zellen auch im 

zentralen Nervensystem, dem Hypothalamus und in nicht olfaktorisch aktivem Gewebe wie 

dem Herzen, der Blase und der Schilddrüse von Mäusen. Dies lässt auf eine Verbindung zwi-

schen nervalem und endokrinem System schließen (Baker et al. 1989; Koo et al. 2005; Kang et 

al. 2015). 

2.6.2.2 5-Brom-2´-desoxyuridin (BrdU) 

Seit Mitte der 70er Jahre ist es möglich, mittels verschiedener Antikörper gegen 5-Brom-2´-

desoxyuridin (BrdU) proliferierende Zellen immunhistochemisch zu detektieren (Gratzner et 

al. 1975). Zuvor erfolgte über Jahre eine Autoradiographie mit dem Isotop 3H-Thymidin (Sirlin 

1958). BrdU ist ein Thymidinanalogon und wird während der Synthese-Phase des Zellzyklus 

in die DNA eingebaut. Die gängige Methode zur Untersuchung der neuronalen Zellmauserung 

wurde gleichermaßen in dieser Arbeit verwendet. BrdU ist kurz vor der Tötung intraperitoneal 

injiziert worden (Gratzner et al. 1975; Magaud et al. 1989; Weiler et al. 1999b; Giacobini et al. 

2000). BrdU wird im Riechepithel (main olfactory epithelium, MOE) verwendet, um prolife-

rierende Basalzellen darzustellen (Ohta und Ichimura 2001; Carter et al. 2004; Bock et al. 

2009). 

2.6.2.3 Caspase-3 und aktivierte (akt.) Caspase-3 

Caspase-3 (CPP-32, Apopain, Yama, SCA-1) ist ein Protein mit 32 kDa Größe und gehört zur 

Familie der Cystein-Proteasen. Es besteht aus zwei Untereinheiten und bildet dadurch einen 

Komplex. Eine hohe Expression findet sich in Lymphozyten. Durch die Proteaseaktivität, wel-

che besonders in Immunzellen zu finden ist, wird eine apoptotische Signalkaskade ausgelöst. 

Es konnte gezeigt werden, dass CPP-32 ein spezifisches interleukin-1ß-converting Enzym ist, 
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welches bei Säugetieren eine zentrale Rolle beim Zelltod spielt. Eine Überexpression von 

Caspase-3 oder anderen pro-apoptotischen Proteasen kann einen unspezifischen Zelltod auslö-

sen (Fernandes-Alnemri et al. 1994; Nicholson et al. 1995). Der hier verwendete Antikörper 

detektiert nicht die volle Länge von Caspase-3 oder anderen Caspasen, sondern identifiziert 

große Fragmente (17/19 kDa) aktivierter Caspase-3, welche aus der Spaltung nahe der Aspara-

ginsäure 175 (Asp175) entstehen (Cell Signaling Technology 2019a). Caspase-3, als Effektor-

Caspase, wird selbst durch Spaltung von Initiator-Caspasen wie Caspase-9, -8 und -10 aktiviert. 

Durch Proteolyse spielt Caspase-3 eine wichtige Rolle in der Apoptosekaskade (Cell Signaling 

Technology 2019c). In der vorliegenden Arbeit wird die aktivierte Caspase-3 vereinfacht als 

akt. Caspase-3 bezeichnet. 

2.6.2.4 Protein gene product 9.5 (PGP 9.5) 

Das protein gene product 9.5 (PGP 9.5) ist ein zytoplasmatisches Protein, das von einer großen 

Anzahl an Neuronen im peripheren und zentralen Nervensystem und im neuroendokrinen Sys-

tem exprimiert wird. Es verfügt über ein Gewicht von 27 kDa und macht 1 – 2 % der löslichen 

Hirnproteine aus (Thompson et al. 1983). PGP 9.5 gehört zur Familie der ubiquitin C-termina-

len Hydrolasen (Wilkinson et al. 1989).  Neben Neuronen wird sein Vorkommen in dem juxtag-

lomerulären Apparat der Niere, im Hoden und im Corpus luteum beschrieben. Es wird als eines 

der frühsten Neuron-spezifischen Gene, die während der Entwicklung des Nervensystems ex-

primiert werden, bezeichnet. Somit ist PGP 9.5 ein Marker für unreife und reife Neurone (Wil-

son et al. 1988; Schofield et al. 1995; Trowern et al. 1996). 

2.6.2.5 Ionized calcium binding adapter molecule 1 (Iba1) 

Ionized calcium binding adapter molecule 1 (Iba1) ist ein Protein mit dem Gewicht von 17 kDa. 

Iba1 gehört als Protein zur EF-Hand-Familie, einer Proteinfamilie, die Kalzium bindet (Imai et 

al. 1996; Cell Signaling Technology 2019b). Es wird als Adaptermolekül, das verschiedene 

Signalwege beeinflusst, betrachtet. Iba1 wird besonders im Hoden und in der Milz und etwas 

schwächer in Gehirn, Lunge und Nieren exprimiert. Im Gehirn exprimieren besonders Mikrog-

liazellen Iba1, aber keine Neurone. Die Expression von Iba1 steigt, wenn Mikrogliazellen oder 

Makrophagen aktiviert werden (Ito et al. 1998). Außerdem wird Iba1 als MHC-Klasse-III-Pro-

tein beschrieben, welches in monoblastischen Zellen exprimiert wird. Daher wird Iba1 als frü-

her Marker der sich differenzieren Zellen aus den Monozyten gesehen, welche besonders Mak-
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rophagen und Mikrogliazellen sind (Imai et al. 1996). Durch Aktinverlinkungen hat Iba1 eben-

falls Einwirkungen auf die Ausbildung des Zytoskeletts von Mikoglia/Makrophagen (Ohsawa 

et al. 2000; Sasaki et al. 2001; Kanazawa et al. 2002). 

2.7 Stereologische Auswertung 

Zur Vorbereitung der stereologischen Auswertung wurden die immunhistochemisch behandel-

ten Proben verblindet und ihnen Nummern zugeordnet. Alle vorbereiteten Proben der beiden 

Altersgruppen, bis auf PGP 9.5 der Jungtiere und akt. Caspase-3 bei den Sechsmonatstieren, 

sind einmal mittels Stereo Investigator 11.02.1 der Firma MBF Bioscience ausgezählt worden. 

Zur optischen Darstellung der Präparate wurde das Videomikroskop Modell BX51TF von 

Olympus verwendet. 

Die Stereologie wird in der Forschung genutzt, um aus Schnittproben (samples) absolute An-

zahlen oder nummerische Dichten zu schätzen. Ein Vorteil stellt die effiziente und reproduzier-

bare Arbeitsweise dar. Außerdem ist diese Methode nicht abhängig von Größe, Aussehen und 

Verteilung der Zellen. Für diese Arbeit wurde die Zählmethode Optical Fractionator genutzt 

(Protokoll s. 9.7, S. 98). Es ist eine Methode, um die Gesamtzellzahl (absolute Zellzahl) zu 

schätzen. Diese Zahl wird berechnet, nachdem die Zellen systematisch, randomisiert und in 

dreidimensionalen Zählrahmen quantifiziert worden sind. 

Zunächst wurden die Schnittdicke (hier 10 µm) und die zu bearbeiteten Proben definiert. Als 

nächstes erfolgte die Umrandung des auszuwertenden Bereiches (s. Abbildung 15, S. 30). Das 

vomeronasale Epithel (VNE) wurde beidseits zusammen betrachtet, da in vorherigen Studien 

an Mäusen (Witt et al. 2018) keine Unterschiede zwischen linkem und rechten VNE aufgezeigt 

werden konnten. Wegen der teils sehr geringen Zellzahl ergab dieses Vorgehen somit bessere 

statistische Ergebnisse.  
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Abbildung 15:  Umrandung des vomeronasalen Epithels (grüne Kontur) zu Beginn (A) und zum Abschluss 

(B), als Übersichtsbild (C) und mit Gitternetzlinien (D) mit der Umrandung von linkem und rechtem VNE zur 

Auswertung. 

Mithilfe dieser geschlossenen Kontur errechnete das Computerprogramm Stereo Investigator 

den Flächeninhalt bzw. das Volumen in der X- (Länge), Y- (Breite), Z- (Tiefe) Achse und legte 

über diesen Bereich ein zweidimensionales Gitternetz (s. Abbildung 15 D, S. 30).   

A B 

C D 
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Abbildung 16: Gitternetz mit ROI (Region of Interest) und 

grüner Einschluss- und roter Ausschlusslinie. Jeweils 

eine markierte Zelle (blaues Kreuz) im Einschluss- und 

Ausschlussbereich. 

Pro Marker sind hierfür unterschiedliche Abstände 

und Größen gewählt worden (s. Tabelle 3, S. 31). 

Die Auszählung fand immer nach demselben Mus-

ter mit zwei grünen Einschlusslinien und zwei ro-

ten Ausschlusslinien (Forbidden lines) statt. Im-

munhistochemisch markierte Zellen, welche die 

grünen Linien berührten, wurden mitgezählt und 

diejenigen, welche die roten Linien berührten, 

wurden ausgeschlossen (s. Abbildung 16, S. 31).  

Nur immunhistochemisch-positive neuronale Zellen im sensorischen Bereich des VNO wurden 

gezählt. Stützzellen sind vom restlichen Epithel diskriminiert und nicht in die Zählung einge-

schlossen worden. Diese Regeln verhinderten die doppelte Zählung und das Überschätzen der 

Zellzahl (MBF Bioscience 2019b, 2019c). 

Tabelle 3:  Counting Frames und Grid Size je nach Marker und Alter 

Alter des Tieres  Marker Counting Frame (µm) Grid Size (µm) 

P3 OMP 50 x 50 60 x 60 

P3 BrdU 50 x 50 60 x 60 

P3 Iba1 25 x 25 35 x 35 

6Mo OMP 60 x 60 70 x 70 

6Mo BrdU 50 x 50 60 x 60 

6Mo PGP 9.5 60 x 60 90 x 90 

6Mo Iba1 60 x 60 90 x 90 

 

  



32  Material und Methoden 

Der Optical fractionator berücksichtigt die numerische Zellzahl, welche mit einem Referenz-

volumen multipliziert wird.  Mit der folgenden Formel wurde die Gesamtzellzahl (N) errechnet:  

𝑁 = ∑ 𝑄−  ∙
𝑡

ℎ
∙

1

𝑎𝑠𝑓
∙

1

𝑠𝑠𝑓
 

 Q-: gezählte Zellen 

 t: Schnittdicke 

 h: Höhe des Zählrahmens 

 asf: Fläche des Zählrahmens 

 ssf: Fläche der Schnittregion  

Abbildung 17:  Formel zur Berechnung der Zellzahl mittels Optical fractionator (MBF Bioscience 2019a) 

Zu Beginn der stereologischen Auswertung erfolgte die Durchführung einer Pilotstudie, um die 

optimalen Zählparameter zu bestimmen. Die Studie war wegen der unterschiedlichen Marker 

und dessen Verteilung notwendig, da je nach Marker unterschiedlich viele Zellen im VNE reak-

tiv waren. Hier wurde versucht, den Fehlerkoeffizienten möglichst gering zu halten (CE < 0,05; 

coefficient of error). Deswegen musste beispielsweise bei Iba1, einem Marker bei dem mit we-

nigen Zählereignissen zu rechnen ist, die Grid Size, also der Abstand zwischen den Zählrahmen, 

und die Rahmengröße verringert werden. Die Ergebnisse der unterschiedlichen Altersgruppen 

waren aufgrund der stereologischen Auswertungstechnik miteinander vergleichbar. 

Die Präparate, welche bei den jungen Tieren mit anti-PGP 9.5 markiert wurden, konnten nicht 

stereologisch ausgewertet werden. Trotz zufriedenstellender Testversuche, war bei den Ver-

suchstieren die Hintergundfärbung und die Zellzahl so hoch, dass eine Quantifizierung nicht 

verlässlich war.  

Die Schnitte, die akt. Caspase-3-reaktiv waren, wurden aufgrund der zu erwarteten geringen 

Zellzahl nicht mittels Stereo Investigator ausgewertet (s. Abbildung 18, S. 33). Die Fehlerko-

effizienten wären wegen der vereinzelten Ereignisse zu hoch gewesen. Die Auszählung erfolgte 

deshalb bei akt. Caspase-3 nur semi-quantitativ. Wegen der besseren Auflösung wurde hierfür 

ebenfalls das Mikroskop von Olympus Modell BX51TF verwendet. Die Betrachtung des VNE 

erfolgte durch das Okular mit einer 20-fachen Vergrößerung. In seltenen, nicht eindeutigen 

Fällen, musste die 40-fache Vergrößerung oder die Fokussierung am Computerbildschirm zu 

Hilfe genommen werden. Pro detektierte Zelle wurde eine Strichliste geführt und die Verteilung 

der Zellen im VNE mit Punkten auf Papier dokumentiert.  
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Abbildung 18:  VNO mit akt. Caspase-3-Reaktion mit Hämatoxylin-Gegenfärbung. Umrandete Zellen sind 

akt. Caspase-3-reaktiv. Maßstab: 100 µm 
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3 Ergebnisse  

Die stereologisch ermittelten Daten wurden zunächst auf Normalverteilung getestet. Wegen 

inkonsistenter Normalverteilung und kleiner Stichprobenanzahl kam für die Auswertung der 

Mann-Whitney-U-Test zur Anwendung. Hierfür ist SPSS Version 25 verwendet worden. Die 

Erstellung der Säulendiagramme fand mit Microsoft Excel (2016) statt. Die Mittelwerte (M) 

wurden verglichen und die Standardabweichung des Mittelwertes (SEM) graphisch dargestellt. 

