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1 Einleitung

Bel der Staupe handelt es sich um eine hochinfektidse Viruserkrankung, die durch ein mit
dem menschlichen Masernvirus und dem Rinderpestvirus verwandtes Morbillivirus der
Familie Paramyxoviridae verursacht wird (PRINGLE 1991). Sie tritt weltweit sowohl bei
Caniden (Hund, Dingo, Fuchs, Kojote, Wolf und Schakal), als auch bei Procyoniden (z. B.
Waschbédr, Nasenbédr, Panda) und Musteliden (Wiesel, Frettchen, Nerz, Skunk, Dachs,
Hermelin, Marder und Otter) auf. Seit einiger Zeit wurden auch Infektionen bel Grof3katzen
(z.B. Lowen, Tiger und Leoparden), Equiden und bei weiteren Spezies der Ordnungen
Cetacea, Artiodaktyla und Primates beobachtet (APPEL u. GILLESPIE 1972; APPEL et al.
1994; OSTERHAUS et al. 1995; Literaturbersicht bel VAN MOLL 1994).

Mikrogliazellen sind wichtige Immuneffektorzellen des zentralen Nervensystems (ZNS)
(GIULIAN 1987; GRAEBER u. STREIT 1990). Die Mikroglia scheint bei nahezu jedem
pathologischen Zustand des ZNS eine Rolle zu spielen, wie z.B. bel Traumata, Ischdmie,
Degeneration und neurologischen Krankheitssyndromen wie Epilepsie, Alzheimer Krankheit,
Demenz bei AIDS (acquired immunodeficiency syndrome) und Multiple Sklerose (GIULIAN
et al. 1995).

Die Hundestaupe, in deren akuter Form es zur Entmarkung des ZNS und zunéchst nicht zu
entzindlichen Veradnderungen kommt (VANDEVELDE et al. 1982a und b), ist ein etabliertes
Modell fur Erkrankungen des ZNS, die mit Entmarkungen einhergehen, wie beispielsweise
die Multiple Sklerose (MS) des Menschen (APPEL et al. 1981). Die Rolle der Mikroglia bel
der Pathogenese von Staupelasionen im ZNS ist bis dato nicht bekannt. Studien weisen darauf
hin, dass die Pathogenese der Demyelinisierung virusinduziert ist (VANDEVELDE et a.
1985; ZURBRIGGEN et al. 1993a), jedoch wurde an humanen Mikrogliazellen beobachtet,
dass sie als Effektor und Regulator fur die Demyelinisierung von zentraler Wichtigkeit zu
sein scheinen (ULVESTAD et al. 1994a). Immunhistochemisch wurde bei der akuten Form
der Staupe nach Farbung mit Lektinen, dem Antikorper gegen MHC Il bzw. CD18 eine
Aufregulation der Mikroglia in den Lasionen vermutet (VANDEVELDE et a. 1982a;
ALLDINGER et a. 1996; TIPOLD et a. 1999). Eine frihe T-Zellantwort in dieser Phase der
Erkrankung wurde erst kirzlich beschrieben (TIPOLD et al. 1999). In Zellkulturversuchen
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konnte gezeigt werden, dass Mikroglia und andere Makrophagen mit Staupevirus infiziert
werden und Reaktionsprodukte wie reaktive Sauerstoffintermediate generieren, die
Oligodendrozyten schadigen konnen (GRIOT et a. 1990). Eine Beeinflussung der

Pathogenese der Demyelinisierung durch die Mikroglia wére somit méglich.

Forschungsmethodisch beschrénken sich die Erkenntnisse tber die Funktionen der Mikroglia
weitestgehend auf in vitro durchgefihrte Experimente (HEIN et al. 1995). Ergebnisse auf der
Grundlage von Ex-vivo-Studien, um Ruckschlisse auf die Funktionen der Mikroglia in vivo
und ihren Beitrag zur Pathogenese der Demyelinisierung bei Hundestaupe ziehen zu kdnnen,
fehlen bisher.

Das Ziel dieser Arbeit war zunéchst die Adaptierung einer fir andere Spezies (Ratte, Maus,
Affe, Mensch) etablierten Methode zur Gewinnung und Aufreinigung von Mikrogliazellen fur
den Hund. Mittels dieser Methode sollte die Grundlage zur immunphénotypischen und

funktionellen Untersuchung caniner Mikroglia ex vivo geschaffen werden.

Im Anschluss an die Etablierung der Methode der Isolierung sollte die Mikroglia ex vivo bel
Hunden, die nach Staupevirusinfektion typische ZNS-Léasionen mit Demyelinisierung
aufwiesen, untersucht werden. Diese Untersuchung war im Rahmen eines Impfstoffversuchs
mit Challenge-Infektion geplant. Dabel sollten immunphénotypische und funktionelle Unter-
schiede der Mikroglia bei Hunden mit staupetypischen ZNS-L&sionen im Vergleich zur
Mikroglia bel gesunden Hunden herausgestellt und mit den gewonnenen Ergebnissen
Rickschlisse auf den Beitrag der Mikroglia zur Pathogenese der Hundestaupe gezogen

werden.
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2 LiteraturUbersicht

2.1 Hundestaupe

Die Staupe (Canine distemper, auch: Carrésche Krankheit) ist eine seit Jahrhunderten
bekannte infektiose Erkrankung (FANKHAUSER 1982; APPEL 1991). Eine der ersten
zuverlassigen Beschreibungen der Krankheit aus dem Jahre 1809 stammt von Jenner, dem
Erfinder der Kuhpockenvakzinierung (FANKHAUSER 1982). Der Begriff , Staupe’
umschrieb zu der damaligen Zeit unterschiedlichste Krankheiten bei Mensch und Tier. Die
Virusétiologie wurde 1905 durch M. H. Carré bewiesen (FANKHAUSER 1982).

Etymologisch betrachtet ist die deutsche Bezeichnung ,, Staupe® auf das atfriesische ,, Stupa’“,
das , Zichtigung” oder , gottliche Strafe” bedeutete zurtickzufiihren, wahrend das englische
Verb ,to distemper® mit ,krank stimmen®, ,verriickt machen® oder ,vergiften* Ubersetzt
werden kann (FANKHAUSER 1982).

211 Das Hundestaupevirus (Canine distemper virus, CDV)

2111 Taxonomie

Taxonomisch gehdrt das Staupevirus zum Genus Morbillivirus, das zusammen mit den
Genera Paramyxovirus, Rubulavirus und Pneumovirus die Familie der Paramyxoviridae
bildet (PRINGLE 1991). Zu den Morbilliviren zdhlen neben dem Staupevirus (CDV) das
humanpathogene Masernvirus (MV), das Rinderpestvirus (RPV) und der Erreger der Peste
des Petits Ruminants (PPRV) (APPEL u. GILLESPIE 1972). In den letzten Jahren wurden
zudem fur marine Sauger pathogene Viren entdeckt, die ebenfalls den Morbilliviren
zugeordnet wurden, wie das ,,Phocine distemper virus® (PDV), ,,Dolphin distemper virus*
(DMV) und , Porpoise distemper virus* (PMV) sowie ein Equines Morbillivirus (EMV;
APPEL 1991; OSTERHAUS et a. 1995; MURPHY et a. 1999). Das Staupevirus ist
antigenetisch einheitlich, die Virulenz und Gewebsaffinitdt von Stémmen und Isolaten kann
jedoch betréchtlich variieren (GREENE u. APPEL 1998; SHELL 1990; SUMMERS et al.
1994).
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21.1.2 Mor phologie

Bel Morbilliviren handelt es sich um sphérische bis pleomorphe, behillte RNA-Viren mit
einem Durchmesser von 150 bis 250nm (GREENE u. APPEL 1998). Das helikal-
symmetrische Nukleokapsid weist einen Durchmesser von 13 bis 18 nm und eine Lange von
biszu 1 um auf und umgibt den negativ polarisierten, nicht-segmentierten RNA-Einzel strang
(PRINGLE 1991). Es besitzt seinerseits eine Lipidhtlle (MURPHY et al. 1999). Am Aufbau
des Virions sind sechs Strukturproteine und zwei Nicht-Strukturproteine beteiligt.

Als Unterscheidungsmerkmal des Genus Morbillivirus zum Paramyxovirus diente lange Zeit
das Fehlen des Enzyms Neuraminidase. Jingere Untersuchungen ergaben jedoch, dass bel
RPV und PPRV ene Neuraminidase-Aktivitdt vorhanden ist, wadhrend CDV diese
Eigenschaft nicht besitzt (LANGEDIXK et al. 1997).

F-Pratein - £ H-Pratein

T
H-Frotein -
e

L P-Frotein

— L-Protein

t-Frotein

Abb. 1 Schematische Darstellung eines Mor billivirions
Dargestellt ist die Lage der sechs Strukturproteine: Matrix-, Haemagglutinin-, Fusions-,
Nukleokapsid-, Phospho- und Large-Protein

Morbilliviren besitzen sechs Strukturproteine und zwei Nicht-Strukturproteine. Am Aufbau
des Nukleokapsids sind drei der sechs Strukturproteine beteiligt: das Nukleokapsid- (N-), das
Phospho- (P-) und das Large-Protein (L-Protein) (PRINGLE 1991). Das Nukleokapsid wird
von einer Lipiddoppelmembran umschlossen, die die restlichen drei Strukturproteine
beinhaltet: Auf der Innenseite der Membran befindet sich das Matrix-Protein (M-Protein), auf
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der AulRenseite sind zwei Arten transmembrandser Glykoproteine (F- und H-Protein)
eingelagert (APPEL 1987). Sie ragen als regelméfdige ,, Spikes* von 8 bis 12 nm Lange Uber
die Hillenoberflache hinaus.

21.13 Wirtsspektrum

Das Staupevirus hat ein sehr weites Wirtsspektrum und ist bis auf heif3e und aride Regionen
weltweit verbreitet (APPEL 1987; APPEL 1991). Zu den empfanglichen Tieren gehdren acht
Familien der Ordnung Carnivora. Dies sind von der Unterordnung Fissipedia (Landraubtiere)
die Familien Canidae, Hyaenidae, Mustelidae, Procyonidae, Ailuridae, Viverridae und Felidae
sowie von der Unterordnung der Pinnipedia (Wasserraubtiere) die Familie Phocidae.
Weiterhin sind Schweinswale und Delphine (Ordnung: Cetacea), sowie Pekaris (Ordnung:
Artiodaktyla) und Makaken (Ordnung: Primates) empfanglich (Literaturiibersicht bei VAN
MOLL 1994).

Beim Menschen (Familie: Hominidae) wird die Beteiligung des Hundestaupevirus an der
chronisch-progressiven Osteodystrophia deformans (Morbus Paget) als Zoonoseerreger
diskutiert, da Morbillivirustranskripte in Knochenl&sionen von Patienten mit Morbus Paget
gefunden wurden (GORDON et a. 1991; GREENE u. APPEL 1998). Zudem wurden
Staupeepidemien mit einem verstarkten Auftreten von Multiple Sklerose-Félen (MS) in
Verbindung gebracht. Trotz dieser Beobachtung kann ein urséchlicher Zusammenhang jedoch
nicht bestétigt werden (VOLLMER u. WAXMAN 1991; VANDEVELDE u. MEIER 1980).

Experimentell konnen Méuse, Ratten, Hamster und Kaninchen infiziert werden. Die
Erkrankung verlauft bel parenteraler Gabe des CDV jedoch meist klinisch inapparent (APPEL
u. GILLESPIE 1972; GREENE u. APPEL 1998). Intrazerebral infizierte Primaten erkranken
an einer akuten Enzephalitis (APPEL u. GILLESPIE 1972).

2114 Epidemiologie

Hundestaupe tritt weltweit auf und bereitet trotz der Anwendung von Impfstoffen seit 40-50
Jahren immer wieder Probleme in der Kleintierpraxis (WRIGHT et a. 1974; TIPOLD 1997).

Anhand der Daten einer retrospektiven Studie war sie im Patientenmaterial des Instituts fur
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Tierneurologie der Universitdt Bern die am haufigsten auftretende entztindliche Erkrankung
des ZNS des Hundes (TIPOLD 1995).

Unter den empfanglichen Hunden kann die Staupe Hunde aler Altersklassen befallen
(APPEL 1987, GREENE u. APPEL 1998). Seit dem Einsatz modifizierter Lebendvakzine in
den 50er Jahren ist das Auftreten der Erkrankung sehr stark zurtickgegangen (SUMMERS et
a. 1994), weil die meisten erwachsenen Hunde geimpft sind. Vor dem Einsatz von
Impfstoffen war jedoch eine hohe Inzidenz von Staupe bei jungen Hunden im Alter zwischen
2 Monaten und 2 Jahren zu verzeichnen (APPEL 1987; TIPOLD 1995). In geimpften
Populationen sind die Welpen durch maternale Antikorper zun&chst bis zu einem Alter von 6
bis 12 Wochen geschiitzt. Sie sind danach empféanglich fur virulentes Virus bis sie durch eine
V akzination geschitzt sind (APPEL 1987).