Gegenübergestellt wurden die Wildtypen (HD-/-) mit den transgenen Tieren (HD+/-) in den Al-

tersgruppen von drei Tagen (P3) bzw. sechs Monaten (6Mo). Eine Signifikanz ergab sich bei 

einem Signifikanzniveau p < 0,05 und wurde im Diagramm mit einem * für signifikant und 

„ns“ für nicht signifikant dargestellt. Die Rohdaten finden sich im Anhang unter 9.8, S. 99. Die 

Auswertung der akt. Caspase-3-Reaktivität erfolgte semi-quantitativ. Alle immunhistochemi-

schen Ergebnisse beinhalteten die Summe aus rechtem und linken vomeronasalen Epithel 

(VNE).  

3.1 Körpergewicht 

Um die Frage zu klären, ob die genetische Mutation das Körpergewicht der Versuchstiere be-

einflusst, wurden die Tiere prämortal mittels Präzisionswaage gewogen. Die ermittelten Daten 

wurden sowohl innerhalb der Altersgruppen als auch zwischen den Gruppen verglichen. 

Der Mann-Whitney-U-Test zeigte keinen signifikanten Unterschied des Körpergewichts bei 

den Jungtieren (p = 0,485). Der Mittelwert der Wildtypen (HD-/-) war 10 g (± 0,52) und HD+/- 

wies einen Mittelwert von 9,5 g (± 0,43) auf (s. Abbildung 19, S. 36). 
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Abbildung 19:  Körpergewicht im Vergleich P3 HD -/- und HD +/-. Kein signifikanter Unterschied (p = 0,485). 

n = 6 HD-/-, n = 6 HD+/- 

Der Vergleich der 6-Monatsratten zeigte bei dem Körpergewicht keinen signifikanten Unter-

schied (p = 0,132). Die Wildtypen hatten im Mittel ein Gewicht von 549 g (± 17,75) und die 

transgenen Tiere ein Gewicht von 489,2 g (± 27,12) (s. Abbildung 20, S. 36).  

 

Abbildung 20:  Vergleich des Körpergewichts der 6-Monatstiere zwischen HD-/- und HD+/-. Kein signifikan-

ter Unterschied (p = 0,132). n = 6 pro Kohorte 

Der Vergleich des Körpergewichts ergab in beiden Gruppen keinen signifikanten Unterschied. 

Bei den transgenen Tieren ist eine leichte Tendenz zu niedrigerem Körpergewicht anzunehmen. 
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Bei einer Stichprobenanzahl von sechs pro Gruppe kann dieses Phänomen möglicherweise zu-

fallsbedingt sein.  

Der Vergleich des Körpergewichts zwischen den verschiedenen Altersgruppen zeigte bei der 

Auswertung der Wildtypen und beim Vergleich der HD+/--Ratten eine Signifikanz von p = 

0,002. Dieser signifikante Unterschied war wachstumsbedingt zu erwarten – er wurde zur Voll-

ständigkeit dennoch aufgeführt (s. Abbildung 21, S. 37). 

 

Abbildung 21:  Übersicht des Körpergewichts: P3- und 6-Monatstiere mit Mittelwert, Standardabweichung 

des Mittelwertes und Signifikanzen. 

3.2 Histologische und immunhistochemische Verfahren 

3.2.1 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Die Hämatoxylin-Eosin-Färbung wurde als Übersichtsfärbung an Schnitten in 400 µm Abstän-

den pro Tier durchgeführt. Es zeigte sich kein Unterschied in der Kernmorphologie zwischen 

den HD-/- und HD+/--Ratten, kein altersabhängiger Unterschied sowie keine Apoptose- oder Nek-

rosezeichen (s. Abbildung 22, S. 38).      
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Abbildung 22:  Das VNO beim HD+/- P3-Tier (A) und beim HD+/- 6-Monatstier (B). Keine Unterschiede in 

Kernmorphologie, keine Nekrose- oder Apoptosezeichen. Hämatoxylin-Eosin, Maßstab 50 µm.   

   

3.2.2 Immunhistochemische Reaktionen 

3.2.2.1  Olfactory marker protein (OMP) 

Die Anzahl und das Verteilungsmuster der mit anti-OMP markierten Zellen wurde ausgewertet. 

OMP ist ein spezifischer Marker für reife olfaktorische bzw. vomeronasale Rezeptorneurone 

(VRN) (vgl. 2.6.2.1, S. 26). Es sollte evaluiert werden, ob es Unterschiede in der Anzahl der 

reifen VRN gibt und ob ein besonderes Verteilungsmuster der reaktiven Zellen erkennbar ist. 

Das Verteilungsmuster der OMP-reaktiven Zellen im VNE (s. Abbildung 23, S. 39) ähnelte den 

Beschreibungen von Farbman und Margolis (1980), Weiler und Benali (2005) und Rodewald 

et al. (2016). In beiden Altersgruppen war eine nukleäre Reaktion der reifen VRN zu finden. 

Die Verteilung bei den P3-Tieren war bei weniger Zellen ungeordneter. Besonders bei den 6-

Monatstieren fiel die typische Markierung der Dendriten nach apikal auf. Hier ließen sich OMP-

positive Mikrovilli darstellen. Weiterhin war die fehlende Anreicherung von OMP in der late-

ralen Proliferationszone am Übergang zum nicht-sensorischen Epithel zu beobachten. Dort be-

fanden sich unreife Neurone und folglich keine OMP-Anreicherung. Nach medial schloss sich 

eine Zone, in der sich junge, aber reife Neurone befinden, an. In dem Bild der 6-Monatstiere (s. 

Abbildung 23 D, S. 39) ist dieses sichtbar zu verzeichnen. Einen qualitativen Unterschied zwi-

schen HD-/- und HD+/- gab es nicht.   

  

A B 
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Abbildung 23:  Frontalschnitt durch das VNO. OMP-Nachweis. A: P3 HD-/- mit Hämatoxylin-Gegenfärbung. 

B: P3 HD+/- mit Hämatoxylin-Gegenfärbung. C: 6Mo HD-/-. D: 6Mo HD+/- mit Hämatoxylin-Gegenfärbung. 20-

fache Vergrößerung bei A-D. Maßstab: 100µm 

Die stereologische Auswertung ergab folgende Ergebnisse für OMP: 

Die Anzahl der reifen VRN der Dreitagestiere im VNE betrug im Mittel bei HD-/- = 214.335 

Zellen/mm³ (± 23.405) und bei HD+/- = 206.533 Zellen/mm³ (± 34.426). Der Unterschied in den 

Vergleichsgruppen war nicht signifikant (p = 0,94) (s. Abbildung 24, S. 40). 

A B 

C D 
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Abbildung 24:  Vergleich OMP-positive Zellen im VNE zwischen P3 HD-/- und P3 HD+/-. Kein signifikanter 

Unterschied (p = 0,94). n = 6 pro Gruppe 

Für die Wildtypen ergab sich bei dem Vergleich der älteren Tiere ein Mittelwert von 3.791.308 

Zellen/mm³ (± 1.814.059) und für die transgenen Ratten ein Mittelwert von 5.886.366 Zel-

len/mm³ (± 3.680.765). In einer Stichprobenanzahl von sechs Tieren pro Gruppe war dieser 

Unterschied mit einem Signifikanzniveau von p = 0,937 nicht signifikant (s. Abbildung 25, 

S. 40). 

 

Abbildung 25:  Vergleich OMP-positiver Zellen im VNE zwischen 6Mo HD -/- und 6Mo HD+/-. Kein signifi-

kanter Unterschied (p = 0,937). n = 6 pro Gruppe 
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Vergleicht man die Wildtypen untereinander, so waren die Unterschiede in dieser Kohorte, mit 

einem Signifikanzniveau von p = 0,002, signifikant. Gleiches galt für den Vergleich der 

Huntington-Ratten untereinander (s. Abbildung 26, S. 41).  

 

Abbildung 26:  Übersicht OMP: P3- und 6-Monatstiere mit Mittelwert, Standardabweichung des Mittelwer-

tes und Signifikanzen. 

3.2.2.2 5-Brom-2´-desoxyuridin (BrdU) 

Proliferierende Zellen können mit BrdU gut visualisiert werden (vgl. 2.6.2.2, S. 27 ). Das Ver-

teilungsmuster der BrdU-reaktiven Zellen unterschied sich in den beiden Altersgruppen. Wäh-

rend die Jungtiere eine gleichmäßige Verteilung basal und apikal über das ganze VNE besaßen, 

existierte bei den erwachsenen Tieren eine auffällige Anhäufung im lateralen Kompartiment, 

der Proliferationszone, mit einer Migration von basal nach apikal (s. Abbildung 27 E, S. 42). 

Bei allen Tieren war eine Reaktivität im nicht-sensorischen Epithel erkennbar. Bei den P3-

Tieren zeigten sich auch vereinzelt Zellen in der Stützzellschicht, welche aber in dieser Studie 

nicht ausgewertet wurden. Zwischen den Wildtypen und den transgenen Ratten war kein Un-

terschied im Verteilungsmuster festzustellen.  
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Abbildung 27:  Frontalschnitt durch das VNO. BrdU-Nachweis. A: P3 HD-/-, BrdU-positive Zellen sind ex-

pemplarisch jeweils mit einem Pfeil markiert. B: P3 HD+/-, BrdU-positive Zellen sind exemplarisch jeweils mit 

einem Pfeil markiert. C: 6Mo HD-/-. D: 6Mo HD+/-. Alle Bilder mit Hämatoxylin-Gegenfärbung und 20-facher 

Vergrößerung. E: Übersichtsbild bei 6Mo HD-/- mit BrdU-reaktiven Zellen im lateralen Kompartiment. 10-fache 

Vergrößerung und Hämatoxylin-Gegenfärbung. Maßstab: 100µm 

Die BrdU-positiven Zellen im VNE von den Dreitagestieren zeigen keinen signifikanten Un-

terschied (p = 0,485). Für die Kontrollgruppe konnte ein Mittelwert von 149.775 Zellen/mm³ 

(± 9.850) ermittelt werden. Die HD+/- -Ratten hatten hier mit M = 135.556 Zellen/mm³ (± 9.166) 

ähnliche Ergebnisse (s. Abbildung 28, S. 43). 

E 

A B 

C D 
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Abbildung 28:  Vergleich der BrdU-positiven Zellen im VNE zwischen P3 HD-/- und P3 HD+/-. Kein signifi-

kanter Unterschied (p = 0,485). n = 6 je Kohorte. 

Bei einem Tier in der 6-Monatswildtypgruppe war keine BrdU-positive Zelle in die stereologi-

schen Zählrahmen eingeschlossen, sodass eine statistische Auswertung nicht möglich war. Die-

ses Tier wurde bei der Auswertung nicht berücksichtigt. Der Mittelwert der 6-Monatswildtypen 

betrug, bei einer Stichprobenanzahl von fünf, 170.748 Zellen/mm³ (± 91.266). Die HD+/--Tiere 

hatten im Mittel 97.772 Zellen/mm³ (± 53.528). Im Mann-Whitney-U-Test zeigte sich bei einem 

p = 0,662 jedoch kein signifikanter Unterschied in der Proliferationsrate (s. Abbildung 29, S. 43). 

 

Abbildung 29:  Vergleich der BrdU-positiven Zellen im VNE der 6-Monatstiere zwischen HD -/- und HD +/-. 

Kein signifikanter Unterschied (p = 0,662). n (HD-/-) = 5; n (HD +/-) = 6 
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Für alle Kohorten war der Vergleich der Genotypen nicht signifikant. Das Signifikanzniveau 

der Kontrollgruppen lag bei p = 0,662, wohingegen für die transgenen Ratten der p-Wert von 

0,065 knapp über dem Signifikanzniveau lag (s. Abbildung 30, S. 44). 

 

Abbildung 30:  Übersicht BrdU: P3- und 6-Monatstiere mit Mittelwert, Standardabweichung des Mittelwer-

tes und Signifikanzen 

3.2.2.3 Aktivierte Caspase-3 (akt. Caspase-3)  

Mit der Immunhistochemie von akt. Caspase-3 als Apoptosemarker sollte untersucht werden, 

ob es zu vermehrtem Zelluntergang bei genotypischen Veränderungen kommt. Es wurden nur 

die älteren Tiere betrachtet, da eine ergänzende Immunhistochemie bei den Jungtieren im Nach-

hinein nicht mehr möglich war. 

Das Muster der wenigen akt. Caspase-3-Zellen im VNE unterschied sich bei den Huntington-

Ratten nicht von den Wildtypen (s. Abbildung 31, S. 45). Bei beiden Kohorten schien es so, als 

ob die Zellen von lateral nach medial migrieren. Der größte Anteil der apoptotischen Zellen 

war immer im lateralen Segment, am Übergang zum nicht-sensorischen Epithel, zu erkennen.  
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Abbildung 31:  Frontalschnitt durch das VNO. akt. Caspase-3-Nachweis. A: 6Mo HD-/-. B: 6Mo HD+/-. akt. 

Caspase-3 reaktive Zellen sind jeweils mit einem Pfeil markiert. Mit Hämatoxylin-Gegenfärbung und 20-facher 

Vergrößerung. Maßstab: 100 µm 

Die Summenanalyse der Apoptosezellen im VNE ergab zwischen den HD-/- und HD+/--Ratten 

(p = 0,937) keinen signifikanten Unterschied. Der Mittelwert für die Wildtypen der 6-Mo-

natstiere betrug 25 Zellen pro Tier (± 5). Höhere Werte ergaben sich bei den transgenen Tieren 

mit einem Durschnitt von 32,5 Zellen/Tier (± 12) (s. Abbildung 32, S. 45). Die hohe SEM 

begründete sich durch ein transgenes Tier, welches mit einer Gesamtzahl von 92 gezählten Zel-

len einen Ausreißer darstellte. Um die Stichprobenanzahl identisch zu halten, wurde das Tier 

in der Auswertung belassen.  