Eine transplazentare Infektion von Feten ist moglich und kann bei Welpen nach
Verschwinden der maternalen Antikorper zu klinischen Symptomen der Staupe fihren
(APPEL 1987). Uberleben die Tiere diese Erkrankung kann eine permanente |mmundefizienz
resultieren (GREENE u. APPEL 1987).

Akut infizierte Hunde scheiden das Virus unabhéngig vom Vorhandensein klinischer
Symptome mit alen Se- und Exkreten, einschliefdlich Urin, aus (APPEL 1987). Die
Virusausscheidung beginnt circa 7 Tage nach Virusexposition und kann bis zu 60-90 Tage
post infectionem (p.i.) andauern, wobei die durchschnittliche Dauer meist geringer ist
(APPEL 1987; GREENE u. APPEL 1998). CDV wird vor alem durch Aerosole von Hund zu
Hund verbreitet (APPEL 1987; GREENE u. APPEL 1998). Da das Virus in der AulRenwelt
nur kurz lebensféhig ist, ist die Ansteckungsgefahr umso hoher, je dichter die Hunde-
population in einer bestimmten Umgebung ist. Die Inkubationszeit liegt zwischen einer bis
vier Wochen und mehr (APPEL 1987).

Nach Erholung von natlrlicher Erkrankung bzw. nach Booster-lmmunisierung resultiert eine
jahre- bis lebenslange Immunitdt (GREENE u. APPEL 1998; NIEMAND u. SUTER 2001).
Diese ist jedoch nicht notwendigerweise ein ausreichender und lebenslanglicher Schutz vor
Infektion. Sie kann verloren gehen, wenn die Impfung nicht regelméaiig wiederholt wird,

wenn Stress, andere Krankheiten oder Medikamente zu einer Immunsuppression gefuhrt



Literaturubersicht 21

haben und Kontakt mit erkrankten Tieren oder Virus in hohen Dosen besteht (PARKER 1978;
GREENE u. APPEL 1998).

Eine Rassedisposition fir erhohte CDV-Empfanglichkeit wird vermutet. SHELL (1990)
stellte eine geringere Pravalenz brachiocephaler Rassen in Bezug auf Erkrankung, Mortalitat
und Entwicklung einer Enzephalitis als bel dolichocephalen Rassen fest. Empfénglichere
Rassen sind nach GREENE u. APPEL (1998) Greyhounds, Sibirische Huskies, Weimaraner,
Samoyeden und Alaska Malamute. Insgesamt gilt eine Rassedisposition allerdings nicht als
bestétigt (TIPOLD 1997).

Zudem ist die Virulenz und der Tropismus des Staupevirusstamms wichtig fur Schwere und
Art der klinischen Erkrankung. Hochvirulente und neuropathogene Stdmme sind beispiels-
weise ,A75/17* und , Rockborn 252, die eine subakute bis chronische ZNS-Erkrankung mit
Degeneration und Entziindung der weil3en Substanz hervorrufen (GREENE u. APPEL 1998).

Eine saisonale Pravalenz mit verstarktem Auftreten in der kalten Jahreszeit verzeichnet
APPEL (1987), wobei nicht bekannt ist, ob dies mit einer htheren Infektions-Inzidenz

korreliert. Andere Autoren haben keine saisonale Haufung beobachtet.

212 Pathogenese

2121 Pathogenese der systemischen Hundestaupe

Der natirliche Infektionsweg bei der Hundestaupe verlauft Gber die Schleimhéute des oberen
Respirationstraktes nach einer Tropfchen-Inhalation von Virus (APPEL 1970). Eine initiale
Virusvermehrung findet innerhalb der ersten 24 Sunden im lymphatischen Gewebe des
Rachenrings und bronchialen Lymphknoten statt.

Im Rahmen einer ersten Virémie 2-5 Tage p.i. gelangen die Viren mittels infizierter Lympho-
zyten und Makrophagen zu den meisten lymphoretikuldren Organen — einschliefdlich Milz,
Thymus, cervikale und mesenteriale Lymphknoten, Knochenmark, Makrophagen in Lamina
propria der Schleimhaute des Magens und Darms (APPEL 1970; WRIGHT et a. 1974) und
Kupffer’ Sternzellen der Leber (APPEL 1987) — wo es zu einer massiven Replikation mit
einhergehender Immunsuppression (CERRUTI-SOLA et a. 1983) kommt. Klinisch duf3ert
sich diese Phase in einem ersten Fieberschub 3-6 Tage p.i., der oft unbemerkt bleibt (APPEL
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1987; GREENE u. APPEL 1998), und einer ausgedehnten Leukopenie, die sich primér als
Lymphopenie &uRert (GREENE u. APPEL 1998). Als Ausdruck der Schadigung
lymphatischer Organe zeigt sich in der Sektion eine Thymusatrophie und histologisch eine
Lymphozytendepletion (WRIGHT et al. 1974; KRAKOWKA et al. 1980).

Ab Tag 8 und 9 p.i. findet von diesen Geweben ausgehend im Zuge einer zweiten Viramie die
hdmatogene Infektion epithelialer Gewebe statt. Mit der Besiedelung der Epithelien erfolgt
die Initiation der Virusausscheidung tber sdmtliche K érperexkrete (APPEL 1970).

In Abhangigkeit vom infizierenden Virusstamm und der individuellen Fahigkeit des einzelnen
Hundes zur Entwicklung einer spezifischen Immunantwort nimmt die Erkrankung vom 7.-14.
Tag p.i. einen unterschiedlichen Verlauf (APPEL 1970; APPEL u. GILLESPIE 1972,
SUMMERS et al. 1984; APPEL 1987).

Hunde, die eine massive zelluléare und humorale Immunantwort bilden, erholen sich nach
mildem oder sogar subklinischem Krankheitsverlauf schnell (APPEL 1970; VANDEVELDE
u. ZURBRIGGEN 1995). Das Virus wird mit Hilfe der spezifischen Antikorper neutralisiert
und aus dem Korper eliminiert, bevor eine Infektion epithelialer und mesenchymaler Gewebe
stattfindet.

Fehlt eine zellvermittelte und humorale Immunantwort, sterben die Hunde nach kurzem und
schwerem Krankheitsverlauf (VANDEVELDE u. ZURBRIGGEN 1995; GREENE u. APPEL
1998).

Bel unzureichender zellul&rer und humoraler Immunantwort kommt es zundchst im Rahmen
einer zweiten Virdmie zur hé&matogenen Virusausbreitung via infizierter Lymphozyten,
Makrophagen und eventuell Thrombozyten (APPEL 1987) in die Epithelien des Digestions-,
Atmungs- und Urogenitaltraktes, in die Haut, in exokrine und in endokrine Drisen (APPEL
1987). In das ZNS gelangt das Virus Uber den Liquor cerebrospinalis bzw. infizierte
lymphoide Zellen (HIGGINS et a. 1982) und ist erstmals ab dem 8.-10. Tag p.i. in
perivaskuldren Lymphozyten, dann in Meningealmakrophagen und Ependymzellen, spéter in
Gliazellen und Neuronen nachweisbar (BOENIG et al. 1974; APPEL 1987). Mit steigendem
Antikorpertiter konnen die Krankheitssymptome nachlassen und die Tiere langsam oder
partiell gesunden. Sie zeigen jedoch oftmals die Tendenz, einen chronischen Krankheits-

verlauf mit Progression der demyelinisierenden Lasionen als Resultat immunpathol ogischer
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Reaktionen zu entwickeln (VANDEVELDE et al. 1982b; VANDEVELDE u. ZURBRIGGEN
1995). Die gesteigerte Antikdrperproduktion kann zur Eliminierung von Virus fuhren. Nicht
selten persistiert das Virus jedoch in bestimmten Geweben, wie Uvea, Neuronen,
Pfotenballen, Lunge und ZNS (APPEL 1970; APPEL 1987; ZURBRIGGEN et al. 1995;
GREENE u. APPEL 1998).

Insgesamt l&sst sich eine inverse Beziehung zwischen Virus- und Antikorperprésenz
konstatieren (APPEL 1970), von der die Schwere der Erkrankung abhdngt (GREENE u.
APPEL 1998).

2122 Pathogenese der nervalen Hundestaupe

Die Virusausbreitung in das ZNS beginnt etwa ab Tag 10-14 p.i. paralel mit der Ausbreitung
in epitheliales Gewebe. Histopathologisch dominiert bei der akuten Form der nervalen
Hundestaupe eine multifokale Demyelinisierung mit selektivem Verlust von Myelinscheiden,
die sich in einer Phase mit massiver Immunsuppression und daher ohne entztindliche
Zellinfiltration entwickelt (VANDEVELDE et al. 1982a). Im Gegensatz zur bisherigen
Annahme, dass in den betroffenen Bereichen als Zeichen der Immunsuppression eine lokale
Immunantwort fehlt, wurde in neueren Untersuchungen eine Einwanderung von T-Zellen
wéhrend der frihen Phase der Demyelinisierung beobachtet (TIPOLD et al. 1999).

Die Mehrzahl der infizierten Zellen der weil3en Substanz sind Astrozyten (MUTINELLI et al.
1989), aber auch Mikrogliazellen sind Zielzellen des Virus und eine restriktive Infektion der
Oligodendrozyten konnte ebenfalls nachgewiesen werden (HIGGINS et al. 1982
VANDEVELDE et a. 1985; ZURBRIGGEN et al. 1993b). In den infizierten Zellen kommt
es zunéchst zur Virusreplikation, die ca. drei Wochen p.i. zu L&asionen (VANDEVELDE u.
ZURBRIGGEN 1995; BAUMGARTNER et al. 1999) in den Prédilektionsstellen Tractus
opticus, Kleinhirn und Rickenmark fuhrt (WRIGHT et al. 1974; TIPOLD 1995; TIPOLD
1996) und durch ihre Néhe zum Liquor cerebrospinalis zu erkléaren ist (SUMMERS et al.
1994). Die Demyedinisierung wird als Resultat der Virusreplikation und der Abregulation der
Myelingen-Transkription angesehen (VANDEVELDE et a. 1985, ZURBRIGGEN et al.
1993b; GREENE u. APPEL 1998; ZURBRIGGEN et a. 1998).
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Die pathogenetischen Vorgange, die zur Demyelinisierung fuhren, sind noch weitestgehend
unbekannt (VANDEVELDE u. ZURBRIGGEN 1995). Als Erklarungsansitze werden u. a.
folgende Mechanismen diskutiert: Zum einen koénnen infizierte Zellen toxische Faktoren
produzieren, die Oligodendrozyten oder die von ihnen formierten Myelinscheiden schédigen.
Des Weiteren konnen die Astrozyten als Folge ihrer Infektion die nutritiven und trophischen
Faktoren fur Oligodendrozyten nicht mehr produzieren. Uberdies werden Makrophagen als
Antwort auf die Virusinfektion aktiviert, die daraufhin Zytokine und andere toxische Stoffe
(z.B. ROS = reactive oxygen species) generieren (SUMMERS et al. 1994).

ALLDINGER et a. (2000) wiesen eine aufregulierte Expression von CD44 in staupe-
assoziierten ZNS-Lasionen mit Demyelinisierung nach. Als exprimierende Zellen wurden
Astrozyten bestimmt. Eine Beteiligung an der Pathogenese wird aufgrund der Induktion von
Chemokinen und Zytokinen vermutet. Zudem wird eine Aufregulation von MHC Il in der
weil3en Substanz beschrieben (ALLDINGER et al. 1996).

Der chronische Status der neurologischen Form der Hundestaupe entsteht durch eine spéte
oder unvollsténdige Immunantwort nach Abnahme der Immunsuppression (SUMMERS et &.
1994; VANDEVELDE u. ZURBRIGGEN 1995). Neben einer Demyelinisierung fallt bei der
in diesem Stadium auftretenden CDV-Enzephalitis histologisch eine massive perivaskuldre
Infiltration mit Lymphozyten, Monozyten und Plasmazellen (, perivaskulares cuffing*) auf
(BOLLO et a. 1986; SUMMERS et a. 1994; TIPOLD 1997). Ziel der Invasion von
Entziindungszellen ist die Viruseliminierung, wozu von den infiltrierenden Plasmazellen
intrathekal Antikorper produziert werden (VANDEVELDE et a. 1986).

Diese Immunantwort kann jedoch zu einer weiteren Progression des Gewebsschadens fihren
(VANDEVELDE et a. 1982b). Die CDV-Antikorper-Komplexe scheinen mit infizierten
Makrophagen in ZNS-Lasionen zu interagieren und diese Zellen zu aktivieren. Als Folge
davon kommt es zu einer Freisetzung von ROS, die zur Zerstérung der Oligodendrozyten
(,innocent bystander) und des Myelins fihrt und somit als ,, Bystander-Mechanismus® zur
Demyelinisierung beitragt (GRIOT et al. 1990; BOTTERON et a. 1992; GREENE u. APPEL
1998). Des Weiteren entlassen Makrophagen Lymphokine und Monokine, die den Charakter
der Lasionen von demyelinisierend zu nekrotisierend umwandeln kénnen (SUMMERS et al.

1994). Die zytotoxische Immunantwort gegen virusinfizierte Zellen kann dariiber hinaus die
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Bildung von Autoantikérpern gegen Myelin provozieren (VANDEVELDE et a. 1982b). Die
durch Makrophagen vermittelte Entziindungsreaktion ist demnach kritisch zu beurteilen
(SUMMERS et al. 1994).

Trotz der erfolgten Immunantwort kann das Virus im ZNS persistent vorhanden bleiben. Das
fuhrt zu einer nicht versiegenden Quelle von Antigen, die die Gewebsschadigung aufrecht-
erhdt (ZURBRIGGEN et a. 1995; TIPOLD 1997).

Ein besseres Verstandnis der Pathogenese der Demyelinisierung ist nicht nur fir die Staupe
des Hundes von Interesse, sondern ebenso fur ZNS-Erkrankungen des Menschen, wie MS und
die subakute sklerosierende Panenzephalitis (SSPE). Bel beiden Krankheiten wird eine Virus-
atiologie mit groRer Ahnlichkeit zu CDV vermutet (BOENIG et al. 1974). Daher kommt der
Hundestaupe als Tiermodell fir demyelinisierende Erkrankungen und Pathogenesestudien
grof3e Bedeutung zu (BOENIG et a. 1974; APPEL et al. 1981).

213 KlinischesBild

Dauer und Schweregrad des klinischen Bildes der Hundestaupe variieren sehr stark in
Abhangigkeit von Alter und Immunkompetenz des Individuums, des Virusstamms und der
Art der beteiligten Sekundarerreger (APPEL 1970; SHELL 1990; SUMMERS et a. 1994).
Mehr as 50-70% der nattrlichen CDV-Infektionen verlaufen wahrscheinlich subklinisch
(GREENE u. APPEL 1987). Die Inkubationszeit reicht von vier Tagen (PARKER 1978) bis
zu vier Wochen und mehr (APPEL 1987).

2131 Systemische Symptome

Milde systemische Formen &uf3ern sich meist in eher unspezifischen Symptomen, wie dem
ersten Fieberschub wahrend der virdmischen Phase, begleitet von Tellnahmslosigkeit,
Dehydratation, Anorexie und Gewichtsverlust (WRIGHT et a. 1974). Spezifischere
Symptome nach anfanglicher Organbesiedelung sind Augen- und Nasenausfluss, Husten,
Dyspnoe, Diarrhoe und Erbrechen (SHELL 1990). Hunde mit diesen Symptomen kénnen sich
nach Ausbildung einer effizienten zelluldren und humoralen Immunantwort erholen; das
Virus wird aus den Geweben entfernt. In bestimmten Regionen kann sich jedoch eine
Persistenz entwickeln und ZNS-Symptome koénnen sich manifestieren (SHELL 1990;
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GREENE u. APPEL 1998). Bel mangelnder Immunantwort ist eine schwere klinische
multisystemische Erkrankung zu beobachten, oft begleitet von neurologischen Ausfalls-
erscheinungen (VANDEVELDE u. ZURBRIGGEN 1995).

Im Bereich des Respir ationsappar ates entstehen Rhinitis mit serdsem Nasenausfluss, der bei
bakteriellen Sekundérinfektionen einen mukopurulenten Charakter annimmt. Die Tiere zeigen
vermehrt Husten. Eine Rontgenaufnahme des Thorax bestétigt das Vorhandensein einer inter-
stitiellen Pneumonie, der durch bakterielle Sekundérinfektion eine Bronchopneumonie folgen
kann. In klassischen Falen werden die respiratorischen Symptome durch unterschiedlich
schwere klinische Symptome im Bereich des Gastro-Intestinaltraktes begleitet. Sie aul3ern
sich als Erbrechen und Durchfall. Daraus resultieren schwere Dehydratation und rasche
Abmagerung bis Kachexie (SHELL 1990; GREENE u. APPEL 1998). Respiratorische und
gastrointestinale Manifestationen werden mitunter als , katarrhalische Form“ zusammen-
gefasst.

Bel natirlicher Infektion wird ein sogenanntes ,, Staupeexanthem*, eine pustulare Dermatitis
an der Haut von Unterbauch, Schenkel- und Ohrinnenfl&chen, beschrieben, die bel
experimentell infizierten Hunden nicht beobachtet wird. Eine Hyperkeratose an Fuf3ballen
und Nasenspiegel wird heute nur noch in Ausnahmefdlen diagnostiziert (APPEL 1987), ist
jedoch ein typisches Symptom fur Staupe (TIPOLD 1995).

Neben einer serésen bis mukopurulenten Konjunktivitis, einer Uveitis und Hornhautulzera bis
hin zu Hornhautperforationen kénnen bei Fundus-Untersuchungen der Augen Lasionen der
Retina beobachtet werden. Zudem kann eine Opticus-Neuritis mit oder ohne Demyelinisie-
rung vorliegen (SCHULZ 1991), die in Erblindung resultieren kann (SHELL 1990).

Erkranken die Tiere als Welpen wahrend der permanenten Zahnentwicklung konnen
Zahnschmelz-Hypoplasien mit Zahnverfarbungen beobachtet werden (SHELL 1990;
PARKER 1978). Es resultiert ein sogenanntes ,, Staupegebiss® (NIEMAND u. SUTER 2001),
das relativ pathognomonisch fir eine stattgefundene Infektion mit CDV ist (GREENE u.
APPEL 1998).

BAUMGARTNER et a. (1995) beschreiben eine Osteosklerose der Metaphysen langer

Rohrenknochen bei CDV-Infektion junger, wachsender Hunde.
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Eine virusinduzierte Kardiomyopathie wurde bei experimentell infizierten neonatalen
gnotobiotischen Hunden gefunden (HIGGINS et al. 1981).

Die aus der CDV-Infektion resultierende Immunsuppression kann zu opportunistischen
Infektionen mit Bakterien (z. B. Samonellen), Protozoen (z.B. Toxoplasma gondii) oder
Viren fuhren, die as Komplikationen den Verlauf der Erkrankung wesentlich beeinflussen
konnen (GREENE u. APPEL 1998).

Mit Ausnahme der Hyperkeratose an Nasenspiegel und Sohlenballen und der sich rasch
entwickelnden Kachexie kann keines der oben genannten extraneuralen Symptome as
charakteristisch fur Staupe angesehen werden. Sie werden auch bel anderen entzindlich-
infektiosen ZNS-Erkrankungen des Hundes gefunden (TIPOLD 1995; TIPOLD 1997).

21.3.2 Neur ologische Symptome

Neben diesen extraneuralen Symptomen manifestieren sich zudem neurologische Symptome,
die den systemischen folgen, gleichzeitig mit ihnen oder de novo auftreten konnen (PARKER
1978; SUMMERS et al. 1994; TIPOLD et a. 1994; GREENE u. APPEL 1998). Die Aus-
pragung der Symptome ist von Tier zu Tier sehr unterschiedlich und spiegelt nicht immer das
Vorhandensein der histologisch nachweisbaren, vorwiegend multifokalen Lasionen wider.
Eine klinisch-histopathologische Korrelation bel der neurologischen Form der Hundestaupe
fehlt somit meistens (TIPOLD 1996).

Unabhangig davon, ob eine akute oder chronische CDV-Infektion des ZNS vorliegt, ist ihr
Verlauf typischerweise progressiv (BOENIG et a. 1974, PARKER 1978; GREENE u.
APPEL 1998). Die neurologischen Symptome sind sehr vielfdltig. Sie kdnnen den
Symptomen einer Grolhirnldsion (Anfaldeiden, verzogerte Propriozeption, fehlender
Drohreflex), Hirnstammlasion (Gangstorung, gestorte Propriozeption, Kopfnervenausfélle,
Bewusstseinsstérungen) oder Kleinhirnlésion (Tremor, Ataxie, Hypermetrie) entsprechen
(BOENIG et a. 1974; APPEL 1987; TIPOLD 1996; GREENE u. APPEL 1998). Zentra
vestibulare Storungen (vestibuldre Ataxie, Nystagmus, Kopfschiefhaltung, Propriozeptions-
stérungen und Kopfnervenausfalle) sind haufig zu diagnostizieren, wohingegen solitare
Schadigungen des Nervus opticus (Blindheit, dilatierte Pupillen) seltener beobachtet werden
kénnen (GREENE u. APPEL 1998). Das Auftreten eines Myoklonus (unwillkurliche Muskel-
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kontraktionen vor alem an Extremitdten und Kopfmuskeln) wurde friher als
pathognomonisch fir Staupe angesehen (TIPOLD 1995; GREENE u. APPEL 1998). Diese
Ausfallserscheinung kann jedoch auch bei anderen entziindlich-infektitsen Erkrankungen des
ZNS festgestellt werden (TIPOLD 1997).
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2.2 Mikroglia

221 Terminologie

Bereits die bedeutenden Neurologen des vorigen Jahrhunderts Nissl und Alzheimer
diskutierten die Mdoglichkeit, dass Zellen nicht-neuroektodermalen Ursprungs in das sich
entwickelnde ZNS einwandern. Ramén y Cajal (1913) sprach vom , el tercer elemento”, dem
dritten Element des ZNS, womit er Zellen meinte, die morphologisch von den Neuronen und
astrozytdrer Neuroglia (erstes und zweites Element) zu differenzieren waren (zusammen-
gefasst durch STREIT 1995).

Die Entdeckung der Mikrogliazellen wird jedoch dem Neurophysiologen DEL RIO-
HORTEGA zugeschrieben, von dem die erstmalige Beschreibung der Zellen in der ersten
Hélfte dieses Jahrhunderts stammt (1932). Mittels Silberimpragnierung kam er zu der
Erkenntnis, dass am Aufbau des zentralen Nervensystems neben den bereits bekannten
Nervenzellen und Astrozyten zwel weitere Zellformen betelligt sind. Zellen ektodermaler
Herkunft mit kleinem, rundem Kern, schmalem Zytoplasmasaum und drei bis vier kurzen,
spielfartigen Fortsdtzen bezeichnete er als Oligodendrozyten, die er mit den Astrozyten als
»Makroglia“ zusammenfasste. Ihnen stellte er die ,Mikroglia“ gegentber, die seiner Meinung
nach mesodermaler Herkunft war. Am Aufbau des zentralen und peripheren Nervensystems
ist neben den Nervenzellen als zweites Gewebselement also die ,,Neuroglia* beteiligt, mit der
Makro- und Mikroglia bezeichnet werden (LEONHARDT 1990). Die mit zahlreichen
Fortsétzen ausgestatteten Neurogliazellen bilden im ZNS das interstitielle Gewebe (SCHULZ
1991). Die Mikroglia wird zu den Gehirnmakrophagen gerechnet (JORDAN u. THOMAS
1988). VAN FURTH (1989) ordnet sie den Zellen des mononukledren Phagozytensystems
(MPS) zu.

Die Mikroglia wird in der Literatur mit den verschiedensten Namen bezeichnet, da sowohl
Entwicklungs- und Funktionsstadien als auch die anatomische Lokalisation als Kriterien zur
Benennung herangezogen werden (DICKSON et al. 1991). Nach ihrem Entdecker werden die
Mikrogliazellen ,Hortegazellen® genannt. Nach Inkorporation von Detritus oder Fettpartikeln
werden sie unter anderem as ,Gitterzellen”, , Fettkornchenzellen* (,fat granular cells®),

» Lipidphagozyten oder , Schaumzellen® (,foamy cells*) bezeichnet. , Stdbchenzellen* (,rod
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cells’) (NISSL 1899; zusammengefasst durch STREIT 1995), ,M-Zellen, ,Reiszellen,
»Zusammengesetzte granulére Korpuskeln® oder ,Kornerzellen®, ,Entziindungskugeln®
(»inflammation globules*) oder — nach ihrer vermuteten Abstammung — ,Mesoglia® sind
weitere in der Literatur vorkommende Ausdricke fir Mikrogliazellen (JORDAN wu.
THOMAS 1988; LEONHARDT 1990; GEHRMANN u. KREUTZBERG 1995).