 

Abbildung 32:  Vergleich der Mittelwerte von akt. Caspase-3 im VNE der 6-Monatstiere zwischen HD-/- und 

HD+/-. Kein signifikanter Unterschied p = 0,937. n = 6 pro Kohorte. 
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3.2.2.4 Protein gene product 9.5 (PGP 9.5) 

Die PGP 9.5-Reaktivität stellt die Gesamtzahl der Neurone in verschiedenen Reifegraden dar 

(vgl. 2.6.2.4, S. 28). Ausgewertet wurden nur die 6-Monatstiere, wie in 2.7, S. 29 beschrieben. 

In Abbildung 33, S. 46 sind beide Altersgruppen dargestellt. Die Abbildung 33 A und B ver-

deutlichen das schwammige Bild der PGP 9.5 reaktiven Zellen, welche eine stereologische 

Quantifizierung der P3-Tiere unmöglich machte. Eine vermehrte Reaktion der Dendriten bis 

zum Lumen war erkennbar. 

Die Verteilung der PGP 9.5-markierten Zellen veränderte sich von rostral nach okzipital. Die 

Neurone proliferierten in den ersten Anschnitten hauptsächlich aus dem lateralen Segment ho-

rizontal Richtung Mitte (s. Abbildung 33 C, S. 46). Mit wachsender Distanz zum primären 

Schnitt wurde die Verteilung der Zellen mit der Beteiligung beider Segmente im Epithel homo-

gener (s. Abbildung 33 D, S. 46). Bei fast jedem Tier waren ergänzend vereinzelt PGP 9.5-

positive Zellen in der Stützzellschicht zu finden. Ein qualitativer Unterschied zwischen den 

Genotypen war nicht festzustellen. 

 -/- +/- 

P3 

  

6Mo 

  

Abbildung 33:  Frontalschnitt durch das VNO. PGP 9.5-Nachweis. A: P3 HD-/-. B: P3 HD+/-. C: 6Mo HD-/-. 

D: 6Mo HD+/-. Alle Bilder ohne HE- Gegenfärbung und in 20-facher Vergrößerung. Maßstab: 100 µm 

  

A B 

C D 



Histologische und immunhistochemische Verfahren  47 

Im Vergleich der Mittelwerte zeigte der Wildtyp eine deutlich geringere Zellzahl an PGP 9.5-

positiven Zellen mit 6.887.526 Zellen/mm³ (± 4.200.952). Im Gegensatz dazu wurden bei den 

transgenen Ratten 12.412.336 Zellen/mm³ (± 7.436.885) ausgezählt. Die älteren Tiere wiesen, 

trotz der erhöhten Zellzahl, keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zu den Jungtieren 

auf (p = 0,485) (s. Abbildung 34, S. 47). 

 

Abbildung 34:  Vergleich der PGP 9.5-positiven Zellen im VNE der 6-Monatstiere zwischen HD-/- und HD+/.   

Kein signifikanter Unterschied (p = 0,485). n = 6 pro Gruppe 

3.2.2.5 Ionized calcium binding adapter molecule 1 (Iba1) 

Die Immunhistochemie mit anti-Iba1 stellt im Allgemeinen Makrophagen/Mikroglia dar (vgl. 

2.6.2.5, S. 28). In diesen Versuchen sollte ermittelt werden, ob Iba1-positive Zellen im VNE 

nachgewiesen werden können und wie sich die Mutation der BACHD-Ratten und das unter-

schiedliche Alter auf die Zellzahl auswirkt. 

In den beiden Altersgruppen waren die wenigen Iba1-reaktiven Zellen über das gesamte VNE 

verteilt. Man konnte die Migration der Zellen von basal nach apikal und die Dendriten der Zel-

len durch die Gegenfärbung gut erkennen. Außerdem ließ sich die Stützzellschicht gut abgren-

zen. Ein qualitativer Unterschied zwischen HD-/-- und HD+/--Tieren war nicht zu erkennen.   
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Abbildung 35:  Frontalschnitt durch das VNO. Iba1-Nachweis. A: P3 HD-/-. B: P3 HD+/-. C: 6Mo HD-/-. D: 

6Mo HD+/-. Iba1-reaktive Zellen sind exemplarisch jeweils mit einem Pfeil markiert. Alle Bilder mit Hämatoxy-

lin-Gegenfärbung und 20-facher Vergrößerung. Maßstab: 100µm 

Durch die stereologische Auswertung konnte bei den Jungtieren ein signifikanter Unterschied 

(p = 0,026) gezeigt werden. Die HD-/--Ratten hatten im Durchschnitt 121.842 (± 6.253) Zellen 

pro mm³ VNE. Bei den HD+/--Tieren waren es nur 99.689 Zellen/mm³ (± 4.667) (s. Abbildung 

36, S. 49).  
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Abbildung 36:  Vergleich der Iba1-positiven Zellen im VNE zwischen P3 HD -/- und HD+/-. Signifikanter Un-

terschied (p = 0,026). n = 6 pro Gruppe 

Beim Wildtyp der 6-Monatstiere lag der Mittelwert bei 1.398.783 Zellen/mm³ (± 785.786), wo-

hingegen die transgenen Tiere einen Mittelwert von 719.521 n/mm³ (± 348.271) präsentierten. 

Dieser Unterschied war laut Mann-Whitney-U-Test mit einem p = 0,937 nicht signifikant (s. 

Abbildung 37, S. 49). 

 

Abbildung 37:  Vergleich der Iba1-positiven Zellen im VNE der 6-Monatstiere zwischen HD -/- und HD +/-. 

Kein signifikanter Unterschied p = 0,937. n = 6 pro Gruppe 
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Die unterschiedliche Expression von Makrophagen zwischen den Altersgruppen konnte in der 

Betrachtung aller Wildtypen (p = 1,00) und aller transgenen Tiere (p = 0,093) als nicht signifi-

kant bewertet werden (s. Abbildung 38, S. 50). 

 

Abbildung 38:  Übersicht Iba1: P3- und 6-Monatstiere mit Mittelwert, Standardabweichung des Mittelwer-

tes und Signifikanzen. 
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4 Diskussion 

In der vorliegenden Dissertation wurden die Auswirkungen von Morbus Huntington auf das 

vomeronasale Organ (VNO) untersucht. Hierfür wurden bacterial artificial chromosome 

huntington disease (BACHD)-Ratten der transgenen Linie 22 (TG22) verwendet und mit Wild-

typen verglichen. Neben dem Vergleich des Körpergewichts erfolgte eine immunhistochemi-

sche Analyse des vomeronasalen Epithels (VNE). Die Reaktivität von Antikörper gegen das 

Olfactory marker protein (OMP), Antikörpern gegen das 5-Brom-2´-desoxyuridin (BrdU), An-

tikörpern gegen die aktivierte Caspase-3 (akt. Caspase-3), Antikörpern gegen das Protein gene 

product 9.5 (PGP 9.5) und Antikörpern gegen das Ionized calcium binding adapter molecule 1 

(Iba1) wurde anhand von Dreitagestieren (P3) und Sechsmonatstieren (6Mo) analysiert. Bei 

OMP konnten zwischen den Altersgruppen und bei Iba1 innerhalb der Jungtiergruppe signifi-

kante Unterschiede festgestellt werden. Im Folgenden werden das Tiermodell, das Körperge-

wicht und die Ergebnisse der immunhistochemischen Reaktionen diskutiert. 

4.1 Tiermodell 

Morbus Huntington weist eine Prävalenz von 5,7 – 13,7 pro 100.000 Einwohner auf und ist bis 

heute eine unheilbare Erbkrankheit. Ursächlich ist eine CAG-Trinukleotid-repeat-Expansion im 

Huntingtin (HTT)-Gen auf Chromosom 4. Obwohl es in den letzten Jahren viele Fortschritte 

zum Verständnis der Krankheit gab, ist es bis heute nicht gelungen, einen verlässlichen kurativen 

Ansatz für diese Erkrankung zu finden (Pringsheim et al. 2012; McColgan und Tabrizi 2018).  

Aus diesem Grund sind weitere Tierversuche notwendig, um den Pathomechanismus genauer 

zu verstehen und Heilungsmethoden zu entwickeln. Ratten werden schon seit vielen Jahrzehn-

ten zur Erforschung verschiedener Krankheiten eingesetzt. Sie haben im Gegensatz zu Mäusen 

den Vorteil, dass sie robuster sind. Mit Ratten sind u. a. komplexere Verhaltenstests und ein 

Neuroimaging durchführbar (Hammer et al. 1990; von Hörsten et al. 2003; Liu et al. 2008). von 

Hörsten et al. entwickelten 2003 das erste Rattenmodell, welches die häufigste adulte, spät ma-

nifeste und langsam voranschreitende Form der Huntington-Krankheit am besten darstellt. Die 

Mausmodelle hatten den Nachteil, dass sie nur die juvenile, schnell progressive Form der 

Krankheit darstellten und mit ihnen keine Bildgebung durchgeführt werden konnte. Das Rat-

tenmodell von von Hörsten et al. (2003) wurde von Yu-Taeger et al. (2012) weiterentwickelt. 

Im Gegensatz zu den 51 CAG-repeats konnten 97 CAG/CAA-repeats mit allen regulatorischen 

Elementen generiert werden. Damit stellen die BACHD-Ratten eine Spezies mit der vollen 
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Länge des mutierten Huntingtin (fl-mHTT) dar (vgl. 2.1, S. 19). Sie ermöglichen auf der mole-

kularen und anatomischen Ebene und in den Verhaltensbereichen eine bessere Darstellung des 

humanen Krankheitsbildes. In der Literatur sind Versuchsreihen mit BACHD-Mäusen (Abada 

et al. 2013; Gray et al. 2008) und BACHD-Ratten der transgenen Linie 5 (TG5) (Clemensson 

et al. 2017; Manfré et al. 2016; Novati et al. 2018; Yu-Taeger et al. 2012; Yu-Taeger et al. 

2017; Novati et al. 2020) und der transgenen Linie 9 (TG9) (Yu-Taeger et al. 2017; Lessard-

Beaudoin et al. 2019) beschrieben. Sie werden hauptsächlich genutzt, da sie in der Western-

Blot-Analyse hohe mRNA-Expression für mutiertes HTT aufweisen (vgl. Abbildung 12, S. 20). 

Die mHTT-Expression der TG22 ist laut Abbildung 12, S. 20 vergleichbar zur TG9 und wurde 

der Universitätsmedizin Rostock in Kooperation mit der Universität Tübingen zur Verfügung 

gestellt. In der Versuchsreihe von Yu-Taeger et al. (2012) wurde die Expression von mHTT im 

Bulbus olfactorius illustriert. Sie ist bei der Linie TG5 reduziert und bei TG9 erhöht. Das vome-

ronasale Organ ist nicht untersucht worden. Weiterhin gibt es zur TG22 der BACHD-Ratten 

bis jetzt noch keine Publikationen. Plotkin und Surmeier (2015) kritisierten, dass das BACHD-

Modell keine frühe hyperkinetische Phase zeigt. Da diese Phase ein sensitiver Prädiktor beim 

Menschen ist, würden schneller fortschreitende Modelle wie CAG140 die menschliche Krank-

heitsentwicklung besser abbilden. Trotzdem ist das BACHD-Ratten- oder Mausmodell ein gän-

giges Modell, welches auch in aktuellen Studien als Grundlage dient (Nance 2017; Chang et al. 

2015; Chakroborty et al. 2020; Novati et al. 2020). Chakroborty et al. (2020) postlierten in ihren 

Untersuchungen an der TG5 des BACHD-Rattenmodells, dass Phosphodiesterase-9A-Inhibito-

ren ein möglicher therapeutischer Ansatz sind, um die striatale Funktion wiederhezustellen und 

damit die motorischen und kognitiven Symptome zu lindern. Dies zeigt, dass das BACHD-

Rattenmodell auch genutzt werden kann, um therapeutische Ansätze zu erforschen. Kurat et al. 

(2021) untersuchten erstmalig homozygote männliche und weibliche BACHD-Ratten. Obwohl 

weibliche homozygote BACHD-Ratten einen starken Phänotyp aufwiesen, wird von der weite-

ren experimentellen Verwendung abgeraten, da der Bruterfolgt sehr gering ist. Die Ergebnisse 

der homozygoten Männchen waren ähnlich zu den hemizygoten Männchen. In der vorliegenden 

Studie und der zitierten Literatur zum BACHD-Rattenmodell wurden jeweils hemizygote 

Männchen verwendet.  

Zusammenfassend ist das BACHD-Rattenmodell nach heutigem Stand der Forschung ein gutes 

Tiermodell, um die Auswirkungen der Huntington-Krankheit auf den Menschen zu beurteilen. 

Weiterhin kann dieses Modell auch genutzt werden, um therapeutische Interventionen zu erfor-

schen (Chakroborty et al. 2020). Jedoch gibt es unterschiedliche Ausprägungen und Formen 

der Krankheit, sodass eine direkte Übertragbarkeit auf alle betroffenen Menschen nicht möglich 
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ist (von Hörsten et al. 2003; McColgan und Tabrizi 2018). Die TG22 der BACHD-Ratten be-

sitzt anhand der in Abschnitt 3 geschilderten Ergebnisse bei vorhandener Mutation keinen ol-

faktorischen Phänotyp. Zur Vergleichbarkeit der Linie wären Untersuchungen am Bulbus ol-

factorius aufschlussreich. 

4.2 Körpergewicht 

Mit dem Vergleich des Körpergewichts der Ratten sollte ein möglicher Unterschied zwischen 

Wildtyp (HD-/-) und transgenen (HD+/-) Ratten detektiert werden. Es wurde jedoch kein signi-

fikanter Unterschied festgestellt. Diese Resultate decken sich mit den Erkenntnissen von Yu-

Taeger et al. (2012), die in Tübingen alle 18 Rattenlinien (inklusive TG22) getestet hatten. Es 

konnte in keiner der in Tübingen getesteten Rattenlinien ein erhöhtes oder erniedrigtes Körper-

gewicht im Vergleich zum Wildtyp nachgewiesen werden. Bei den mutierten Ratten war aber 

ein erhöhter Körperfettanteil festgestellt worden. Die genaueren Untersuchungen an Linie TG5 

ergaben ein reduziertes Organgewicht, welches keinen Einfluss auf das Gesamtgewicht besaß. 

Auffällig war, dass in vorangegangenen BACHD-Mausstudien die Mäuse an Körpergewicht 

zunahmen, was zum einen auf erhöhte Level an mHTT und zum anderen auf erhöhte Plasma 

IGF-1 Spiegel zurückgeführt wurde. Dabei sei das erhöhte Körpergewicht nicht mit einer er-

höhten Nahrungszufuhr zu begründen. Es wird eine Zunahme des totalen Fettes und eine Zu-

nahme der fettfreien Masse beschrieben (van Raamsdonk et al. 2006; Pouladi et al. 2012).  

von Hörsten et al. (2003) stellten in ihren Versuchen ein um 20 % vermindertes Körpergewicht 

der transgenen Ratten im Vergleich zu ihren Wildtypartgenossen fest. Im Alter von 24 Monaten 

starben die transgenen Ratten oft an Muskelatrophie und Abmagerung. Diese Ergebnisse sind 

nur eingeschränkt auf die Ratten in den durchgeführten Versuchen übertragbar, da sie nur Frag-

mente des mHTT enthielten und kein fl-mHTT. 

Jansson et al. (2014) stellten einen fettleibigen Phänotyp bei den transgenen BACHD-Ratten 

der TG5 fest. Interessanterweise war das Körpergewicht vergleichsweise ähnlich zu dem der 

Wildtypen. Dies wurde auf Entwicklungsrückstände wie reduzierte Körpergröße und verrin-

gerte Muskelmasse zurückgeführt. Außerdem persistierte der Phänotyp bei den mutierten Tie-

ren, obwohl sie generell weniger Futter im Vergleich zu den Wildtypen konsumierten. Cle-

mensson et al. (2017) äußerten in der Nachfolgestudie Bedenken an dem BACHD-Rattenmo-

dell, da der metabolische Phänotyp der TG5 auch eine generell verminderte Motivation an der 

Bewältigung von Verhaltens-/Fütterungstests hervorrufen könnte. Durch mangelnde Motiva-

tion, erhöhte Leptinspiegel oder durch kognitive Einschränkungen, wie zum Beispiel Apathie 
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könnten die Ergebnisse beeinflusst werden. Clemensson et al. (2017) beobachteten, dass es bei 

Tieren im Alter von 17 – 19 Monaten keine Unterschiede im Körpergewicht, aber in der Kör-

perzusammensetzung gab. Die Autoren beschrieben hohe Leptinspiegel und eine reduzierte 

Muskelmasse. Lamirault et al. (2020) stellten in ihren Untersuchungen einen altersabhängigen 

Effekt fest. Sie beobachteten bei den 18 Monate alten BACHD-Ratten der TG5 im Gegensatz 

zu den 4 und 12 Monate alten Ratten eine verminderte Nahrungsaufnahme. Als Grund führten 

sie ebenfalls die mangelnde Motivation, die Apathie oder auch die zunehmenden motorischen 

Einschränkungen an. Das Körpergewicht und die Körperzusammensetzung wurden nicht un-

tersucht. Eine genaue Erklärung für unterschiedliches Essverhalten und Motivationen ist wei-

terhin offen. 

Für die Diskussion des Körpergewichts der Ratten ist abschließend festzuhalten, dass sich die 

Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung mit der Literatur über BACHD-Ratten mit fl-mHTT 

decken. Es gibt keinen Unterschied im Körpergewicht zwischen der BACHD-Ratte und dem 

Wildtyp. Jedoch wird in Publikationen oft die unterschiedliche Körperzusammensetzung mit 

erhöhtem Körperfett erwähnt. Dazu kann an dieser Stelle keine Aussage getätigt werden, da nur 

das gesamte Körpergewicht und nicht die anteilige Zusammensetzung am Todestag bestimmt 

wurde. 

4.3 Immunhistochemische Reaktionen im VNO 

4.3.1 Olfactory marker protein (OMP) 

Im vomeronasalen Epithel (VNE) wichen die Mittelwerte der untersuchten OMP-reaktiven Zel-

len innerhalb der beiden Altersgruppen nicht signifikant voneinander ab. Ein deutlicher Unter-

schied existierte allerdings zwischen den Altersgruppen (vgl. Abbildung 26, S. 41). Dies kann 

zum einen am natürlichen Wachstumsprozess liegen, zum anderen an einer neuroprotektiven 

Funktion. Der Reifungsprozess ist eine Erklärung die zunächst geringere Zellzahl bei den Jung-

tieren. Viele Neurone müssen erst reifen, um die volle Ausprägung, wie bei den 6-Monatstieren, 

zu erhalten. Auch in anderen Untersuchungen mit Ratten oder bei anderen Spezies wie z. B. 

Primaten ist das VNO schon von Geburt an vorhanden und es sind OMP-Reaktionen nachweis-

bar. Dort konnte bei einigen Arten festgestellt werden, dass die Markerexpression mit dem Alter 

steigt (Dennis et al. 2004; Kawagishi et al. 2014; Dennis et al. 2020). Dies korreliert mit den 

vorliegenden Resultaten. Eine andere Interpretation für die Zunahme der reifen Neurone ist die 

vermutete neuroprotektive Funktion des OMP (Weiler und Benali 2005). Die jungen reifen 

Neurone konkurrieren mit den älteren. Durch das steigende Alter und die Konfrontation mit der 
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Umwelt sind ebenso in dieser Studie erhöhte Zellzahlen zu finden. Farbman und Margolis 

(1980) zeigten in ihren Untersuchungen, dass bei Ratten die OMP-Expression am postnatalen 

Tag 4 (P4) beginnt und dann zunimmt. In der durchgeführten Studie war schon ein OMP-Nach-

weis am postnatalen Tag 3 (P3) sichtbar. Möglicherweise ist eine generelle Abnahme der OMP-

Expression nachweisbar, wenn P4-Tiere mit 6-Monatstieren verglichen werden würden. Dieser 

Unterschied wäre dann auf degenerative Prozesse zurückzuführen.  

In der Literatur wurde OMP schon vor 49 Jahren als Protein, welches von Perikaryen der neu-

ronalen Chemorezeptoren synthetisiert wird und über axonalen Transport bis in den Bulbus 

olfactorius reicht, beschrieben (Margolis 1972). Im Tierversuch konnte festgestellt werden, 

dass OMP-null Mäuse olfaktorische Stimuli nicht oder nicht ausreichend verarbeiten können. 

Somit übernimmt OMP eine Rolle bei der Geruchserkennung (Buiakova et al. 1996; Albeanu 

et al. 2018). Wenn bei Morbus Huntington eine chemosensorische Störung vorliegt, würde man 

davon ausgehen, dass sich u. a. die Anzahl der reifen vomeronasalen Rezeptorneurone (VRN) 

reduziert. In den vorliegenden Ergebnissen war kein signifikanter Unterschied in der Neuro-

nenanzahl zwischen HD-/- und HD+/- feststellbar. Das bekräftigt die These, dass die TG22 der 

BACHD-Ratten keinen auffälligen olfaktorischen Phänotyp besitzt und sich deswegen kein 

Unterschied in der Zellzahl ergibt.  

Interessanterweise konnten ergänzend im nicht-sensorischen Epithel der transgenen Tiere 

OMP-reaktive Zellen nachgewiesen werden. Wie in 2.6.2.1, S. 26 dargelegt, ist OMP nicht nur 

im olfaktorischen System zu finden. Rodewald et al. (2016) untersuchten das nicht-sensorische 

Epithel (NSE) im VNO. Das NSE besteht aus einer heterogenen Gruppe von Zellen. Vermutet 

wird eine zweite Art sensorischer Zellen. Die Annahme, dass andere sensorische Neurone, 

Flimmerepithelzellen und exokrine Zellen OMP exprimieren, kann auch hier eine Erklärung 

für die vereinzelte Anreicherung von OMP im NSE sein.  

Vergleicht man die Ergebnisse mit dem rudimentären VNO des Menschen, galt das VNE beim 

Menschen bisher als OMP-negativ. Dies deutet darauf hin, dass das menschliche VNO im Ge-

gensatz zu dem von Nagern oder anderen Säugetieren keine olfaktorische Ausprägung aufweist 

(Weiler et al. 1999a; Witt et al. 2002; Dennis et al. 2004; Weiler und Benali 2005; Witt und 

Hummel 2006). Aktuelle Studienergebnisse konnten OMP-Aktivität in Epithelzellen im unte-

ren Bereich des Septum nasi bei Erwachsenen nachweisen. Die genaue Funktion bleibt damit 

weiter unklar, bekräftigt jedoch die Idee der möglichen intrinsischen OMP-Expression der Na-

senschleimhaut (Gebhart et al. 2019). 
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4.3.2 5-Brom-2´-desoxyuridin (BrdU) 

Die Anzahl der proliferierenden Zellen im VNE zwischen HD-/- und HD+/- war nicht different. 

Beide Altersgruppen wiesen ähnliche Zellzahlen auf, sodass die Proliferationsrate mit dem Al-

ter nicht abnahm und die Transgenität keinen Einfluss auf die Proliferationsrate der vomerona-

salen Rezeptorneurone besaß. Im lateralen Kompartiment des VNE befindet sich die Prolifera-

tionszone, weswegen sich dort besonders viele BrdU-positive Zellen befinden (Barber und 

Raisman 1978a; Weiler et al. 1999b; Weiler und Benali 2005). Vergleicht man das Verteilungs-

muster der P3-Tiere mit den 6-Monatstieren (s. Abbildung 27 E, S. 42) fällt auf, dass bei den 

Jungtieren die Zellen basal und apikal über das ganze VNE verteilt waren. In der Entwicklung 

des VNE sind Neurone in der apikalen und der basalen Zone zu finden. Diese Beobachtung 

wird durch verschiedene Forschungsergebnisse bekräftigt (Cuschieri und Bannister 1975; Wei-

ler et al. 1999b). Die 6-Monatstiere wiesen fast ausschließlich Zellen am Übergang zum NSE 

auf. Weiler et al. (1999b) kamen bei ihren Untersuchungen zu denselben Erkenntnissen und 

sahen die vereinzelten Zellen im medialen/zentralen Teil des VNE als Ersatzpool. Anders als 

in den hier durchgeführten Tierversuchen konnten sie ab der Geburt der Ratten eine abneh-

mende Neuronendichte beobachten, welche bei erwachsenen Tieren (ab dem zweiten Lebens-

monat) konstant blieb. Als eine mögliche Begründung wird der Nachweis von apoptotischen 

Zellen gesehen, die zum Schutz der bestehenden Neurone bei unreifen Neuronen den Zelltod 

einleiten (Weiler et al. 1999b). Die Auswertung der Zellzahlen ist aber nur bedingt mit den 

Ergebnissen der vorliegenden Dissertation vergleichbar, da die Daten von Weiler et al. (1999b) 

nicht stereologisch ausgewertet wurden. Jeder Zellkern wurde dort einzeln unter dem Mikro-

skop gezählt. Dieses Vorgehen macht die Methode fehleranfälliger. Es sind verschiedene Er-

klärungen für die konstante Neuronendichte möglich. Eine Theorie wäre, dass die Neuronen-

expression über die Entwicklungsphasen des VNO konstant bleibt. Dieser Theorie widerspre-

chen die Erkenntnisse aus Publikationen, in denen meist von einer reduzierten Proliferationsrate 

in erwachsenen Tieren die Rede ist (Weiler et al. 1999b; Honda et al. 2009). Das VNE verfügt 

im Gegensatz zum main olfactory epithelium (MOE) über einen geringeren zellulären Turnover 

(Barber und Raisman 1978b). Witt et al. (2018) fanden jedoch in einem Tiermodell für eine 

Lipidspeichererkrankung (Niemann-Pick-Erkrankung Typ C1, NPC1) eine Erhöhung der 

BrdU-Expression im VNE im Vergleich zum Wildtyp um über 200 %. Das VNO wurde in der 

durchgeführten Dissertation als ein Organ mit hohem Zellturnover und Regenerationspotential 

gesehen. Die Frage ist, ob die BrdU-positiven Zellen immer reifende Neurone darstellen oder 

ob sie im lateralen Kompartiment als pluripotente Vorläuferzellen betrachtet werden können, 
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aus denen sich ebenfalls (epitheliale) Stützzellen entwickeln (Barber und Raisman 1978b; Wei-

ler et al. 1999b). Ein erhöhter Anteil an Stützzellen wäre eine Ursache für eine sinkende Anzahl 

der Neuronen mit fortschreitendem Alter. Diese sinkende Neuronenanzahl liegt allerdings im 

MOE nicht vor. Zusätzlich reduziert sich der Anteil an Stützzellen postnatal (Weiler und Farb-

man 1998b, 1998a). Weiler und Farbman (1998a) schilderten eine altersabhängige Reduktion 

der Basalzellen und Stützzellen. Grund hierfür ist das Wachstum des Epithels bei konstanter 

Zellzahl. Als Erklärung wird von einer längeren Lebensdauer der sensorischen Neurone bei 

erwachsenen Tieren ausgegangen, sodass insgesamt weniger neue Zellen produziert werden 

müssen und somit weniger proliferierende Zellen notwendig sind. Weiler et al. (1999b) benann-

ten einen weiteren interessanten Aspekt. In dem lateralen Kompartiment findet verstärkt 

Apoptose statt, sodass von den unreifen Neuronen nur wenige ausreifen. Die Ergebnisse der 

vorliegenden Forschungsarbeit bestätigen eine erhöhte Apoptoserate am Übergang zum NSE 

(vgl. 3.2.2.3, S. 44). Wenn man die BrdU-Immunreaktivität mit der OMP-Reaktivität (Verhält-

nis unreifer zu reifen Neuronen) vergleicht, findet sich bei den 6-Monatstieren eine erhöhte 

Anzahl an reifen VRN. Dies könnte die These widerlegen, dass mit steigendem Alter verstärkt 

unreife Neurone abgebaut werden. Jedoch ist festzuhalten, dass sich aus BrdU-reaktiven Pro-

genitorzellen auch epitheliale Stützzellen entwickeln, die bei der BrdU-Markierung nicht ge-

trennt erfasst wurden. Um den Sachverhalt abschließend zu klären, sind weitere Untersuchun-

gen mit erhöhter Stichprobenanzahl essenziell. Publikationen, die den Einfluss von Morbus 

Huntington auf das VNO beleuchten, sind bisher nicht veröffentlicht. In dieser Studie konnte 

zwischen den BrdU-immunreaktiven Zellen der Wildtypen und der transgenen Tiere kein Un-

terschied festgestellt werden.  