2.2.2 Morphologie, Entwicklungs- und Funktionsstadien

Morphologisch werden bei den Mikrogliazellen im adulten ZNS mindestens drel eindeutig
differenzierbare Isoformen unterschieden, die mit unterschiedlichen Aktivierungs- und
Entwicklungsstufen korrelieren (DAVIS et a. 1994; STREIT 1995; s. Abb. 2):
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Abb. 2: I soformen der Mikroglia, modifiziert nach KETTENMANN (1995)
A: amoboide Mikroglia
B: ramifizierte Mikroglia (graue Substanz) (0% ramifizierte Mikroglia (weil3e Substanz)
D: aktivierte, nicht phagozytierende Mikroglia E: aktivierte, phagozytierende Mikroglia

Fur das unveranderte adulte Gehirn ist ruhende oder ramifizierte Mikroglia charakteristisch
(DEL RIO-HORTEGA 1932; GIULIAN u. BAKER 1986). Die Zellen présentieren sich als 5
bis 10 um grof¥e, hochgradig verastelte, spindelformige, farbdichte Gliazellen mit kleinem,
ovalem, heterochromatischem Kern und spérlichem Zytoplasma (STREIT 1995). Dabei
bestehen Unterschiede im Verteilungsmuster der Fortsétize in Abhangigkeit von ihrer
Umgebung. Wahrend die Fortsétze in der weil3en Substanz bipolar auslaufen, dominiert in der
grauen Substanz ein sternférmiges Verteilungsmuster (STREIT 1995; KETTENMANN u.
RANSOM 1995; GEHRMANN u. KREUTZBERG 1995) (vgl. Abb. 2 B u. C). Durch ihre
gleichméfdige und nicht-tberlappende Verteilung im Neuropil unterscheiden sich die
ruhenden Mikrogliazellen von den Astrozyten und Oligodendrozyten (LEONHARDT 1990;
JORDAN u. THOMAS 1988).
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In pathologisch alteriertem Gewebe wird aktivierte oder reaktive Mikroglia angetroffen, die
jedoch keine Phagozytoseaktivitét entfaltet (STREIT 1995). Sie ist morphologisch durch eine
runde bis reiskornformige hypertrophe Gestalt mit zunehmender Reduzierung der Fortsétze
charakterisert (JORDAN u. THOMAS 1988). Die Zelen besitzen die Fahigkeit zur
Proliferation (vgl. Abb. 2 D).

Als dritte Isoform wird phagozytierende Mikroglia beschrieben. Die Zellen sind deutlich
abgerundet und fallen besonders durch ihren Gehalt an Lysosomen und Phagosomen auf
(LEONHARDT 1990; SCHULZ 1991) (vgl. Abb.2 E).

Im fetalen und frihen postnatalen Gehirn wird zudem eine weitere Isoform, die amoboide
Mikroglia beschrieben (DEL RIO-HORTEGA 1932; GIULIAN u. BAKER 1986). Die grof3en
makrophagenartigen Zellen sind abgerundet und besitzen nur wenige, kurze Ausléufer (vgl.
Abb. 2 A). Sie werden nicht durch einen Gewebsschaden hervorgerufen, sondern scheinen
eine normale und weitverbreitete Form in der Entwicklung des Gehirngewebes zu sein (LING
et al. 1980; JORDAN u. THOMAS 1988; PERRY et al. 1995). Die amtboide Mikroglia zeigt
Eigenschaften, die charakteristisch sind fir Gewebsmakrophagen (Expression von Ober-
flachenmolekllen, Migration, Zytotoxin- und Zytokin-Produktion), aber zudem auch Merk-
male von Knochenmarksvorlauferzellen (Féhigkeit zur Proliferation, Antwort auf Kolonie-
stimulierende-Faktoren, Ahnlichkeiten in Membranflusseigenschaften; GIULIAN 1995). Ihre
Funktion besteht in der Eliminierung des wahrend natirlicher Degenerations- und Umbau-
prozesse in der postnatalen Entwicklungsphase anfalenden Uberschiissigen Zellmaterials
durch Phagozytose (STREIT et al. 1988; PERRY et a. 1995; PERRY 1998). Forschungen
von NAKAJMA et a. (1992) zeigen, dass amoboide Mikrogliazellen durch die Enzyme
Elastase, Plasminogenaktivator und Plasmin den Abbau des fetalen Interzellularraums
wahrend der Ontogenese regulieren, was die Vorraussetzung fur die Ausbreitung der Neuriten
ist. Die Mikroglia ist also wichtig fur die Modellierung des Gehirnparenchyms (PERRY u.
GORDON 1988). Wéahrend der Gehirnreifung nimmt sie eine hochgradig differenzierte
Morphologie an (PERRY et al. 1995).

Die Mikroglia erscheint nicht als einheitliche Zellpopulation, sondern zeigt eine ausgepragte
phanotypische Heterogenitét (SMINIA et a. 1987; DEGROOT et a. 1992; STREIT u.
GRAEBER 1993; DAVIS et a. 1994). Uber die Beziehung der einzelnen Erscheinungs-
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formen zueinander existieren verschiedene Hypothesen. Nach JORDAN und THOMAS
(1988) ist eine Kombination dieser Hypothesen am wahrscheinlichsten, derzufolge verzweigte
und aktivierte Mikrogliazellen konvertierbar sind. Demnach proliferiert ramifizierte, runende
Mikroglia nach Gewebsschaden, die Fortsdtze werden retrahiert, die Zellkorper runden sich
ab und sie wird so zu reaktiver und nach letalen Insulten zu phagozytierender Mikroglia
(STREIT et a. 1988; GEHRMANN et a. 1991; GIULIAN 1995; STOLL u. JANDER 1999),
was auch in Zellkultursystemen (GIULIAN u. BAKER 1986; SUZUMURA et al. 1990) und
mit Langzeitvideomikroskopie gezeigt werden konnte (THOMAS 1992). Dieser
morphologische Polymorphismus (GONZALEZ-SCARANO u. BALTUCH 1999) ist
zugleich verbunden mit einer Verdnderung des Immunphénotyps, wobei die Expression von
Oberflachenmolekilen, wie z. B. CR3 (complement receptor 3, CD11b/CD18), aufreguliert
(STOLL u. JANDER 1999) oder eine De-novo-Expression beobachtet werden kann
(GEHRMANN u. KREUTZBERG 1995). Nach beendeter Phagozytose erfolgt eine
Rickwandlung ins ruhende Stadium (JORDAN u. THOMAS 1988). Diese morphologische
und funktionelle Plastizitéat wird ebenfalls im gesunden Gehirn wahrend der embryonalen
Entwicklung deutlich (STREIT 1995).

2.2.3 Herkunft

Die Frage der Herkunft der Mikrogliazellen bietet nach wie vor die Grundlage zu
kontroverser Diskussion (THOMAS 1992; LING u. WONG 1993). Dabei herrschen grund-
sdtzlich zwel theoretische Hauptrichtungen vor: Vertreter der einen Richtung sind der
Ansicht, die Mikroglia sei mesodermalen Ursprungs (DEL RIO-HORTEGA 1932). Diese
gegenwartig vorherrschende Meinung beinhaltet, dass Mikrogliazellen ebenso wie
M akrophagen von monozytaren Vorléauferzellen aus dem Knochenmark abstammen (STREIT
et al. 1988; THOMAS 1992), die im Laufe der Embryonalentwicklung durch die noch nicht
geschlossene Blut-Hirn-Schranke in das ZNS einwandern und sich dort ausdifferenzieren
(PERRY u. GORDON 1991; LING u. WONG 1993).

Das Vorhandensein gemeinsamer funktioneller Eigenschaften und grofer Ubereinstimmung
der exprimierten Antigene mit der Monozyten-Makrophagen-Linie (DIJKSTRA et al. 1985;
PERRY u. GORDON 1991; FLARIS et al. 1993; FEDOROFF 1995; STOLL u. JANDER

1999) bestérkt hierbel die Annahme eines gemeinsamen ontogenetischen Ursprungs und legt
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eine Herkunft von hamatopoetischen Stammzellen nahe (STREIT 1995). Der prazise Ablauf
der Invasion und die Identifikation der Knochenmarkvorlauferzellen ist nach wie vor
Gegenstand intensiver Untersuchungen (STREIT 1996).

Vertreter des zweiten Ansatzes sehen Mikrogliazellen als neuroektodermale Abkémmlinge
an. Versuche, die diese These erhérten, stammen z. B. von MATSUMOTO und FUJIWARA
(1987), die zerstorte Knochenmarkszellen bei Lewisratten durch mit OX-27 (Antikorper
gegen den Haplotyp C des MHC 1) markierte Zellen ersetzten. In den Rattenchiméren war
jedoch keine OX-27-positive Mikroglia nachweisbar. Gleiche Resultate erbrachte die
| sotopen-Inkorporation in Knochenmarkszell-DNA. Als weiterer Ansatz wurden Versuche
mit embryonalen Neuroektoderm-Kulturen vor Vaskularisation und nach Entfernung
mesodermaler Zellen vorgenommen. In diesen Kulturen entwickelten sich Mikrogliazellen
(FEDOROFF 1995). Die Resultate dieser Versuche machen die Herkunft der Mikroglia von
hématopoetischen Vorlauferzellen unwahrscheinlich. Daher wird gemald dieser Hypothese
eine gemeinsame Abstammung der Oligodendrozyten, Astrozyten und Mikroglia von
neuroektodermalen Matrixzellen, den sogenannten Glioblasten, postuliert.

Nach wie vor ist eine endguiltige Identifizierung der Herkunft nicht moglich. Es gibt fir beide
Hypothesen plausible Hinweise. Allgemein wird jedoch die zuerst genannte Hypothese

favorisiert.

Verbunden mit der Frage der Herkunft ist das Problem des Turnovers, d.h. des Ersetzens
intrinsischer Mikroglia durch Zellen von aul3erhalb des ZNS. Ramifizierte Mikrogliazellen
sind eine relativ permanente Population (PERRY u. GORDON 1988), die postnatal nahezu
konstant bleibt (LORD u. DUNCAN 1987) und eine sehr geringe Turnover-Rate im adulten
ZNS (PERRY u. GORDON 1991; LAWSON et a. 1992) aufweist. In Experimenten mit
Knochenmarkchiméren von Ratten wurde eine Turnover-Rate der Mikroglia von ca. 1% fest-
gestellt, wahrend fir leptomeningeal e (60 %) und perivaskuldre (30 %) Makrophagen deutlich
hohere Raten ermittelt wurden (HICKEY et a. 1992).
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224 Ausgewahlte Dar stellungstechniken

2241 Versilberungstechniken

Die wohl éteste Methode zur Identifizierung von Mikrogliazellen ist die Silbercarbonat-
Imprégnierung nach DEL RIO-HORTEGA (1932). Sie erlaubte erstmals eine exakte licht-
mikroskopische Darstellung der Mikroglia bel Maus, Ratte, Kaninchen und Katze und war die
einzige gebrauchliche histochemische Farbung fir mindestens 50 Jahre (STREIT 1995).

2242 Ferritin

Ferritin ist ein intrazelluldres Eisen-Speicher-Protein, das in fast allen eukaryotischen Zellen
vorkommt. In Monozyten ist die mittlere Ferritin-Konzentration jedoch 7,5 mal hoher asin
anderen Zellen. Wie bei den Monozyten ist das Ferritin im Gehirn in Mikrogliazellen in
groflerem Ausmal’ vorhanden als in den anderen Gehirnzellen (KANEKO et al. 1989). Mit
Antiferritin |asst sich das Ferritin anfarben und so die Mikroglia markieren (STREIT 1995).

Die Anwesenheit von Ferritin, das eine zentrale Rolle beim Recycling des Eisens fur die
Synthese von Ham und anderen Proteinen spielt, legt die Vermutung nahe, dass Mikroglia-
zellen aktiv am Eisen-Metabolismus beteiligt sind (STREIT 1995).

2.24.3 Histochemische M ethoden

Mikrogliazellen haben eine Viefalt von Enzymen, die sich unter Ausnutzung ihrer katalyti-
schen Aktivitét nachweisen lassen. Dazu gehoren die saure Phosphatase (AcPase), Adenosin-
triphosphatase (ATPase), Inosindiphosphatase (IDPase), Thiaminpyrophosphatase (TPPase),
a-Naphtylsdure-Esterase  (NSE), Nucleotiddiphosphatase (NDPase), Purinnucleotid-
phosphorylase (PNPase) und Uridinphosphatase (UTPase) (NOVIKOFF u. GOLDFISCHER
1961; OEHMICHEN 1980; MURABE u. SANO 1982; CASTELLANO et a. 1990;
SAWADA et a. 1990; NAKAJMA et a. 1992; BANATI et al. 1993a; STREIT 1995).
Einige dieser Enzyme entfalten ihre Aktivitét jedoch ausschliefflich bei einer bestimmten
Isoform der Mikrogliazellen. Da sie zudem auch in anderen Gliazellarten gefunden werden
konnen, sind sie als selektive Marker fur Mikrogliazellen nicht geeignet (STREIT 1995).
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Lektine sind pflanzliche Eiweil3extrakte, die spezifisch mit bestimmten Polysacchariden
reagieren. Diese Reaktion weist Parallelen zur Prézipitationsreaktion zwischen Antikorper
und Antigen auf, ist jedoch nicht direkt mit ihr vergleichbar. Lektine, die zum
histochemischen Nachweis von Mikrogliazellen verwendet wurden sind z.B. Griffonia
simplicifolia (B4-1solektin), Ricinus communis (agglutinin-120) und Viscum album (mistletoe
lectin-1) (STREIT u. KREUTZBERG 1987; STREIT 1995).