4.3.3 Aktivierte Caspase-3 (akt. Caspase-3)  

Ein signifikanter Unterschied in der akt. Caspase-3-Expression im VNE von HD-/- und HD+/- 6-

Monatstieren wurde in dieser Studie nicht festgestellt. Die vorliegenden Experimente beleuch-

teten zum ersten Mal die akt. Caspase-3-Reaktion im VNE bei Ratten. In den durchgeführten 

Untersuchungen sind absolute Zellzahlen miteinander verglichen worden. Diese Zellzahlen be-

legen akt. Caspase-3-Aktivität im VNE bei HD-/- und HD+/--Tieren. Eine Korrelation zwischen 

mutiertem Huntingtin und gesteigerter Apoptoserate wurde nicht aufgezeigt. Die Hypothese, 

dass die TG22 keinen olfaktorischen Phänotyp besitzt, kann auch hier eine Erklärung für die 

Ergebnisse sein. Es ist bekannt, dass Caspasen einen Einfluss auf die Krankheitsentstehung und 

-entwicklung von Morbus Huntington haben. Das Huntingtin ist ein spezifisches Substrat von 

Caspase-3 und durch eine Spaltung wird wahrscheinlich seine anti-apoptotische Funktionen 
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deaktiviert und/oder es entstehen toxische Produkte. Es kommt zur stärkeren phänotypischen 

Ausprägung der Krankheit (Goldberg et al. 1996). Das Huntingtin beinhaltet mehrere Prädilek-

tionsstellen am N-Terminus für eine Caspase-3 bedingte Kürzung (Wellington et al. 1998; 

Wellington et al. 2000; Wellington et al. 2002). Morbus Huntington ist nicht die einzige neu-

rodegenerative Krankheit, bei der Caspase-3 am Pathomechanismus beteiligt ist. Bei sechs an-

deren Erkrankungen, die durch eine CAG-Expansion ausgelöst werden, wie z. B. das Ataxin-3 

der spinozerebellären Ataxie, konnten in vitro Caspase-Substrate nachgewiesen werden 

(Wellington et al. 1998). Darüber hinaus wurde bei Niemann-Pick Typ C1 von Meyer et al. 

(2018) eine erhöhte akt. Caspase-3-Aktivität bei den erkrankten Tieren im Bulbus olfactorius 

aufgezeigt. Eine experimentelle Untersuchung aus Tübingen von Lessard-Beaudoin et al. 

(2019) an BACHD-Ratten der TG5 und TG9 im Alter von drei bis zwölf Monaten charakteri-

sierte eine erhöhte Caspase-3-Aktivität im Bulbus olfactorius. Einige mRNA und protein level 

waren inkonsistent, jedoch sahen die Autoren in den Ergebnissen eine Bestätigung für die Be-

teiligung von Caspasen an der olfaktorischen Dysfunktion bei Morbus Huntington. Da in dieser 

Forschungsarbeit nur wenige akt. Caspase-3-positive Zellen im VNE gefunden wurden, kann 

man davon ausgehen, dass akt. Caspase-3 in dem verwendeten Tiermodell in diesem Bereich 

des VNO keine entscheidende Rolle in der Pathogenese von Morbus Huntington spielt. In un-

veröffentlichten Untersuchungen unserer Forschungsgruppe konnte akt. Caspase-3 in der 

Riechschleimhaut der hier verwendeten Tiere detektiert werden. Es war dort eine Tendenz, je-

doch kein signifikanter Unterschied, mit vermehrter Zellzahl zugunsten der transgenen Tiere 

darstellbar.  

Interessanterweise ergaben in vivo Untersuchungen am transgenetischen Yeast artificial chro-

mosome (YAC)-Mausmodell für Morbus Huntington an menschlichen HD-Gehirnproben von 

Wellington et al. (2002), dass auch bei Wildtypen Caspase-3-Aktivität nachgewiesen wurde. 

Dies führte zur Annahme, dass Caspase-Spaltungsprozesse zum normalen katabolen Stoff-

wechsel gehören. Das deckt sich mit den vorliegenden Resultaten, die gleichermaßen eine akt. 

Caspase-3-Aktivität bei den Wildtypratten belegen. Bei Lessard-Beaudoin et al. (2019) ergaben 

sich im zusätzlich untersuchten Gewicht des Bulbus olfactorius Unterschiede zwischen der TG5 

und der TG9 der BACHD-Ratten. Das ist ein Hinweis dafür, dass sich die transgenen Linien 

unterschiedlich verhalten. Daraus kann geschlossen werden, dass entweder die TG22 oder der 

untersuchte Bereich im VNE eine Erklärung für die vorliegenden Ergebnisse sein können, die 

der gängigen Forschungsmeinung widersprechen. 
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Der Therapieansatz der Inhibierung der Caspase-3-Aktivität, wie in anderen Studien beschrie-

ben (Wellington et al. 1998; Wellington et al. 2000; Hermel et al. 2004), scheint anhand der 

vorliegenden Daten nicht sinnvoll, da akt. Caspase-3 eine zu geringe Ausprägung aufweist. 

4.3.4 Protein gene product 9.5 (PGP 9.5) 

Die PGP 9.5-Reaktivität im VNE kann aufgrund von der in 3.2.2.4, S. 46 beschriebenen Prob-

leme der Immunhistochemie nur bei den 6-Monatstieren statistisch beurteilt werden. Die trans-

genen älteren Tiere präsentierten im VNE nur tendenziell doppelt so viele PGP 9.5-positive 

Zellen wie der Wildtyp. Ein Grund für die fehlende Signifikanz kann die geringe Stichproben-

anzahl sein. PGP 9.5 ist ein früher Marker für unreife und reife Neurone (Wilson et al. 1988; 

Schofield et al. 1995; Trowern et al. 1996). Der Anteil der reifen Neuronen an der Gesamtzahl 

lässt sich daraus nicht bestimmen. Somit besaßen die HD+/--Ratten tendenziell eine höhere 

Dichte an VRN. Anhand der Daten muss davon ausgegangen werden, dass Wildtypen und 

transgene Tiere eine gleich hohe Neuronendichte im VNE aufweisen. Das führt zu dem Schluss, 

dass es bei manifester Ausprägung von Morbus Huntington im Alter von sechs Monaten in 

dieser TG22 keine signifikante Erhöhung der Neuronendichte gibt und damit wahrscheinlich 

keine veränderte olfaktorische Aktivität. Die Literaturrecherche ergab folgende Schlussfolge-

rung: zu dem PGP 9.5-Verhalten im VNO bei Ratten gibt es aktuell noch keine Vergleichsstu-

dien. Andere Spezies wurden allerdings in den vergangenen Jahren untersucht. Forschungen 

am VNO von verschiedenen Primaten ergaben, abhängig von der Primaten-Art, unterschiedli-

che Verteilungsmuster von PGP 9.5 im VNO. Tendenziell wurden die Zellkerne im basalen 

Kompartiment beobachtet, aber es konnten zudem Zellkerne in der Stützzellschicht dargestellt 

werden. Diese Beobachtung deckt sich mit den hier dargestellten Ergebnissen. Im Vergleich zu 

OMP konnte PGP 9.5 auch bei neonatalen Primaten nachgewiesen werden (Dennis et al. 2004). 

Daraus kann geschlossen werden, dass bei Jungtieren noch vermehrt unreife Neurone vorhan-

den sind. PGP 9.5 ist mit Ubiquitin Teil des Zellmetabolismus. Das genaue Expressionsmuster 

ist jedoch unbekannt, da PGP 9.5 während der gesamten Lebenszeit eines Tieres exprimiert 

wird. Deswegen ist es schwierig, von der PGP 9.5-Reaktivität Informationen über die Zellent-

wicklung abzuleiten (Dennis et al. 2004). PGP 9.5 wird in verschiedenen Publikationen als pan-

neuronaler Marker definiert (Thompson et al. 1983; Weiler und Benali 2005). Wie von Weiler 

und Benali (2005) bereits geschildert, können auch bei den hier verwendeten Ratten die Dend-

riten im VNE bis zur Oberfläche verfolgt werden (vgl. Abbildung 33 A und B, S. 46). Weiler 

und Benali (2005) illustrierten eine zytoplasmatische Reaktion der apikalen Neurone im Ver-

gleich zu der nukleären Reaktion der basalen Neurone. Bei den untersuchten P3-Tieren war 
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dies in gleicher Weise zu beobachten. Die erhöhte Zelldichte im lateralen Kompartiment erklärt 

sich durch die Proliferationszonen im VNE und ist ein Zeichen für unreife Neurone (Weiler et 

al. 1999b). Wie schon in anderen Tierversuchen bestätigt, verteilt sich das PGP 9.5-Muster über 

alle Epithelschichten (Oikawa et al. 2001; Dennis et al. 2004; Weiler und Benali 2005). 

In der durchgeführten Versuchsreihe konnten vereinzelt in jedem Tier PGP 9.5-reaktive Zellen 

in der Stützzellschicht des VNE nachgewiesen werden. Es könnte sich um migrierende Neurone 

oder tatsächlich um PGP 9.5-positive Stützzellen handeln. Eine solche Reaktivität ist bis jetzt 

im VNE nicht beobachtet worden (Dennis et al. 2004; Weiler und Benali 2005).  

Beim Menschen konnte PGP 9.5 in unterschiedlichen Teilen des respiratorischen Epithels auf-

gezeigt werden (Johnson et al. 1997). Im VNE wurde in wenigen Proben beim Embryo eine 

PGP 9.5-Immunreaktivität belegt (Witt et al. 2002). Beim Erwachsenen konnte in späteren Un-

tersuchungen vereinzelt eine PGP 9.5-Reaktivität in bipolaren Zellen dargestellt werden, die 

aber den respiratorischen Epithelzellen ähnelten. Daraus konnte eine neuroendokrine Funktion 

abgeleitet werden, jedoch ist eine chemosensorische Funktion, wie sie bei Ratten nachgewiesen 

werden kann, unwahrscheinlich (Witt und Hummel 2006). 

4.3.5 Ionized calcium binding adapter molecule 1 (Iba1) 

Aktivierte Mikroglia/Makrophagen, welche durch Iba1 angezeigt werden, sind bekannt dafür, 

auf Umwelteinflüsse zu reagieren. Diese Reaktion kann in Form von Reparaturprozessen oder 

als Teil der Pathogenese von neurologischen Krankheiten geschehen (McGeer et al. 1988; Haga 

et al. 1989; Morioka et al. 1992; Ito et al. 1998). Doty (2008) stellt eine ‚Olfactory vector‘ 

Hypothese auf, bei der Xenobiotika (Viren, Bakterien, Toxine, etc.) über die olfaktorische Lei-

tungsbahn zum zentralen Nervensystem gelangen und dort neurodegenerative Krankheiten aus-

lösen, die klinisch mit einer Anosmie korrelieren. Smithson und Kawaja (2010) wiesen in ihren 

Versuchen Iba1-immunreaktive Zellen in der Riechschleimhaut bei Ratten nach. Zusätzlich 

identifizierte man bei Ratten mit unilateraler Bulbektomie eine Hypertrophie der Zellen, als 

Zeichen einer Reaktion auf Verletzungen. In einer früheren Studie wurde ein Anstieg der Iba1-

Expression im Nucleus n. facialis nach Axotomie des N. facialis bei Ratten bis zum siebten 

postinterventionellen Tag nachgewiesen (Ito et al. 1998). 

Wie in 3.2.2.5, S. 47 aufgeführt, war die Iba1-Reaktivität bei den P3 HD+/--Ratten signifikant 

geringer. Dieser Unterschied zeigte sich bei den erwachsenen Tieren nicht mehr. Bei den 6-

Monatstieren war die Zellzahl der transgenen Ratten ebenfalls geringer. Der statistische Ver-

gleich dieser beiden Gruppen ergab aber keine Signifikanz. Ein gestörter Abwehrmechanismus 
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und die damit einhergehende verringerte Expression von Makrophagen bei den HD+/--Ratten, 

könnte Ausdruck der Krankheit Morbus Huntington sein oder zu dieser Krankheit führen. Sollte 

dies der Fall sein, müsste auch ein signifikanter Unterschied bei den erwachsenen Ratten zu 

finden sein. Möglich wäre ebenso, dass diese Iba1-reaktiven Zellen im VNE keine Makropha-

gen sind, sondern andere Zellen darstellen. Die Aktivität von Mikroglia/Makrophagen im ZNS 

ist in zahlreichen Forschungsarbeiten gut beschrieben (Smithson und Kawaja 2010). Ferner 

konnte die Mikrogliaaktivierung im olfaktorischen Epithel und Bulbus olfactorius in Studien 

an NPC1-Mäusen als ein Teil der Neurodegeneration nachgewiesen werden (Hovakimyan et 

al. 2013; Meyer et al. 2018). Unveröffentlichte Daten unserer Forschungsgruppe zeigten eben-

falls eine Iba1-Expression im olfaktorischen Epithel der TG22. Ihr Vorhandensein im VNE 

wurde mit dieser Arbeit zum ersten Mal belegt. Dementsprechend könnte es sich um periphere 

Abwehrzellen handeln, die möglicherweise auch reaktive Proteine wie z.B. das Annexin A3 

sezernieren. Im olfaktorischen Nerv der Ratte wurde von Smithson und Kawaja (2010) bei der 

Makrophagen eine Coexpression von Iba1 und Annexin A3 nachgewiesen. Eine Coexpression 

durch doppelte Kennzeichnung in der Immunhistochemie wurden in den durchgeführten Expe-

rimenten nicht untersucht. Es besteht die Möglichkeit, dass bei den Jungtieren der vorliegenden 

Studie das Immunsystem schon geschwächt ist, sich langsamer entwickelt und deswegen we-

sentlich weniger Zellen exprimiert werden. Bei den 6-Monatstieren würde dieser Effekt durch 

das Wachstum und den Reifungsprozess vielleicht ausgeglichen. Die Beteiligung des olfakto-

rischen Immunsystems an der Pathogenese von Morbus Huntington kann hier nicht abschlie-

ßend beantwortet werden. Ein interessanter Aspekt wäre auch Inflammationsparameter zu eva-

luieren. Diese wurden in der vorliegenden Arbeit, bis auf die Makrophagenaktivität, nicht wei-

ter untersucht. Es sind weiterführende Studien erforderlich, um die genaue Bedeutung der Er-

gebnisse einordnen zu können.  
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4.4 Methodenkritik 

1. Die verwendeten Präparate verfügten aufgrund der technischen Vorgabe bei dem Optical 

Fractionator Programm über eine Schnittdicke von 10 µm. Zur besseren Übersicht des Kern-

profils, besonders bei OMP und PGP 9.5, ist eine dünnere Schnittdicke von 5 µm wünschens-

wert. Somit kommt es zu weniger Überlagerungen, wodurch eine differenzierte Abgrenzung 

der Zellen möglich ist. Jedoch wäre dann keine klassische Stereologie mehr möglich. 

2. Der Startpunkt für die ausgewählten Präparate wurde anhand der zur Übersicht gefärbten 

Hämatoxylin-Eosin-Schnitte und anhand von unbearbeiteten, in Paraffin eingebetteten Prä-

paraten, festgelegt. Dies hatte zur Folge, dass die Startpunkte nicht identisch waren. Durch 

die Hochrechnung der absoluten Zellzahlen auf die Dichte wurden vergleichbare Werte 

erstellt. Diese Problematik ließe sich anderweitig nur vermeiden, indem das ganze VNO 

vom ersten bis zum letzten Paraffinanschnitt durchzählt werden würde. Dann wären aber 

die in 2.7, S. 29 benannten Vorteile der Stereologie, nämlich die Evaluation einer Stich-

probe und Hochrechnung auf die Gesamtheit, nicht gegeben. 

3. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm Optical Fractionator. Das Pro-

gramm ist darauf ausgelegt, dass ihm eine gewisse Zellzahl pro Kästchen für seine Berech-

nung und Auswertung zur Verfügung steht. Bei akt. Caspase-3 und Iba1 war die Zelldichte 

im VNE gering, sodass die Fehlerkoeffizienten hoch waren. akt. Caspase-3 wurde deswegen 

manuell semi-quantitativ und nicht mittels Optical Fractionator ausgewertet. Diese Methode 

geht, im Gegensatz zur objektiven Stereologie, mit einer höheren Ungenauigkeit einher. Bei 

Iba1 wurde aus diesem Grund die Sampling Size und Grid Size möglichst klein gehalten.  

4. Die Gegenfärbung mit Hämatoxylin war für die Auswertung nicht bei allen Markern von 

Vorteil. Besonders bei hoher Zelldichte kam es durch die verschiedenen Reaktionen zu 

Überlagerungen, wodurch die stereologische Auswertung erschwert worden ist. Im Gegen-

satz dazu war bei seltenen Zellereignissen eine Gegenfärbung essenziell, um die Zellstruk-

turen zu erkennen.  

5. Die Unterschiede zwischen den Kohorten waren zum größten Teil nicht signifikant ver-

schieden. Das lag möglicherweise an der geringen Stichprobenanzahl von sechs Tieren pro 

Gruppe. Bei einer geringen Stichprobenanzahl fallen Ausreißer in der statistischen Aus-

wertung stark ins Gewicht und verändern möglicherweise das Bild. Bei größerer Stichpro-

benanzahl werden systematische Fehler ausgeräumt und die Endergebnisse aussagekräfti-

ger. Fraglich ist, ob bei vergrößerter Stichprobenanzahl überhaupt eine Signifikanz beste-

hen würde, da die Tiere der transgenen Linie 22 wahrscheinlich keinen olfaktorischen Phä-

notyp besitzen. 
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4.5 Schlussfolgerung und Ausblick 

Morbus Huntington ist eine autosomal-dominant vererbte Erkrankung, welche über sensomo-

torische und kognitive Defizite immer letal endet. Mit einer Prävalenz von 5,7 – 13,7 pro 

100.000 Einwohner ist diese Erbkrankheit keine Rarität. Die genaue Pathologie ist bis heute 

nicht vollständig verstanden. Aus diesem Grund gibt es zur Zeit keine kausale Therapie (Prings-

heim et al. 2012; Wyant et al. 2017; McColgan und Tabrizi 2018). Riechstörungen können ein 

Warnsignal für eine neurodegenerative Erkrankung sein, da sie sich oft vor anderen Symptomen 

manifestieren (Moberg et al. 1987). In dieser Dissertation wurde erstmalig das vomeronasale 

Organ bei fl-mHTT Ratten untersucht. Die BACHD-Ratten bieten momentan durch die volle 

Länge des mHTT ein Modell, welches dem Menschen ähnelt. Daher sollte an der TG22 unter-

sucht werden, ob ein olfaktorischer Phänotyp vorliegt und diese Linie somit auch als brauchba-

res Modell für weitere Untersuchungen der Huntington-Erkrankungen eingesetzt werden kann. 

Die Unterschiede zwischen den Kohorten waren überwiegend nicht signifikant. Als eine mög-

liche Ursache ist die geringe Stichprobenanzahl zu nennen. Weiterhin kann die TG22 im Ge-

gensatz zur TG5 und TG9 auch keinen olfaktorischen Phänotyp besitzen und dementsprechend 

würde eine erhöhte Stichprobenanzahl keinen Unterschied ergeben. Dennoch sind weitere Stu-

dien erforderlich, um diese Endergebnisse besser einordnen zu können. Ein Vergleich zum 

MOE oder Bulbus olfactorius (OB) in einer durchgängig stereologischen Auswertung wäre 

wissenschaftlich interessant, um die Resultate mit den besser erforschten Teilen des Rie-

chepithels vergleichen zu können. Aus jenen Forschungsergebnissen könnten Rückschlüsse auf 

die Übertragbarkeit zum Menschen geschlossen werden. Die Existenz und die Funktion des 

VNO bei Menschen wird kontrovers diskutiert. Es ist eine rudimentäre Struktur, dessen Funk-

tion noch nicht abschließend geklärt ist. Fakt ist, dass das VNO bei Tieren weiter entwickelt ist 

als beim Menschen (Stoyanov et al. 2018). Vielleicht ist bei einem Vergleich der Daten mit 

dem MOE/OB ein ähnlicher Aspekt, wie bei den NPC1-defizienten Mäusen von Witt et al. 

(2018), festzustellen. Hier wurde gezeigt, dass sich das VNE und das MOE unterschiedlich 

verhalten und ein Schutzmechanismus des VNO vermutet wird, der vomeronasale Neurone ge-

gen NPC1 weniger anfällig macht. Ein zusätzlicher Aspekt ist die zeitliche Komponente. Inte-

ressant wäre zu beurteilen, ob es nach etwa 1 – 1,5 Jahren Veränderungen in der Neuronen- und 

Makrophagenanzahl sowie der Apoptoserate gibt. Forscher entdeckten in ihren Experimenten 

an der TG5 einige Veränderungen im dopaminergen System (Yu-Taeger et al. 2012) und in 

Verhaltenstest (Lamirault et al. 2020) erst nach 18 Monaten.  

Morbus Huntington wird mit seinen vielen Facetten aus Mangel an Alternativen nur sympto-

matisch behandelt (Wyant et al. 2017). Anhand der durchgeführten Forschungsarbeit kann kein 
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neuer Therapieansatz abgeleitet werden. Ein Blick in die Literatur demonstriert therapeutische 

Ansätze bei NPC1-defizienten Mäusen (Meyer et al. 2018). Aufgrund des frühen Auftretens 

olfaktorischer Defizite können olfaktorische Tests als Biomarker eingesetzt werden und an-

schließend therapeutische Maßnahmen eingeleitet werden. Eine entsprechend geeignete Thera-

pie führte im Tierversuch zu einer Verbesserung des Riechvermögens (Meyer et al. 2018) und 

signalisiert einen hoffnungsvollen Weg für weitere Forschung im olfaktorischen Bereich von 

Tieren/Patienten mit Morbus Huntington. Die vorliegende Studie ist eine Grundlagenarbeit, die 

einerseits zum Verständnis des vomeronasalen Organs beiträgt. Andererseits gibt es in der un-

tersuchten transgenen Reihe (TG22) keinen eindeutigen Anhalt für eine eingeschränkte olfak-

torische Funktion bei HD+/--Ratten. Der Zusammenhang sollte an weiteren Linien der BACHD-

Ratten untersucht werden.  

4.6 Zusammenfassung 

Die vorliegende Dissertation beleuchtete die Fragestellung der Auswirkung von Morbus 

Huntington auf das vomeronasale Organ (VNO) im Tierversuch. Bei vielen neurodegenerativen 

Krankheiten, wie auch Morbus Huntington, ist ein Einfluss auf das Riechorgan bekannt, der 

Pathomechanismus aber noch nicht abschließend verstanden (Moberg et al. 1987; Doty 1989). 

Verglichen wurden Wildtypen (HD-/-) mit transgenen (HD+/-) männlichen Ratten im Alter von 

drei Tagen (P3) und sechs Monaten (6Mo). Die verwendeten transgenen Ratten waren bacterial 

artificial chromosome huntington disease (BACHD)-Ratten der transgenen Linie 22 (TG22) 

mit einer vollen Länge des mutierten Huntingtin. Es sollte ein möglicher Einfluss von Morbus 

Huntington auf das VNO und eine fragliche Altersdiversität analysiert werden. Als erstes wurde 

das Körpergewicht der Tiere vor der Tötung verglichen. Danach folgte zur Übersicht die Dar-

stellung der histologischen Integrität des Organs und letztendlich die immunhistochemische 

Aufarbeitung zur Identifizierung der reifen vomeronasalen Rezeptorneurone (mittels Antikör-

per gegen Olfactory marker protein, OMP), der Proliferationsrate (5-Brom-2´-desoxyuridin, 

BrdU), der Apoptoserate (aktivierte Caspase-3, akt. Caspase-3), der Gesamtzahl der Neurone 

(Protein gene product 9.5, PGP 9.5) und der Makrophagen (Ionized calcium binding adapter 

molecule 1, Iba1) im vomeronasalen Epithel (VNE). Die anschließende stereologische Auswer-

tung erfolgte mit der Optical Fractionator Methode.  Für akt. Caspase-3 wurden die absoluten 

Zellzahlen für die statistische Auswertung verwendet. 

In dem Körpergewicht der BACHD-Ratten war keine signifikante Differenz in den Altersgrup-

pen messbar. Eine mögliche Begründung ist die Körperzusammensetzung, welche sich bei den 
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transgenen Tieren zugunsten des Fettanteils verschiebt (vgl. 4.2, S. 53). Die Hämatoxylin-Eo-

sin-Färbung ergab für beide Kohorten keine morphologischen Unterschiede zwischen HD-/- und 

HD+/-. Die immunhistochemische Reaktion mit anti-OMP wies einen signifikanten Unterschied 

zwischen den Jungtieren und den erwachsenen Tieren auf. Diese Erkenntnis lässt sich entweder 

auf den natürlichen Wachstumsprozess oder eine neuroprotektive Funktion zurückführen. Die 

BrdU-Reaktivitäten waren in allen Gruppen nicht signifikant verschieden. Eine mögliche Ur-

sache für die konstanten Zellzahlen kann ein gleichsinniges Proliferationsverhalten oder die 

Stammzellfunktion der BrdU-positiven Zelle sein. Ein anderer Aspekt wäre die in der Literatur 

beschriebene verstärkte Apoptose im lateralen Kompartiment des VNE, welche in diesen Ver-

suchen nicht bestätigt werden konnte. Die akt. Caspase-3- und PGP 9.5-Reaktivität wurde nur 

bei den 6-Monatstieren getestet. Die Reaktivität beider immunhistochemischer Marker unter-

schied sich in den jeweiligen Gruppen nicht signifikant. Der Informationsgewinn aus PGP 9.5 

als pan-neuronaler Marker ist schwierig und nicht eindeutig. Eine akt. Caspase-3-Aktivität 

wurde erstmalig im VNE aller Tiere nachgewiesen. Ein Unterschied und damit eine eindeutige 

Beteiligung am Pathomechanismus von Morbus Huntington konnte nicht belegt werden. Ab-

schließend wurde die Iba1-Immunreaktivität beleuchtet. Iba1-reaktive Zellen konnten erstmalig 

im VNE bei Ratten nachgewiesen werden. Nur bei den transgenen P3-Tieren waren im Ver-

gleich zum Wildtyp signifikant weniger Zellen zu finden. Makrophagen könnten Auslöser oder 

Ausdruck der Krankheit sein. Weiterhin könnten sie periphere Abwehrzellen darstellen, die 

möglicherweise auch reaktive Proteine sezernieren.  