Die Plasmamembran der Mikrogliazellen ist komplex aufgebaut und enthélt neben Enzymen
eine grofRe Anzahl von Rezeptor- und Adhasionsmolekilen (STREIT 1995). Diese Multi-
antigenizitdt ermdglicht den Einsatz verschiedenster Antikorper, um Mikrogliazellen zu
charakterisieren (DIJKSTRA et al. 1985; PERRY u. GORDON 1988; GEHRMANN u.
KREUTZBERG 1991; FLARIS et a. 1993; PERRY et a. 1995; STREIT 1995). Dabei ist
eine Unterscheidung zwischen ramifizierter und aktivierter Mikroglia zum Teil méglich, daes
in aktivierter Mikroglia zu einer veranderten, z.B. erhdhten oder De-novo-Expression von
Oberflachenantigenen und Rezeptoren kommt (STREIT 1995). Interessanterweise kénnen
diese Rezeptoren auch auf Makrophagen in nicht-neuralem Gewebe gefunden werden
(STREIT 1995; STOLL u. JANDER 1999), was als Beweis fur die enge verwandtschaftliche

Beziehung zur myelo-monozytéaren Zelllinie herangezogen wird.

Bis heute ist die Gesamtheit der Oberflachenantigene der Mikrogliazellen noch nicht
identifiziert. Zudem fehlt ein spezifischer Differenzierungsantikorper, der nicht mit
Antigenstrukturen der Makrophagen in extrazerebralen Geweben kreuzreagiert (STREIT
1995; GONZALEZ-SCARANO u. BALTUCH 1999).

In der Literatur wird die Expression von CD11b/c* und CD45™ zur |dentifizierung der
Mikroglia herangezogen (FORD et a. 1995). Aber auch der immunhistochemische Nachweis
der konstitutiven Expression von CD18 kann in Kombination mit der morphologischen

Untersuchung zur Identifizierung herangezogen werden.

225 Funktionelle Eigenschaften und deren Regulation

Mikrogliazellen machen, folgt man den schwankenden Angaben in der Literatur, 5 bis 15%
der gesamten Gliazellpopulation des ZNS aus (KREUTZBERG 1987; PERRY u. GORDON
1988; LAWSON et a. 1990; FEDOROFF 1995; GIULIAN 1995; STREIT 1995;
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GONZALEZ-SCARANO u. BALTUCH 1999; REZAIE u. MALE 1999; STOLL wu.
JANDER 1999). Auler im Gehirn und Rickenmark treten sie auch in der Retina auf. Sie sind
im Nervengewebe und dem retinalen Ganglion gleichméidig verteilt und ihre Zytoplasma-
auslaufer zeigen keine Uberlappungen (STREIT 1995). In der grauen Substanz befinden sie
sich in unmittelbarer N&he der Neuronen und in der weil3en Substanz zwischen den Nerven-
faserstrangen (LAWSON et a. 1993). Im normalen adulten murinen ZNS z. B. befinden sich
schatzungsweise 3,5 x 10° Mikrogliazellen (LAWSON et al. 1993).

Die Mikroglia wurde vor allem bei Nagern und Menschen untersucht. Von Primaten und den
meisten anderen Saugetierspezies weild man jedoch, dass sie ebenfalls Mikroglia besitzen
(STREIT 1995). Da speziesspezifische Antikorper zur Lokalisierung der Mikroglia fir Katze,
Hund und Primaten nur in sehr geringem Umfang erhéltlich sind, kommen aternativ enzym-
und lektinhistochemische Nachwei smethoden zum Einsatz (STREIT 1995).

Mikrogliazellen wurden zudem bei Intervertebraten (z. B. Blutegel) und Nicht-Saugern, wie
Huhn (FUJIMOTO et al. 1987), Eidechse und Fischen, identifiziert (CASTELLANO et al.
1991).

Unter morphologischen und histochemischen Kriterien lasst sich die Aktivité und somit die
Entfatung der Funktion der Mikroglia in drel Stadien unterteilen: ruhend, aktiviert und
phagozytierend. Dies wurde als , funktionelle Plastizitat” der Mikroglia bezeichnet (STREIT
et al. 1988), um die enorme Veranderlichkeit in Bezug auf Aussehen und Immunphénotyp als
Antwort auf pathol ogische Bedingungen zu betonen.

2251 Ruhende Mikroglia

Uber die Funktion der ruhenden, ramifizierten Mikroglia und die Faktoren, die die Zellen in
diesem Zustand halten, ist noch wenig bekannt (DEL RIO-HORTEGA 1932; GEHRMANN et
al. 1992; GIULIAN 1992; THOMAS 1992). Durch ihre gleichméfdige Vertellung im
Gehirngewebe und die zahlreichen langen Zellausufer ist sie préadestiniert, die Umgebung
auf pathol ogische Veranderungen zu Uberwachen (ULVESTAD et al. 1994a).

Langzeitvideomikroskopie an lebenden Zellkulturen zeigt, dass ramifizierte Mikrogliazellen
aus dem Gehirn innerhalb weniger Minuten ihre Morphologie dndern. Dabel variieren Gestalt

und Groéle des Zytoplasmas. Es kommt zur Motilitdt granulérer und vesikulérer Strukturen
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sowie zum Zuriickziehen und Ausstrecken der Fortsétze. Zusammen mit einer ungerichteten
Bewegung spiegeln diese Eigenschaften den dynamischen Charakter dieser Zellform wider
(THOMAS 1992), wéhrend zuvor das Prinzip einer ruhenden, ,, schlafenden” Zelle postuliert
wurde (DEL RIO-HORTEGA 1932).

Im Gegensatz zur amoboiden ist die ramifizierte Mikrogliazelle nicht zur Phagozytose
befghigt (GIULIAN u. BAKER 1986). Dagegen kann eine hoch effiziente Pinozytose z. B.
anhand der Aufnahme von Meerrettichperoxidase, Tinte oder Lucifergelb beobachtet werden.
Diese Eigenschaft 1&sst zusammen mit der raschen Motilitét auf eine Reinigungsfunktion der
Mikroglia (,fluid cleansing) schliefen (RANSOM u. THOMAS 1991). Die Reinigungs-
funktion betrifft nicht nur im Rahmen physiologischer Vorgénge anfallende Stoffwechsel-
endprodukte, sondern auch potentiell krankheitserregende Agenzien geschadigter Zellen.
Damit kommt den Zellen vermutlich eine entscheidende Rolle bel der Aufrechterhaltung der
Homdostase und Gewebsintegritdt im ZNS (,steady-state-Kondition) (GRAEBER wu.
STREIT 1990) zu.

Eine Rolle in der physiologischen Signallbertragung wurde nicht bestimmt (BRUCE-
KELLER 1999). Die ruhende Mikroglia hat eine weniger deutlich ausgepragte Expression
von Oberflachenmarkern (PERRY u. GORDON 1991; KREUTZBERG 1996; REZAIE u.
MALE 1999). Das Netzwerk ruhender Zellen kann durch pathologische, entztindliche oder
traumatische Stimuli aktiviert werden (STREIT et al. 1988), wobei die ubiquitére Verteilung
ein schnelles Reagieren nach pathologischen Insulten ermoglicht (GEHRMANN wu.
KREUTZBERG 1995).

Zusétzlich zu ihren langen und zahlreichen Zellauslaufern besitzen die Mikrogliazellen eine
weitere morphol ogische und el ektrophysikalische Besonderheit, die sie besonders sensitiv fur
pathophysiologische Verénderungen in ihrer Umgebung macht (KETTENMANN et al. 1990).
Sie exprimieren einen zelleinwérts gerichteten Kalium-Kanal (K*-Kanal) (KETTENMANN et
al. 1990; BANATI et al. 1991; MCLARNON et a. 1997). Dieses einmalige Kalium-Kanal-
Muster unterscheidet sie von peritonealen und gewebespezifischen Makrophagen wie auch
von anderen Gliazellen, die einen nach auf3en gerichteten Kalium-Kanal aufweisen (REZAIE
u. MALE 1999). Das Fehlen auswarts gerichteter Fllisse macht die Zellen sehr empfindlich

gegentiber neuronaler Depolarisation und damit verbundener Kalium-Freisetzung in den
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Extrazellularraum (GEHRMANN u. KREUTZBERG 1995). Die funktionelle Konsequenz ist,
dass selbst geringste Kalium-Einwartsstrome zu einer ausgepragten Membrandepolarisation
der Mikrogliazellen selbst fiihren, was Vorraussetzung fur die schnelle Antwort in Form von
Aktivierung und Mobilisation der Zellen ist.

2252 Aktivierte Mikroglia

Die Mikroglia wird durch eine Vielzahl von Stimuli aktiviert. Dabei kann die Mikroglia-
aktivierung im Gehirn auch ohne offensichtliche neuropathologische Verédnderungen
auftreten, was darauf hindeutet, dass sie sowohl durch physiologische as auch durch
pathophysiologische Signale hervorgerufen werden kann (BRUCE-KELLER 1999). Wie
dieser Aktivierungsmechanismus in vivo reguliert wird und welche Faktoren dazu bendtigt
werden ist jedoch noch nicht eindeutig definiert (GEHRMANN u. KREUTZBERG 1995).
Als Ausléser kommen eine grof3e Vielzahl von Stimuli in Frage, wie Nervendebris, Blut-
gerinnsel und tote Zellen (DEL RIO-HORTEGA 1932), aber auch Zytokine, Immun-
aktivatoren und Rezeptor-Liganden (GIULIAN et a. 1991). In vitro wurde gezeigt, dass
Mikroglia durch Faktoren stimuliert wird, die auch Makrophagen beeinflussen und aktivieren
kénnen, wie die koloniestimulierenden Faktoren GM-CSF (granulocyte-monocyte colony
stimulating factor), M-CSF (monocyte colony stimulating factor) und CSF-1 (colony
stimulating factor 1) (GIULIAN u. INGEMAN 1988; SAWADA et al. 1990; SUZUMURA et
al. 1990; LEE et al. 1992; LEE et al. 1994; LIU et a. 1994; RAIVICH et a. 1994; SIEVERS
et a. 1994; BLEVINS u. FEDOROFF 1995; STREIT 1995), Lipopolysaccharid (HETIER et
al. 1988; SUZUMURA et a. 1991) und Interferon-g (IFN-g) (FREI et al. 1987; SUZUMURA
et a. 1990). Die genannten Faktoren werden zum Teil von Astrozyten produziert, was ein
Zeichen fir ihre enge funktionelle Verbindung mit der Mikroglia ist (FEDOROFF et al.
1993). Zudem konnen Neurotransmitter als Signalsubstanzen ebenfalls die Mikroglia
aktivieren. Wahrend die klassischen Neurotransmitter wie g-Aminobuttersdure (GABA) oder
Glutamat keinen offensichtlichen Effekt haben, kdnnen Azetylcholin, Purine und Adenosin-
triphosphat  (ATP) involviert sein, wie In-vitro-Studien mit elektrophysiologischen
Messungen zeigten (GERHRMANN u. KREUTZBERG 1995).

ATP kann die Mikroglia-Proliferation und nachfolgende Interleukin-1- (IL-1) Freisetzung
induzieren (FERRARI et a. 1996), die K'-Kana-Expression verandern und so die
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Empfanglichkeit fir neuronale Depolarisation vergrofern (KETTENMANN et a. 1993;
NORENBERG et al. 1994). Aktivierte Mikroglia kann ihrerseits ATP entlassen, was das
Vorhandensein einer purinogenen autokrinen/parakrinen Schleife der Mikrogliaaktivierung
nahe legt (FERRARI et al. 1997). Mikrogliazellen exprimieren einen bestimmten Purin-
rezeptor, der im aktivierten Zustand den apoptotischen Zelltod der Mikroglia triggern kann
(FERRARI et al. 1997).

Die Aktivierung lauft ungeachtet ihrer Ursache gemdld einem stereotypen mehrstufigen
Reaktionsmuster ab (STOLL u. JANDER 1999). Zundchst aufRert sie sich in einer
Proliferation (GRAEBER et a. 1988b), auch wenn der Insult einige hundert Mikrometer
entfernt ist (MOORE u. THANOS 1996). Die Proliferation der Mikroglia steht im Gegensatz
zur Aktivierung der Astrozyten, die as Folge ihrer Aktivierung eine Hypertrophie zeigen
(GEHRMANN u. KREUTZBERG 1995). Anschlief3end folgt die Mikroglia der Rekrutierung
durch Migration an den Ort der pathologischen V erdnderung, wo sie morphol ogische, immun-
phanotypische und funktionelle Verénderungen durchléuft, ohne dabei phagozytierend zu
werden (GEHRMANN et al. 1992; GEHRMANN u. KREUTZBERG 1995).

Als Ausdruck der morphologischen Transformation retrahiert aktivierte Mikrogliaihre Fort-
sétze und rundet ihren Zellkdrper ab (STOLL u. JANDER 1999).