In der vorliegenden Forschungsarbeit sind erstmals Daten zum VNO der BACHD-Ratten am 

Beispiel der TG22 erhoben worden. In dieser Studie ist der Großteil der Immunreaktivitäten 

zwischen und innerhalb der Gruppen nicht signifikant verschieden. Dies kann zum einen daran 

liegen, dass die hierfür verwendete TG22 keinen olfaktorischen Phänotyp besitzt und damit 

kein Unterschied in der Ausprägung zum Wildtyp besteht. Zum anderen ist die Stichprobenan-

zahl mit sechs Tieren pro Kohorte gering, sodass die beobachteten Tendenzen möglicherweise 

mit steigender Stichprobenanzahl signifikant werden würden. Ein weiterer Punkt ist der Be-

obachtungszeitraum. In einigen Forschungsarbeiten wurde der Untersuchungszeitraum weiter 

gefasst und aussagekräftige Ergebnisse erst nach 18 Monaten erfasst (vgl. Yu-Taeger et al. 

2012; Lamirault et al. 2020), wobei kognitive Einschränkungen in Verhaltenstests schon nach 

drei bis vier Monaten detektiert wurden (Stricker-Shaver et al. 2018; Lamirault et al. 2020; 

Novati et al. 2020). Das vomeronasale Organ ist ein gering erforschtes chemosensorisches Or-

gan, zu dem es wenig vergleichbare Publikationen gibt. Aus diesem Grund sollten die Expri-

mente der vorliegenden Dissertation als Grundstein für weitere Studien dienen.  
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8 Thesen 

1. Morbus Huntington ist eine bis heute unheilbare, autosomal-dominant vererbte, neurode-

generative Erkrankung mit dem Merkmal der erhöhten CAG-Wiederholungen. Sie ist ge-

netisch vorhersehbar. 

2. Kognitive und olfaktorische Einschränkungen können bei Morbus Huntington 15 – 20 

Jahre vor der manifesten Erkrankung auftreten und können deshalb ein Indikator für die 

Erkrankung und möglicher therapeutischer Angriffspunkt sein. 

3. Das vomeronasale Organ (VNO) nimmt chemosensorische Reize in Form von Pheromonen 

auf und ist damit am Sozial- und Sexualverhalten von Tieren beteiligt.  

4. Die Funktion des VNO beim Menschen wird kontrovers diskutiert.  

5. Die Auswirkungen von Morbus Huntington auf das VNO sind bisher nicht bekannt.  

6. Das VNO eignet sich als eigenes chemosensorisches und gut quantifizierbares Organ her-

vorragend dazu, um einen olfaktorischen Phänotyp zu untersuchen. 

7. Das bacterial artificial chromosome huntington disease (BACHD)-Rattenmodell der trans-

genen Linie 22 (TG22) bildet mit der vollen Länge des mutierten Huntingtin (fl-mHTT) 

ein gutes Tiermodell ab, um die Pathogenese von Morbus Huntington besser zu verstehen.  

8. In dieser Studie wurde erstmalig das VNO an BACHD-Ratten der TG22 untersucht. Mit 

ihr wurde eine weitere transgene Linie auf ihren olfaktorischen Phänotyp untersucht.  

9. Die TG22 des BACHD-Rattenmodells eignet sich nach jetzigem Stand nicht, um die ol-

faktorische Expression bei Morbus Huntington weiter zu untersuchen. 

In der TG22 des BACHD-Rattenmodells findet sich Folgendes: 

10. Die Anzahl der reifen vomeronasalen Rezeptorneurone (VRN) nimmt mit dem Alter der 

Ratten in beiden Gruppen zu. 

11. Die Transgenität und das Alter haben keinen Einfluss auf das  Proliferationsverhalten der 

VRN. 

12. Es gibt im Alter von sechs Monaten in der TG22 keine signifikante Erhöhung der Neuro-

nendichte und damit wahrscheinlich auch keine veränderte vomeronasale Aktivität im Ver-

gleich zur Kontrollgruppe. 

13. Eine Apoptoseaktivität ist erstmalig im VNO nachgewiesen worden. Eine Korrelation zwi-

schen mutiertem Huntingtin und gesteigerter Apoptoserate wurde nicht festgestellt. 

14. Makrophagen (Iba1-reaktive Zellen) wurden erstmalig im VNO nachgewiesen. Diese Zel-

len könnten auch reaktive Proteine freisetzen. 
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9 Anhang 

9.1 Protokoll für die Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

1. Entparaffinierung für zweimal zehn Minuten in Xylol mit anschließender Rehydrierung 

mit absteigender Alkoholreihe (100 %, 96 %, 90 %, 80 %, 70 %) bis zum Aqua dest. für 

jeweils drei Minuten 

2. Spülung der Präparate mit Aqua dest. für drei Minuten 

3. Färbung mit Hämalaun nach Mayer für sieben bis zehn Minuten 

4. Kurzes Eintauchen in 1 % HCl-Alkohol-Lösung  

5. Anschließend 15 – 30 Minuten unter fließendem Wasser bläuen 

6. Spülung mit Aqua dest. für 30 Sekunden zum Stoppen der Reaktion 

7. Färbung mit EosinG 1 % für drei Minuten 

8. Erneutes Stoppen der Reaktion mit Aqua dest. für 30 Sekunden 

9. Dehydratation in aufsteigender Alkoholreihe (70 %, 80 %, 90 %, 96 %, 100 %) für jeweils 

drei Minuten  

10. Paraffinierung in Xylol und anschließendes Eindecken mit DePeX 

9.2 Protokolle für die Immunhistochemie 

Die Immunhistochemie setzt sich aus zwei Tagen zusammen, die im Folgenden beschrieben 

werden. Die Mengenangaben beziehen sich auf zehn Objektträgern (OT). 

9.2.1 Protokoll für OMP-, akt. Caspase-3-, PGP 9.5-, Iba1-Nachweis 

Tag 1 für die Primärantikörper OMP, akt. Caspase-3, PGP 9.5, Iba1 

1. Entparaffinierung für dreimal zehn Minuten in Xylol mit anschließender Rehydrierung mit 

absteigender Alkoholreihe (100 %, 96 %, 90 %, 80 %, 70 %) bis zum Aqua dest. für jeweils 

eine Minute 

2. Denaturierung der Präparate im Zitratpuffer stehend in der Mikrowelle 

OMP und PGP 9.5:  einmal für fünf Minuten bei 850 W und einmal für fünf Minuten bei 

340 W  

akt. Caspase-3:  fünf Minuten bei 680 W  

Iba1:   zwei Minuten bei 850 W  

3. Abkühlung der Präparate für einige Minuten in einer Eisschale  
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4. Umrandung der einzelnen Präparate mit einem PAP-Pen  

5. Peroxidase-Hemmung mit 3%igem H2O2. Zur Herstellung werden 9,14 ml PBS und 0,86 

ml H2O2 35 % verwendet  

6. Inkubation für 30 Minuten in einer Feuchtkammer und anschließendes Waschen in PBS 

für dreimal fünf Minuten 

7. Abblockung der unspezifischen Bindungsstellen mit PBS, 3 % BSA, Normal Goat Serum 

1 : 67 (ca. 1,5 %) und 0,05 % Triton. Für 10 OT werden folgende Mengen verwendet: 10 

ml PBS + 0, 3g BSA + 5 µl Triton + 150 µl Normal Goat Serum  

8. Inkubation von einer Stunde in der Feuchtkammer bei Raumtemperatur 

9. Kurzes Abspülen der Präparate mit PBS 

10. Herstellung der Stammlösung für den Primärantikörper von PBS und 1 % BSA. Hergestellt 

wird sie aus 12 ml PBS + 120 mg BSA. Die Verdünnung des Primärantikörpers beträgt bei  

OMP 1 : 6000 

akt. Caspase-3  1 : 500 

PGP 9.5       1 : 1000 

Iba1 1 : 1000 

Die benetzten OT werden über Nacht in der Feuchtkammer im Kühlschrank gelagert 

Tag 2 

1. Die OT dreimal fünf Minuten in PBS waschen 

2. Auftragung des Sekundärantikörpers anti-rabbit (Verdünnung 1 : 200). Für 10 OT wird die 

Lösung wie folgt angesetzt: 10 ml PBS + 100 mg BSA + 5 µl Triton + 50 µl Sekundär-AK 

anti-rabbit 

3. Inkubation in der Feuchtkammer bei Raumtemperatur für eine Stunde 

4. Waschung für dreimal fünf Minuten in PBS  

5. Während der Inkubationszeit des Sekundär-AK wird AB-Komplex angesetzt (A und B je 

1 : 50, entspricht: 10 ml PBS + 200 µl A + 200 µl B). Dieser inkubiert auf dem Schüttler 

mindestens 30 Minuten 

6. Auftragung des AB-Komplexes auf die Präparate und Inkubation bei Raumtemperatur in 

der Feuchtkammer für eine Stunde 

7. Waschung der Präparate mit PBS dreimal fünf Minuten 

8. Herstellung der DAB-Lösung mit 10 ml PBS + 10 mg DAB + 1 µl H2O2 35 % 

9. Inkubation von zwei Minuten unter dem Abzug bei Raumtemperatur und anschließende 

Waschung in Aqua dest.  
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10. Gegenfärbung einiger Präparate mit Hämalaun. Zunächst wird das Hämalaun gefiltert, um 

mögliche Sedimente abzufangen. Danach werden die OT für wenige Sekunden in die Lö-

sung geführt, um dann in einem Behältnis unter laufendem Leitungswasser abgespült zu 

werden. Die Reaktion wird dadurch gestoppt 

11. Aufsteigende Alkoholreihe (70 %, 80 %, 90 %, 96 %, 100 % – jeweils ca. eine Minute) bis 

zum Xylol 

12. Eindeckung mit Deckgläschen mittels DePeX 

9.2.2 Protokoll für BrdU-Nachweis 

Tag 1 für den Primärantikörper BrdU  

Tag 1  

1. Entparaffinierung für dreimal zehn Minuten in Xylol mit anschließender Rehydrierung mit 

absteigender Alkoholreihe (100 %, 96 %, 90 %, 80 %, 70 %) bis zum Aqua dest. für jeweils 

eine Minute 

2. Denaturierung der Präparate im Zitratpuffer stehend in der Mikrowelle 

BrdU: einmal fünf Minuten bei 680 W 

3. Abkühlung der Präparate für einige Minuten in einer Eisschale 

4. Umrandung der einzelnen Präparate mit einem PAP-Pen 

5. Peroxidase-Hemmung mit 3%igem H2O2. Zur Herstellung werden 9,14 ml PBS und 0,86 

ml H2O2 35 % verwendet 

6. Inkubation in einer Feuchtkammer für 30 Minuten und anschließendes Waschen in PBS 

für dreimal fünf Minuten 

7. Abblockung der unspezifischen Bindungsstellen mit PBS, Normal Goat Serum (ca. 5 %) 

und 0,05 % Triton. Für 10 OT werden folgende Mengen verwendet: 10 ml PBS + 5 µl 

Triton + 500 µl Normal Goat Serum  

8. Inkubation von einer Stunde in der Feuchtkammer bei Raumtemperatur 

9. Kurzes Abspülen der Präparate mit PBS 

10. Herstellung der Stammlösung für den Primärantikörper von PBS und 3 % Normal Goat 

Serum. Herstellung aus 10 ml PBS + 300 µl Normal Goat Serum. Die Verdünnung des 

Primärantikörpers beträgt bei BrdU 1 : 2000 

Die benetzten OT werden über Nacht in der Feuchtkammer im Kühlschrank gelagert 
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Tag 2 

1. Die OT dreimal fünf Minuten in PBS waschen 

2. Auftragung des Sekundärantikörpers anti-rat (Verdünnung 1 :  200). Für 10 OT wird die 

Lösung wie folgt angesetzt: Stammlösung (PBS + 3 % Normal Goat Serum + 0,05 % Triton): 