Immunphé&notypische Verénderungen beinhalten eine verstérkte oder De-novo-Expression
von Oberflachenantigenen (GRAEBER et a. 1988a), die immunmodulatorisch wirksam sein
konnen, wie die Aufregulation der Haupthistokompatibilitdtskomplex Klasse | und Il (MHC |
und 1) und Komplementrezeptoren, z. B. Komplementrezeptor 3 (CR3 = CD11b/CD18)
(STREIT et a. 1988). Die verstérkte Expression von MHC | und |1 (THOMAS 1992; DAVIS
et a. 1994, GEHRMANN u. KREUTZBERG 1995) erméglicht den Mikrogliazellen
internalisiertes Antigen zu prozessieren, zu prasentieren und mit immunkompetenten Zellen
wie den T-Zellen zu interagieren (HICKEY u. KIMURA 1988 zusammengefasst von
KREUTZBERG 1996). Bei einigen Spezies wird auch CD4 exprimiert, (PERRY wu.
GORDON 1988), das ein akzessorisches Molekul der T-Helfer-Lymphozyten ist (JANEWAY
u. TRAVERS 1997). Neben diesen CD4-positiven Mikrogliazellen wurde auch eine
Subpopulation nachgewiesen, die CD8a/b-Heterodimer positiv ist, was bisher nur fir
zytotoxische/Suppressor-T-Zellen beschrieben wurde (LAWETZKY et a. 1990). lhre
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Funktion ist bis dato unbekannt (STOLL u. JANDER 1999). Mikroglia kann auch wichtige
costimulatorische Molekiile exprimieren, wie CD80 (B7-1) und CD86 (B7-2) (WILLIAMS et
al. 1994a und b), und in vitro T-Zell-Proliferation induzieren (FREI et al. 1987). Sdmtliche
vorhandene Molektle sind auch bel aktivierten Makrophagen nachweisbar (DIJKSTRA et al.
1985).

Diese immunphanotypischen Veradnderungen im Rahmen der Aktivierung der Mikrogliazellen
spiegeln ihr Bild als eine Klasse von mononukleéren Phagozyten des ZNS wider und legen
nahe, dass sie die grundsédtzlichen Immuneffektor-Elemente des Gehirns darstellen
(GIULIAN 1987). Resultate aus In-vitro- und In-vivo-Versuchen minden in einem Konzept,
das Mikroglia heutzutage als lokales Immunsystem des Gehirns ansient (GRAEBER u.
STREIT 1990).

Die funktionellen Veranderungen beinhalten die Freisetzung einer Vielzahl von Mediatoren
(s. Tab. 1). In zahlreichen Studien wurde eine Bandbreite sekretorischer Produkte der Mikro-
glia entdeckt, die zur Superfamilie der Zytokine und Wachstumsfaktoren gehdren (GIULIAN
et a. 1994; FREI et al. 1987; STREIT et al. 1988; BANATI et a. 1993a; FLARIS et al.
1993). Dies sind unter anderem Interleukin-1b (IL-1b), IL-3, IL-6, Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a), Transforming growth factor-b (TGF-b), nerve growth factor (NGF), basic fibroblast
growth factor (bFGF), Prostaglandin D, (PGD;) und Prostaglandin E, (PGE;) (REZAIE u.
MALE 1999). Durch die Produktion dieser Mediatoren Gbernimmt die Mikroglia wichtige
Effektorfunktionen im Rahmen von Entzindungsreaktionen und offenbart ihre immun-
modul atorische Kapazitét (FREI et a. 1987).

Chronische oder wiederholte pathogene Stimuli, die auf die Neuronen wirken, sowie die
darauf folgenden Reaktionen der aktivierten Mikroglia und anderer Gliazellen kénnen zu
massivem Verlust von synaptischen Verbindungen fuhren (BANATI u. BEYREUTHER
1995). Ein weiteres Charakteristikum der Funktion aktivierter Mikroglia ist die Unter-
brechung der neuronalen Erregungsleitung, die as ,synaptic stripping” bezeichnet wird
(BLINZINGER u. KREUTZBERG 1968). Dieses Entfernen der Boutons von Soma und
proximalen Dendriten entfaltet sich bereits bei minimaler Verletzung der Neuronen und stellt

einen wichtigen Prozess in der synaptischen Reorganisation nach schadigenden Insulten dar.
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Die Mikroglia kann zudem neuroprotektive Faktoren produzieren, wie bFGF und NGF
(zusammengefasst durch REZAIE u. MALE 1999). Beide Substanzen sind potente
neurotrophe Faktoren (CHENG u. MATTSON 1991). Aktivierte Mikroglia konnen neben
Plasminogen und IL-3 auch IL-1b produzieren (GIULIAN et al. 1994), ein Zytokin, das unter
anderem das Uberleben von Neuronen in Kultur unterstiitzt und die Freisetzung von
Wachstumsfaktoren durch Astrozyten verstérkt. Mikroglia ist als physiologische und
pathologische Effektorpopulation fir neuronales Wachstum, Funktion und Regeneration zu
betrachten.

Obwonhl die Resultate verschiedenster experimenteller Studien die Hypothese erharten, dass
aktivierte Mikroglia eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung der Homoostase, der
Antwort auf pathologische Verdnderungen und der Unterstitzung der funktionellen
Rekonstitution im ZNS spielen, so kann sie dennoch an der Pathogenese unterschiedlicher
Erkrankungen entscheidend beteiligt sein (GRIOT et a. 1989; BRUCE-KELLER 1999;
GONZALEZ-SCARANO u. BALTUCH 1999).

Ahnlich wie Makrophagen konnen aktivierte Mikrogliazellen eine Vielzahl potentiell schad-
licher Faktoren synthetisieren (NATHAN 1987). Das sind unter anderem reaktive Sauerstoff-
intermediate (ROS) und Stickstoffverbindungen, proteolytische Enzyme (z.B. Cathepsin B
und L, Lysozym, Saurehydrolasen), Arachidonsauremetaboliten, Exzitotoxine (z. B.
Quinolinsdure) (ESPEY et a. 1997), Komplement-Proteine und proinflammatorische,
zytotoxische Zytokine (z.B. TNF-a und IL-14, die auch negative Effekte zur Folge haben
konnen) (FREI et a. 1987; GIULIAN et al. 1990; BANATI et a. 1993b; GIULIAN 1995;
KREUTZBERG 1996; CHABOT et a. 1997; WESSELINGH et al. 1997)
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Biologische Komponente

Literatur

Potentiell zytotoxische Faktoren

Stickstoffmonoxid (NO)
Quinolinsdure

Zytokine und Wachstumsfaktoren
platelet activating factor (PAF)

basic fibroblast growth factor (bFGF)
Tumornekrosefaktor a (TNF-a)
Interleukin-1 (IL-1/IL-1a)

Interleukin-1 Rezeptorantagonist (IL-1Ra)
Interleukin-6 (I1L-6)

Interleukin-8 (1L-8)

Interleukin-5 (IL-15)

transforming growth factor-b (TGF-b)
granulocyte-monocyte colony stimulating factor

(GM-CSF)

Enzyme

inducible nitric oxide synthase (iINOS)
unspezifische Esterase

saure Phosphatase

Urokinase Plasminogen-Aktivator Rezeptor

Rezeptoren

bFGF Rezeptoren (1, 2, 3, 4)
Cha-Rezeptor (CD88)
k-Opioid-Rezeptor
mOpioid-Rezeptor
CD14-Rezeptor

Verschiedenes

costimulierende Molekile fir T-Zellen
B7-1 (CD80), B7-2 (CD86)

B7 (costimulierende Molekiile)
B7/BB-1

ICAM-1, LFA-1, LFA-3

Komplement C1 Inhibitor

DING et a. 1997; DING u. MERRILL 1997
ESPEY et al. 1997

JARANOWSKA et a. 1995
PRESTA et a. 1995

CHAO et al. 1995; LEE et al. 1993
LIU et al. 1998; LEE et al. 1994
LIU et al. 1998

CHAO et al. 1994; LEE et a. 1994
EHRLICH et al. 1998

LEE et al. 1993

DA CUNHA et a. 1997

LEE et al. 1994

DING et a. 1997; DING u. MERRILL 1997
WILLIAMSet al. 1992

ULVESTAD et a. 1994b

WASHINGTON et a. 1996

PRESTA et a. 1995
GASQUE et a. 1997
CHAO et al. 1996
CHAO et al. 1997
PETERSON et a. 1995

SATOH et al. 1995
DANGOND et al. 1997
DE SIMONE et a. 1995
WILLIAMS et al. 1994a
DE SIMONE et a. 1995
WALKER et al. 1995

Tab. 1:

Funktionelle Biochemie kultivierter humaner Mikroglia

(zusammengefasst nach REZAIE u. MALE 1999)
Biologische Komponente = biol ogische Komponente von Mikrogliazellen in vitro produziert.
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Mikrogliavermittelte Zytotoxizitdt ist entscheidend involviert in Gewebsschdden und
Funktionsverlust in klinischen Fallen von MS (Ubersicht bei SMITH 1999). Dabei kann die
Sekretion von TNF-a, die durch aktivierte T-Zellen induziert wird (CHABOT et a. 1997),
einen wesentlichen Beitrag leisten. In vitro wurde gezeigt, dass TNF-a einen zytotoxischen
Effekt auf Myelin und Oligodendrozyten, die myelinformierenden Zellen, austibt (SELMAJ
u. RAINE 1988).

Die reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies sind kurzlebige zytotoxische Faktoren, die die
synaptische Ubertragung exzitatorisch verstarken und eine Schéadigung gesunder Neuronen
zur Folge haben konnen (GIULIAN et al. 1995). Getriggert durch die hohen Werte an
reaktiven Sauerstoffverbindungen werden zusétzlich in vitro grof3e Mengen an Glutamat und
Aspartat generiert (PIANI et al. 1991). Die Freisetzung dieser exzitatorischen Aminosauren
tragen ihrerseits zu NMDA-Rezeptor (N-Methyl-D-Aspartat) vermittelter Neurotoxizitét bei
(BANATI et a. 1993b). Oligodendrozyten sind selektiv verletzbar durch mikrogliae
Sekretionsprodukte (Zytokine, ROS, exzitatorische Aminosduren) (GRIOT et a. 1990).
Intakte Oligodendrozyten und die von ihnen formierten Myelinscheiden sind wichtige
Regulatoren fiur die Impulsweiterleitung (BRUCE-KELLER 1999). Aktivierte Mikroglia zeigt
in Zellkulturversuchen eine Sekretion neurotoxischer Substanzen ins Medium, die das
Uberleben von Neuronen vermindern (PIANI et al. 1991; GIULIAN et al. 1993a). Mikroglia-
zellen kénnen somit eine potente Quelle sowohl tropher als auch toxischer Signale fir

Neuronen sein.

2253 Phagozytierende Mikroglia

Im dritten Funktionsstadium entfaltet die Mikroglia ihre Phagozytoseaktivitét (STREIT et a.
1988; KREUTZBERG 1996). Der Transformationsschritt wird durch das Vorhandensein von
Astrozyten und Zytokinen modifiziert. Eine Co-Kultivierung mit Astrozyten, eine Inkubation
mit TGF-b oder IL-4 (Interleukin 4) inhibiert die Phagozytose (VON ZAHN et a. 1997),
durch eine Vorinkubation mit GM-CSF und TNF-a wird dahingegen eine Verstarkung der
Reaktion erreicht (DEWITT et al. 1988). In vitro war die phagozytare Aktivitét gebunden an
die Expression von Komplementrezeptoren (ULVESTAD et a. 1994b) und Fc-Rezeptoren
(Fc = fragment cristalline, kristallisierbarer Antikorperteil) fur 1gG (Immunglobulin G)
(ULVESTAD et a. 1994c). Aufgrund des Vorhandenseins der Mikroglia in unmittelbarer
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Néahe degenerierender Neuronen (AKIYAMA et a. 1994) wird schlussgefolgert, dass die
Mikrogliazellen die Neuronen isolieren, durch Phagozytose entfernen und somit die
Schadensausbreitung limitieren, bevor durch Zelllyse toxische Produkte aus dem Zytosol
freigesetzt werden und die Nachbarzellen angreifen (vgl. Abb. 3). Diese Eliminierung von
Zelldebris erfolgt mit Hilfe hydrolytischer Enzyme, die in phagozytér wirksamer Mikroglia
nachgewiesen wurden (LING u. WONG 1993; WILLIAMS et a. 1994c).

Trophische Unterstitming Zerstirung Entfernen won hWyelin
verletzter Meuronen

\ Zytokine ,

RO3
Wachstums faktoren

Va ~

@
Oligo

qp

Lipid-
Perozidation

\ Fhagozytoze won geschadigiem Gewehe

]

geschadigtes Neuron

Abb. 3: Funktionen der Mikroglia bei pathophysiologischen VVorgéngen im ZNS
Astro = Astrozyt; Oligo = Oligodendrozyt

Es schliefdt sich die Eliminierung der Mikrogliazellen selbst an, die wahrscheinlich durch
einen programmierten Mechanismus wie z. B. durch Apoptose bewirkt wird (GEHRMANN u.
KREUTZBERG 1995). Die Eliminierung ist ein sehr wichtiger Kontrollmechanismus, um
lokale Entztindungsreaktionen zu limitieren und exzessive , bystander lysis® nicht verletzter
Gewebe zu verhindern (BRUCE-KELLER 1999). Die Erforschung der Mechanismen und
Faktoren, die bei diesem Prozess eine Rolle spielen, hat erst in jiingerer Zeit begonnen.

Der Grofdeil der gewonnen Erkenntnisse tiber die Reaktionen von aktivierten Mikrogliazellen

stammt aus In-vitro-Untersuchungen, wahrend Untersuchungen an ex vivo isolierten
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Mikrogliazellen bisher selten durchgeftihrt wurden (HEIN et al. 1995). Ob die beobachteten
Reaktionen direkt auf die Gegebenheiten in vivo Ubertragbar sind und in welchem Ausmal3 ist
nicht bekannt (STREIT 1995). Eine bessere Anndherung an die Zustdnde, die in vivo
vorherrschen, stellt die Untersuchung der Mikroglia ex vivo dar. Die immunphé&notypische
und funktionelle Untersuchung der caninen Mikroglia ex vivo bel Hundestaupe war

Gegenstand der vorliegenden Studie.

2.2.6 Die Rolleder Mikroglia bei ausgewéhlten Krankheitssyndromen

Bei nahezu jeder Art von Stérung der Homoostase im ZNS, einschliefdlich Infektion, Trauma,
Ischdmie, Degeneration und Demyelinisierung, sind aktivierte Mikrogliazellen anzutreffen
(GIULIAN et a. 1995). Sie sind al's immunologische Effektorzellen eine wichtige Quelle der
Zytokinproduktion im ZNS, die bei einer Vielzahl neurologischer Krankheiten erhoht ist
(MERRILL 1992). In der Gesamtheit der beschriebenen Reaktionen aktivierter einschliefdich
phagozytierender Mikrogliaist nicht verwunderlich, dass sie eng mit Erkrankungen wie durch
AIDS induzierte Demenz (AIDS dementia complex = ADC), Multiple Sklerose, Alzheimer
Krankheit (Alzheimer disease = AD), Schlaganfall und Epilepsie assoziiert wird
(GONZALEZ-SCARANO u. BALTUCH 1999). Welche genaue Rolle aktivierte Mikroglia

im Verlauf der pathogenetischen Abléufe besitzt ist Gegenstand intensiver Forschung.

Aufgrund der schnellen Reaktion der Mikroglia as Antwort auf Stérungen der Homdostase,
kann eine Aktivierung bereits gefunden werden, bevor pathomorphologische Verdnderungen
offensichtlich sind. Sie ist daher ein sensitiver Indikator fir eine stattgefundene oder sich erst

noch manifestierende L&sion im ZNS.

Mit den aktuellen Forschungsarbeiten werden erste Therapiestrategien diskutiert, die aus einer
Suppression der Aktivierung der Mikroglia und einer Inhibition der Synthese und Sekretion
von Neurotoxinen bestehen (HAY'S 1998). Es besteht die Hoffnung, dass mit diesen neuen
Strategien verschiedenste pathologische Vorgange im ZNS gemindert werden kodnnen
(GIULIAN 1995).
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2.2.6.1 Mikrogliaund Epilepsie

Obwohl Traumata, Meningitiden und Enzephalitiden mit dem Beginn von epileptischen
Anfédllen in Verbindung gebracht werden, ist der damit verbundene Mechanismus der
Induzierung elektrophysiologischer Veranderungen noch unbekannt. Da aktivierte Mikroglia
und einwandernde Makrophagen eine Vielzahl an Substanzen, wie Arachidonsaure-
metaboliten, Zytokine, Aminosauren und Zytotoxine, freilassen (s. 2.2.5.2), wird vermutet,
dass sie die elektrophysiologische Aktivitdt im ZNS beeinflussen kdnnen. Versuche mit
Gewebsproben aus dem Hippocampus, die nach Exposition mikroglialer Sekretionsprodukte
eine Serie epileptiformer Anfélle zeigten, erharten diese These (GIULIAN et a. 1994).

2.2.6.2 Mikrogliaund Alzheimer

Die Alzheimer Krankheit ist durch neurodegenerative Dementia, assoziiert mit Neuronen-
verlust (GONZALEZ-SCARANO u. BALTUCH 1999) und b-Amyloid-Ablagerungen in
senilen Plagues cortikaler Regionen des Gehirns und Blutgefal3wandungen (TERRY 1985),
gekennzeichnet.

MCGEER et a. (1988) beschreiben das zahlreiche Vorhandensein aktivierter Mikroglia in
kranzformiger Vertellung um die senilen Plaques und um dystrophische Neuriten
(WISNIEWSKI et al. 1989), was zu der Bezeichnung einer mikroglialen , Totenlade® fuhrte
(PERUSINI 1909; zusammengefasst von BANATI u. BEYREUTHER 1995). Die aktivierte
Mikrogliaist bel dieser Krankheit unter anderem durch aufregulierte Expression von MHC |1-
Molekllen in Amyloid-Plaques (PERLMUTTER et a. 1992), der Makrophagen-Antigene
CD11a, b, ¢, LCA (Leucocyte common antigen) und des Fcg-Rezeptors (AKIYAMA et al.
1994) charakterisiert. Die Ligandenbindung an den Fcg-Rezeptor kann wiederum die
Mikroglia aktivieren, wie durch erhohte NADPH-Oxidase-Aktivitdt (Nikotinamid-Adenin-
dinukleotid-Phosphat-Oxidase) gezeigt werden konnte (ULVESTAD et al. 1994c).

Mikrogliazellen sind begleitet von reaktiven Astrogliazellen. Beide Zellpopulationen sind
aktiv in die Bildung von Amyloid-Plagues involviert (BANATI u. BEYREUTHER 1995).
APP (amyloid precursor protein) kann von beiden generiert werden (WISNIEWSKI et a.
1989). Cathepsin B ist eines von vielen Enzymen, das APP mit hoher Effizienz spalten kann.
Es wird in aktivierter Mikroglia und in senilen Plaques gefunden (BANATI et al. 1993a und
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c). Freie Radikale werden ebenfalls gefunden, die als wichtige amyloidogene Co-Faktoren die
Aggregation von Amyloid unterstitzen (DYRKS et al. 1992). Sie zeigen, dass Mikroglia
wichtig fur die Prozessierung von Amyloid und somit fir die Pathogenese bei Alzheimer ist.

Alternativ weist das Vorhandensein der Mikroglia um die und in den senilen Plagues auf ihre
phagozytéare Aktivitdt hin, wobel das amyloide Material die Kapazitdt der Mikrogliazellen
jedoch Ubersteigt. Das amyloide Material bleibt als Faktor bestehen, der das ZNS in einem
chronischen Entziindungsstatus hélt und ohne hemmenden Rickkopplungsmechanismus die

negativen Auswirkungen der Mikroglia potenziert (GIULIAN 1995).

2.2.6.3 Mikrogliaund AIDS

AIDS fuhrt bel ca. 70% der Patienten zu Demenz, cortikaler Atrophie und dem Verlust
cortikaler Neuronen (NAVIA et al. 1986), was als AIDS dementia complex (ADC) bezeichnet

wird.

Bel HIV-Enzephalitis (human immunodeficiency virus) sind die Makrophagen und somit
auch die Mikroglia die priméren Zielzellen fur das Virus (BUDKA 1991). Trotz geringer
Oberflachenexpression von CD4 auf Mikrogliazellen (WILLIAMS et a. 1992), wird sie als
Grund fur die Virusinfektion der Mikroglia angesehen (WATKINS et al. 1990). Zudem kann
die Infektion dieser Zellen durch die Gabe monoklonaler Antikorper, die an CD4 binden,
verhindert werden (JORDAN et a. 1991). Auch in vitro sind Makrophagen und
Mikrogliazellen einfach zu infizieren (WILEY et al. 1986), was den Tropismus des gpl120-
envelope-Gens des HI-Virus widerspiegelt. Eine Infektion von Neuronen wird kaum
beobachtet (WILEY et al. 1986). Die Virusreplikation allein korreliert jedoch nicht mit dem
Auftreten neurologischer Stérungen. Ein zweiter verstéarkender Faktor muss hinzukommen,
von dem angenommen wird, dass er ebenfalls von Mikrogliazellen stammt (GONZALEZ-
SCARANO u. BALTUCH 1999).

Es existieren verschiedene Hypothesen dariiber, wie der Mechanismus der Neurotoxizitét bel
ADC zu definieren ist. So wird unter anderem angenommen, dass das virae coat-Glyko-
protein gp120 fur Neuronen toxisch ist (BRENNEMANN et al. 1988). Allgemein wird jedoch
die These favorisiert, dass die Entztindungszellen mit den von ihnen entlassenen neuro-
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toxischen Faktoren die Pathogenese entscheidend beeinflussen (GIULIAN et al. 1990;
GIULIAN 1993b; PULLIAM et al. 1991; ACHIM u. WILEY 1996).

Bekannte Sekretionsprodukte im Rahmen der Aktivierung der Mikrogliazellen sind unter
anderem TNF-a, Zytokine, Arachidonsdurederivate und reaktive Sauerstoffmetaboliten (s.
2.2.5.2). Patienten mit ADC zeigten hohere TNF-a-Konzentrationen als HIV-positive ohne
ADC, wobel Mikroglia und andere Makrophagen als vorrangige zelluldre Quellen von TNF-a
gelten (WESSELINGH et a. 1997). Das Sekretionsprodukt Quinolinséure kann — wie viele
weitere von Mikroglia synthetisierte Mediatoren (s. 2.2.5.2) — as Neurotoxin wirken
(SCHWARCZ et a. 1983). Dies legt eine wichtige Rolle der Mikroglia bel der ZNS-
Schédigung nahe (ACHIM u. WILEY 1996). In Co-Kultivierungsversuchen von Neuronen
mit HIV-infizierten Zellen wurde zudem ein dramatischer Verlust an Neuronen verzeichnet
(GIULIAN et a. 1990).

2.2.6.4 Mikroglia und Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose ist eine entziindliche Erkrankung des ZNS, die in aktiven oder jlngeren
Plagues Bereiche der Myelinzerstérung, der Infiltration mit entziindlichen Zellen und der
Ansammlung von lipidenthaltenden Makrophagen aufweist. Pathomorphologisch falt vor
allem eine Demyelinisierung auf. In chronischen Plagues bleiben die Makrophagen ahnlichen
Zéellen lipidbeladen. Ihr Ursprung ist nicht absolut geklart. Einige sind phagozytére Mikro-
gliazellen und andere eventuell hamatogenen Ursprungs. Neben demyelinisierten Axonen und
Mikrogliazellen enthalten die Lasionen auch deutliche Infiltrationen mit anderen Makro-
phagen, Lymphozyten und Plasmazellen (GONZALEZ-SCARANO u. BALTUCH 1999).

Viele der gangigen Konzepte demyelinisierender Erkrankungen wurden von Arbeiten mit
experimenteller allergischer Enzephalomyelitis (EAE) an Mausen gewonnen. Sie wurde als
Modell benutzt, da pathomorphologische Ahnlichkeiten mit MS bestehen (zusammengefasst
von STOLL u. JANDER 1999). Bel der EAE fungiert die murine Mikroglia als Antigen
présentierende Zelle (APC), gefolgt von einer Rekrutierung von T-Zellen, die wiederum eine
verstarkte Aktivierung der Mikrogliazellen bewirkt. Diese entlassen Zytokine (BRENNER et
a. 1997), die z.T. neurotoxisch wirken (s. 2.25.2) und Myelinscheiden sowie die sie
formierenden Oligodendrozyten zerstoren, woraus eine Demyelinisierung resultiert. Die

Balance zwischen pro- und antiinflammatorischen Zytokinen bestimmt den Verlauf der
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Krankheit (STOLL u. JANDER 1999). Die Mikroglia ist also as kritische Effektorzelle bei
der Degeneration der weiRRen Substanz anzusehen (GONZALEZ-SCARANO u. BALTUCH
1999).

Hundestaupe ist ein anerkanntes Tiermodell fur demyelinisierende ZNS-Erkrankungen wie
z.B. MS (APPEL et al. 1981). Wie bei der EAE bestehen groflRe Ubereinstimmungen in Bezug
auf das pathohistologische Bild. Daher wird angenommen, dass auch die Pathogenese viele
Gemeinsamkeiten aufweist. Als nattirliche Erkrankung ist Hundestaupe gegentiber EAE als

Modell fir MS moglicherweise zu bevorzugen.
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2.3 Differenzierungsantigene

Auf Zellpopulationen lassen sich spezifische Oberflachenstrukturen nachweisen, die zellulére
Strukturen von Boten- und Fremdstoffen erkennen und somit eine wichtige Grundlage fir die
Funktion des Immunsystems darstellen. Da die Kombination spezifischer Oberflachen-
strukturen Zellpopulationen unterscheidbar macht, wurden diese Strukturen urspriinglich als
Differenzierungsantigene bezeichnet. Auf der Grundlage der willkirlich nummerierten
Gruppen monoklonaler Antikdrper (mAK), die dieselben Zelloberflachenantigene erkennen
und so Zellpopulationen definieren, wurde eine international standardisierte Nomenklatur der
Oberflachenstrukturen, das ,Cluster of differentiation-System” (CD), eingefuhrt (ROITT et
al. 1991; JANEWAY u. TRAVERS 1997).