10 ml PBS + 300 µl Normal Goat Serum + 5 µl Triton + 50 µl Sekundär-AK anti-rat 

3. Inkubation in der Feuchtkammer bei Raumtemperatur für eine Stunde 

4. Waschung für dreimal fünf Minuten in PBS  

5. Während der Inkubationszeit des Sekundär-AK wird AB-Komplex angesetzt (A und B je 

1:50, entspricht: 10 ml PBS + 200 µl A + 200 µl B). Dieser inkubiert auf dem Schüttler 

mindestens 30 Minuten 

6. Auftragung des AB-Komplexes auf die Präparate und eine Stunde Inkubation bei Raum-

temperatur in der Feuchtkammer 

7. Waschung der Präparate mit PBS für dreimal fünf Minuten 

8. Herstellung der DAB-Lösung mit 10 ml PBS + 10 mg DAB + 1 µl H2O2 35 %.  

9. Inkubation von vier Minuten unter dem Abzug bei Raumtemperatur und anschließende 

Waschung für dreimal fünf Minuten mit PBS 

10. Gegenfärbung einiger Präparate mit Hämalaun. Zunächst wird das Hämalaun gefiltert, um 

mögliche Sedimente abzufangen. Danach werden die OT für wenige Sekunden in die Lö-

sung geführt, um dann in einem Behältnis unter laufendem Leitungswasser abgespült zu 

werden. Die Reaktion wird dadurch gestoppt 

11. Aufsteigende Alkoholreihe (70 %, 80 %, 90 %, 96 %, 100 % – jeweils ca. eine Minute) bis 

zum Xylol 

12. Eindeckung mit Deckgläschen mittels DePeX 

9.3 Chemikalien und Antikörper 

ABC-Kit, Vectastain Elite, PK-6100  

Alkohol, N-Propanol 97 %  

Aqua dest., hauseigene Anlage  

BSA, Albumin Fraktion V biotinfrei, Carl Roth, 0163.2, Lot: u. a. 295231087  

Citronensäure Monohydrat, Merck, 1.00244.1000, Lot: K41121244   

DAB, 3,3´-Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid, Sigma-Aldrich, D5673-10G, Lot: 

SHBF97794V 

DePeX, Serva, 18243.02, Lot: 130349  
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EDTA, Ethylendiamintetraacetat, Sigma-Aldrich, E4884  

Eosin G-Lösung 1 %, wässrig, Carl Roth, 3137.1  

Hämalaun nach Mayer, Merck, 1.09249.0500, Lot: HX390929  

HCl 37 % EMSURE, Salzsäure, VWR International, 1.00317.1000  

H2O2 35 %, Emprove exp, Wasserstoffperoxid, Merck, 1.08600.1000  

Ketamin, Bela Pharm, CAS-Nr.: 33643-46-8  

NaCl, Natriumchlorid, Carl Roth, Art.-Nr. 3957.1, Charge: 085224050  

NaH₂PO₄ x H₂O, Natrium-Dihydrogenphosphat-Monohydrat, Carl Roth, Art.-Nr. K300.2, 

Charge: 092179771  

Na₂HPO₄ x 2 H₂O, di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat, Carl Roth, Art.-Nr. 4984.1, 

Charge: 175226790  

NaOH, Natriumhydroxid, Roth, 9356.1  

Normal Goat Serum, Vector Laboratories, S-1000, Lot: u. a. ZA0922  

PAP-Pen-Liquid Blocker, Abcam, AB2601  

Paraformaldehyd, Merck, 1.04005.1000  

Primärantikörper:  

⚫ akt. Caspase-3: Cleaved Caspase-3 (D175) Rabbit, Cell Signaling Technology, 9661S, Lot: 43 

⚫ BrdU: Anti-BrdU monoklonal IgG Rat, AbD Serotec, MCA2060, Lot: 0212 für 6-

Monatstiere 

⚫ Iba1: Anti Iba1 Rabbit, Wako, 019-19741, Lot: CTP1721 für P3-Tiere, SAQ1935 für 6-

Monatstiere 

⚫ OMP: Anti-OMP Rabbit, Sigma-Aldrich, O7889, Lot: 017K4829  

⚫ PGP 9.5:  Anti-protein gene product 9.5 Rabbit, polyclonal, Millipore, AB1761-I, Lot: 

2480984, 2581358 für P3-Tiere und 2603261 für 6-Monatstiere 

Rompun, Bayer, CAS-Nr.: 7361-61-7 

Sekundärantikörper:  

⚫ Biotinylated anti-rabbit IgG (H+L), Vector Laboratories, BA-1000, Lot: u. a. ZA0324 

⚫ Biotinylated anti-rat IgG (H+L), Vector Laboratories, BA-9400. Lot: u. a. Y07731 

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat, Carl Roth, Art.-Nr. 3580.3, Charge: 065218348  

Tris, Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, Carl Roth, 4855.2  

Triton 0,05 % X-100, Carl Roth, 3051.3  

Xylol (Xylene), Dimethylbenzol, CAS-Nr.: 1330-20-7, J.T. Baker, 8118, Lot: u. a. 

1720801879 
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Weitere, eventuell nicht genannte, Grundchemikalien werden durch die Firmen Biogenix, Che-

micon, Merck, Carl Roth oder Sigma-Aldrich zur Verfügung gestellt. 

9.4 Lösungen 

Entkalkung 

Für einen Liter Lösung werden 100 g EDTA und 33 g Tris in 1 l Aqua dest. aufgelöst. Der pH-

Wert der Lösung wird auf 7,2 eingestellt.  

Hämalaunlösung nach Mayer 

Für einen Ansatz von 250 ml werden 50 ml Mayers Hämalaun-Konzentrat mit 200 ml Aqua 

dest. in Lösung gegeben. 

Paraformaldehyd-Lösung 3,7 % 

Für 2 l Paraformaldehyd-Lösung werden 8 g Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat, 16,3 g 

di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat, 1 l Aqua dest. und 74 g Paraformaldehyd vermischt 

und unter Rühren auf 80 °C erhitzt, bis die Lösung klar ist. Als nächstes erfolgte die Hinzugabe 

von 500 ml Aqua dest. und der pH wird auf 7,0 (HCl/NaOH) eingestellt. Zuletzt werden erneut 

500 ml Aqua dest. hinzugegeben.  

PBS 

Für 10 Liter 0,1 M PBS-Puffer werden 87,7 g Natriumchlorid, 14,4 g di-Natriumhydrogenphos-

phat-Dihydrat und 2,029 g Natrium-Dihydrogenphosphat-Monohydrat in einen Liter Aqua dest. 

gelöst. Nach vollständiger Lösung der Salze beträgt die Zusammenstellung des Puffers eine 

Kombination aus einem Teil hergestelltem Kozentrat und neun Teilen Aqua dest.. Zuletzt wird 

die Lösung auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt. 

Zitratpuffer 

Für den Zitratpuffer werden zwei Lösungen angesetzt. 

Lösung 1 besteht aus 29,41 g Tri-Natriumcitrat Dihydrat, welches in 1 l Aqua dest gelöst wird. 

Lösung 2 besteht aus 21,01 g Citronensäure Monohydrat und wird ebenfalls in 1 l Aqua dest. 

gelöst. Im Anschluss wird für 1 l Zitratpuffer 82 ml von Lösung 1, 18 ml Lösung 2 und 900 ml 

Aqua dest. vermischt. Danach wird die Lösung auf einen pH-Wert von 6.0 kalibriert. 
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Weitere Lösungen 

2 N NaOH-Lösung zum pH einstellen: 80 g NaOH/1 l Aqua dest. 

2 N HCl-Lösung zum pH einstellen: 73 ml HCL/1 l Aqua dest. 

9.5 Gebrauchsmaterialien und Geräte 

Tabelle 4: Gebrauchsmaterialien und Geräte 

Bezeichnung Hersteller 

Bechergläser aus hitzefestem Borosilikatglas in  

verschiedenen Größen 

Simax, Czech Republic 

Faltenfilter Ø 240 mm Schleicher & Schuell GmbH 

Feinwaage Excellence E5500S Sartorius, Göttingen 

Präzisionswaage PRJ, 620 3NM  Kern und Sohn GmbH, Deutschland 

Feuchtkammer M920- StrainTray   Simport 

Hauseigene Aqua dest. Maschine SG euRO 3000  

Laborschüttler-swip Edmund Bühler GmbH 

Leica DM6 B Mikroskop Leica Microsystems, USA 

Magnetrührer „RH Ikamag“ Jahnek & Kunkell IKA Labortechnik, 

Staufen 

Menzel-Gläser 100 Stück 24 x 60 mm Gerhard Menzel B.V. & Co. KG 

Menzel-Objektträger mit Mattrand 76 x 26 mm Gerhard Menzel B.V. & Co. KG 

Mikrotom, „RM 2255“ Leica Biosystems Nussloch GmbH, 

Deutschland  

Mikrowelle Wavedom LG 

Pasteurpipetten zum Einmalgebrauch Thermo Fischer  Scientific 

Pipettenspitzen: epT.I.P.S. Standard in versch. Größen Eppendorf, Deutschland 

pH-Meter „Expert pro“ Mettler-Toledo, Gießen 

Videomikroskop „BX51“ Olympus, Hamburg 

 

Die verwendeten Produkte werden ohne ® und ™ Zeichen aufgelistet. Auch ohne Kennzeich-

nung kann es sich um geschützte Produkte handeln. Weitere, hier nicht genannte Laborgeräte 

entsprechen den üblichen Laborstandards. 
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9.6 Software 

⚫ Citavi 6, Swiss Academic Software GmbH, Schweiz 

⚫ LAS X.Ink, Leica Microsystems, USA 

⚫ Microsoft Office 2016 (Word, Excel, Power Point), Microsoft, USA 

⚫ Photoshop CC 2017, Adobe Systems, USA 

⚫ SPSS Statistics 25, IBM, USA 

⚫ Stereo Investigator 11.02.1, MBF Bioscience, USA 

9.7 Stereo Investigator – Optical Fractionator Workflow 

1. Objektivrevolver Stufe 4 

2. Stereo Investigator starten 

3. Optical Fractionator Workflow auswählen 

4. Neues Subjekt starten 

5. Set up the subject: Counts eingeben: 7; Section’s Cut Thickness: 10 µm; Section Evalua-

tion Interval: 25 (P3) bzw. 75 (6Mo); Starting Section Number 1 

6. Set Microscope to Low Magnification: 10 x 1600 

7. Trace your Region of Interest: gewünschten Bereich mit Cursor umfahren 

8. Set Microscope to High Magnification: 40 x 1600 

9. Measure Mounted Thickness: Refocus to top of section at each grid site; measure the 

mounted thicknesss while counting; Measure mounted thickness at sampling sites. Evalu-

ation Interval: measure every 1 site 

10. Define the Counting Frame Size: Counting Frame Größe je nach Target festlegen  

11. Define SRS Grid Layout: Grid Size je nach Target festlegen 

12. Define Disector Options: Top Guard Zone Height 2 µm; Optical Disector Height 6 µm; 

Focus Method: Manual Focus 

13. Save Sampling Parameter: Datei-Name festlegen 

14. Count Objects: Objekte zählen, Top of the Section und Bottom of the Section mittels 

Mausklick bestimmen 

15. View the Sampling Results: Nach der Zählung aller Sections sich die Ergebnisse anzeigen 

lassen (Excel) und Datei speichern 
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9.8 Statistische Auswertung: Mittelwerte, Standardabweichung des Mittelwertes 

(SEM), p-Werte  

Tabelle 5: Auswertung des Körpergewichts 

Tier  Mittelwert (Gramm) SEM 

P3-/- 10,0 0,51639778 

P3+/- 9,5 0,42817442 

6Mo -/- 549,9 17,750313 

6Mo+/- 498,2 27,1239951 

Tabelle 6: Auswertung der Immunhistochemie 

Tier Mittelwert (Zellen/mm³) SEM 

P3 OMP-/- 214335,00 23404,6841 

P3 OMP+/- 206532,79 34425,852 

6Mo OMP-/- 3791308,90 1814058,97 

6Mo OMP+/- 5886366,10 3680764,77 

P3 BrdU-/- 149775,72 9849,71 

P3 BrdU+/- 135556,11 9165,78954 

6Mo BrdU-/- 170748,70 91266,1974 

6Mo BrdU+/- 97772,67 53528,0381 

6Mo akt. Caspase-3-/- 24,6666667 4,75861791 

6Mo akt. Caspase-3+/- 32,5 12,1126655 

6Mo PGP 9.5-/- 6887526,63 4200951,8 

6Mo PGP 9.5+/- 12412336,09 7436884,61 

P3 Iba1-/-  121842,35 6252,76403 

P3 Iba1+/- 99689,46 4667,03538 

6Mo Iba1-/- 1398783,02 785786,345 

6Mo Iba1+/- 719521,65 348270,948 
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Tabelle 7: p-Werte aus dem Mann-Whitney-U-Test 

 

Mann-Whitney-U-Test 

Target  p-Wert (exakte Signifikanz) 

Körpergewicht P3 HD-/- vs. P3 HD+/- 0,419 

Körpergewicht 6Mo HD -/- vs. 6Mo HD +/- 0,132 

Körpergewicht P3 HD-/- vs. 6Mo HD-/- 0,002 

Körpergewicht P3 HD+/-  vs. 6Mo HD+/- 0,002 

OMP P3 HD -/- vs. P3 HD +/- 0,937 

OMP 6Mo HD-/-  vs. 6Mo HD+/- 0,937 

OMP P3 HD-/- vs. 6Mo HD-/- 0,002 

OMP P3 HD+/-  vs. 6Mo HD+/- 0,002 

BrdU P3 HD -/- vs. P3 HD +/- 0,485 

BrdU 6Mo HD-/-  vs. 6Mo HD+/- 0,682 

BrdU P3 HD-/- vs. 6Mo HD-/- 0,662 

BrdU P3 HD+/-  vs. 6Mo HD+/- 0,065 

akt. Caspase-3 6Mo HD-/- vs. HD+/- 0,937 

PGP 9.5 6Mo HD-/-  vs. 6Mo HD+/- 0,485 

Iba1 P3 HD-/- vs. P3 HD +/- 0,026 

Iba1 6Mo HD-/-  vs. 6Mo HD+/- 0,937 

Iba1 P3 HD-/- vs. 6Mo HD-/- 1 

Iba1 P3 HD+/-  vs. 6Mo HD+/- 0,093 
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