Bis vor wenigen Jahren standen fir die Untersuchung des caninen Immunsystems nur humane
oder murine mAK zur Verfugung, die Kreuzreaktivitat aufwiesen (JACOBSEN et a. 1993).
In jungerer Zeit wurden jedoch vermehrt canine mAK gegen Leukozyten-Oberflachen-
antigene des Hundes entwickelt. Die Spezifitat und Charakterisierung vieler dieser Antikorper
wurde im ersten internationalen Workshop Uber canine Leukozyten-Antigene 1993 in
Cambridge definiert (zusammengefasst von COBBOLD u. METCALFE 1994). Die in dieser
Studie verwendeten Differenzierungscluster sollen im Folgenden kurz erlautert werden (siehe
auch 3.1.6).

231 CD11und CD18

CD11 und CD18 gehdren zu den Integrinen. Diese umfassen eine grof®e Familie von
Zelloberflachenproteinen, die die Adh&sion zwischen Zellen sowie zwischen Zellen und der
extrazelluldren Matrix bei der Immunantwort bzw. einer Entzindungsreaktion ermoglichen.
Als Heterodimere bestehen sie bei den Leukozyten zumeist aus einer kleineren bo-Kette, die
nichtkovalent mit einer grof3en a-Kette zusammengelagert ist. Wahrend die b,-Kette meist
konstant ist, variieren die a-Ketten und exprimieren bel Nagern und Menschen entweder fir
CD1lla, CD11b-, CD1lc- oder CD11d-Epitope (CD11d = apha d) (COBBOLD u.
METCALFE 1994; DANILENKO et a. 1995). Sie enthalten Bindungsstellen fir bivalente
Kationen, die fur die Signalgebung wichtig sein kénnen. CD18 enthélt nur eine b-Kette.
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CD11b und CD11c werden vor alem auf Zellen der Granulozyten- und Makrophagen-Linie
exprimiert, CD11b auch auf grof3en granuldren Lymphozyten. CD11d wird von Makrophagen
der roten Milzpulpa, des Lymphknoten- und des Knochenmarks sowie auf kleinen und grof3en
granuléren Lymphozyten exprimiert (DANILENKO et a. 1995). CD18 bindet an jede Zelle,
die ein b,-Integrin exprimieren kann (COBBOLD u. METCALFE 1994).

2.3.2 CD45

CD45 ist eine transmembrane Tyrosinphosphatase mit drei variablen Exons, die einen Teil
der extrazellularen Doméne kodieren. CD45 wird als Oberflachenmolekil von nahezu allen
weillen Blutzellen exprimiert. Dabei wechselt die Isoform nach Aktivierung infolge
aternativen Spleiffens der drei variablen Exons nahe des 5-Endes des CD45-Gens
(JOHNSON et a. 1996). Bei T-Gedachtniszellen werden die variablen Exons z. B. entfernt,
so dass die Zelle die CD45R0-1soform exprimiert (R steht fir das Erkennen restringierter
Expressionen monomorpher Epitope, die Ziffer bzw. der Buchstabe hinter dem R liefern
Informationen Uber die Exon-Expressionen Null, Exon A, B oder C; LAI et a. 1996).

CD45 verbindet sich mit dem T-Zell-Rezeptor und dem Co-Rezeptor, z.B. CD4. Als
Konsequenz der Isoform-Verdnderung des CD45 wird die Sensibilitét der T-Zelle fur die
Stimulierung durch Antigene heraufgesetzt (JANEWAY u. TRAVERS 1997). Die genauen
Zusammenhange der nétigen Liganden und Mechanismen, durch die die verschiedenen
Isoformen ihre Wirkung entfalten, sind jedoch nicht endgultig geklart (COBBOLD u.
METCALFE 1994; JOHNSON et al. 1996).

Monoklonale Antikorper gegen das konstitutiv exprimierte ungespleifite CD45 konnen
benutzt werden, um Zellen hématopoetischen Ursprungs zu identifizieren (COBBOLD wu.
METCALFE 1994). In der hier vorliegenden Studie wurde das panreaktive CD45 gemessen.

2.3.3 CD14

CD14 (53-55 kDa) ist ein Rezeptor fur den Komplex aus Lipopolysaccharid (LPS) und
lipopolysaccharidbindendem Protein (LBP). Er befindet sich auf Monozyten, Makrophagen
und Granulozyten (JANEWAY u. TRAVERS 1997; TIZARD 2000).
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234 CD44

Das Glykoprotein CD44 (ca. 90 kDa) wird von verschiedenen Zellen exprimiert, wie T- und
B-Zellen, Monozyten, Granulozyten und Epithelzellen. CD44 ist ein Rezeptor fur Hyaluron-
saure, vermittelt die Adhasion der Leukozyten an vaskuléres Endothel und ist an verschiede-
nen intra- und extrazellul&ren VVorgangen durch Interaktionen mit Proteinen des Zytoskeletts
und der zelluldren Oberflache beteiligt. Wahrend der frihen Aktivierungsphase der T-Zellen
kann eine Aufregulation von CD44 beobachtet werden (COBBOLD u. METCALFE 1994;
LAI et a. 1996; JANEWAY u. TRAVERS 1997; TIZARD 2000). Eine erhohte CD44-
Expression wurde von ALLDINGER et a. (2000) in akuten und insbesondere subakuten
staupeassoziierten ZNS-Lasionen mit Demyelinisierung nachgewiesen. Die Expression von
CD44 wird auf Astrozyten beschrieben. Es wird vermutet, dass CD44 durch Induktion von

Chemokinen und Zytokinen am Prozess der friihen Demyelinisierung beteiligt ist.

235 CD1c

MHC | und Il sind die klassischen Molekile fir die Antigenprasentation. Neben diesen gibt
es die Familie der CD1-Molekiile, die die Fahigkeit zu besitzen scheinen, den T-Zellen nicht-
peptidische Lipid- und Glykolipid-Antigene zu présentieren (BUSSHOFF et al. 2001;
JANEWAY u. TRAVERS 1997). Im Gehirn kénnen die Neuronen und Gliazellen mit zwei
Arten von nicht-peptidischen Antigenen konfrontiert werden. Diese stammen entweder aus
exogener Quelle, wie z.B. lipide Bakterienkomponenten, oder aus endogener Quelle, wie
z.B. Mydlin bel Erkrankungen, die mit Demyelinisierung einhergehen (BUSSHOFF et al.
2001).

Die Familie der CD1-Proteine ist strukturell den Proteinen des MHC | ahnlich. Sequenz-
vergleiche zeigen an, dass CD1-Proteine sich zu zwei Subfamilien entwickelt haben: CD1a-,
CD1b- und CD1c-Proteine sowie CD1d-Proteine (BLUMBERG et al. 1995). In dieser Studie

wurde CD1c gemessen.

CD1c wird von Thymozyten, dendritischen Zellen, aktivierten Monozyten und B-Zellen
exprimiert. Diese Verteilung weist stark auf eine Rolle bel der Antigen-Présentation hin
(BLUMBERG et a. 1995; LAI et a. 1996; TIZARD 2000). Die prazisen biologisch

vermittelten Funktionen sind jedoch zur Zeit noch Gegenstand intensiver Forschung.
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BUSSHOFF et a. konnten bei Mausen die Expression von CD1c auf Mikrogliazellen zeigen
(2001).

2.3.6 1D11

1D11 ist ein monoklonaler Antikorper, der groftenteils interstitielle dendritische Zellen
anfarbt, jedoch ist diese Bindung an Oberflachenepitope nicht sehr spezifisch. Er zeigt eine
Expression auf histiozytdren Sarkomen auf, selbst wenn diese aus dem Gehirn stammen
(MOOREY).

2.3.7 ICAM-1

ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) ist ein interzelluléares Adhasionsmolekil, das zur
Immunglobulinsuperfamilie gehtrt. Es bindet sehr effektiv an das LFA-1-Integrin
(lymphocyte function-associated antigen-1 = CD11&/CD18) und Mac-1-Integrin (Mac-1 =
membrane attack complex-1 = CD11b/CD18) der T-Zelle. Diese Bindung befahigt die Zelle
dazu, durch Blutgefal3wande zu wandern. Sie ist zudem wichtig, um MHC-gebundene Peptide
auf der Oberflache antigenprasentierender Zellen prifen zu konnen. Bel Expression eines
spezifischen Antigens fur den T-Zell-Rezeptor wird die Affinitét der adhdsiven Interaktionen
durch Signalgebung verstarkt und die T-Zelle stimuliert, ihre Effektormolekile freizusetzen
(JANEWAY u. TRAVERS 1997).

ICAM-1 wird auf Lymphozyten, Monozyten, Fibroblasten und Endothelzellen exprimiert
(JANEWAY u. TRAVERS 1997; LAI et a. 1996).

2.3.8 B7-1und B7-2

Um naive T-Zellen zur Proliferation und Differenzierung zu T-Effektorzellen zu stimulieren,
bedarf es nicht nur der Bindung ihrer antigenspezifischen Rezeptoren an einen MHC-
Komplex und der Co-Rezeptoren CD4 oder CD8. Die klonale Expansion der antigen-
spezifischen naiven T-Zellen bendtigt ein zweites costimulierendes Signal, das von derselben

antigenprasentierenden Zelle stammen muss, auf der die T-Zelle ihr spezifisches Antigen

! Personliche Mitteilung, November 2000.
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erkennt. Diese Erkenntnis unterstiitzt das sogenannte ,,two-signal”-Modell der Immunantwort
(JUNE et a. 1994; JANEWAY u. TRAVERS 1997).

Die am besten charakterisierten costimulierenden Molekiile auf antigenprasentierenden Zellen
sind die strukturverwandten Glykoproteine B7-1 (CD80) und B7-2 (CD86). Diese B7-
Molekile sind Homodimere, die zur Immunglobulinsuperfamilie gehoren. Die extrazelluldren
Ketten der B7-Moleklle sind einander sehr dhnlich. Ihre zytosolischen Doménen zeigen
jedoch grof3e Unterschiede. Beispielsweise beinhaltet die zytosolische Doméne bei B7-2 drei
potentielle Orte zur Phosphorylierung durch Protein-Kinase C, die bel B7-1 nicht identifiziert
werden konnten (JUNE et al. 1994).

Die funktionellen Unterschiede zwischen B7-1 und B7-2 sind noch nicht ausreichend
definiert (JANEWAY u. TRAVERS 1997). Es wurde jedoch an humanen B-Zellen
beobachtet, dass die Expression von B7-2 nach Aktivierung wesentlich schneller ihr
Maximum erreicht (innerhalb 24 Stunden), wéhrend B7-1 erst einige Tage spéater verstarkt
exprimiert wird (JUNE et a. 1994). Die zytoplasmatische Domane von B7-2 hat
maoglicherweise eine Funktion in der Signalverstéarkung, die fir B7-1 nicht vermutet wird
(JUNE et a. 1994).

Der Rezeptor fur die B7-Molektle ist bel naiven T-Zellen lediglich CD28 und bel aktivierten
zusétzlich CTLA-4 (cytolytic T-lymphocyte associated molecule-4), der in seiner Sequenz
dem CD28 &hnelt, dessen Bindungsaffinitét fur die B7-Molekile jedoch 20-ma hoher ist.
CTLA-4 spielt eine Rolle bei der Begrenzung der proliferativen Antwort aktivierter T-Zellen
(JUNE et a. 1994; JANEWAY u. TRAVERS 1997).

Eine Expression von B7-1 und B7-2 findet sich ausschliefdlich auf der Oberfl&che von Zellen,
die das T-Zell-Wachstum anregen koénnen, wie z. B. B-Zellen, Monozyten und dendritische
Zellen (JANEWAY u. TRAVERS 1997).

239 MHC | und MHC Il

Der Haupthistokompatibilitétskomplex (maor histocompatibility complex = MHC) wird von
einer Gruppe von Genen gebildet, die fur die MHC-Molekile | und 1l codieren. Der MHC-
Komplex vermittelt verschiedene Reaktionen, wie die Antigenverarbeitung (= Antigen-

prozessierung) und —prasentation an der Zelloberfléche, die Abstof3ung von Ubertragenem
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Gewebe, die Entwicklung der T-Zellen und die Anfédlligkeit far immunologische
Erkrankungen (JANEWAY u. TRAVERS 1997).

MHC-Klasse-I-Molekiile sind Heterodimere aus einer schweren oder a-Kette, die die
Zellmembran durchdringt, und einer kleineren, nichtkovalent gebundenen Kette, dem bo,-
Mikroglobulin. Die a-Kette faltet sich in drei Doméanen: a;, a, und as. Die beiden erst-
genannten legen sich zu einer Struktur zusammen, die einen Spalt erzeugt, an den die
Peptidantigene binden (JANEWAY u. TRAVERS 1997).

MHC I-Molekille prozessieren Antigen aus dem Zytosol und présentieren die Peptide den
CD8'-T-Zellen. Bei den Antigenen handelt es sich um zytosolische Krankheitserreger, d. h.
vor allem Viren, aber auch einige Bakterienarten, die in diesem Zellkompartiment |eben und
sich vermehren. Die Aufgabe der CD8'-T-Zellen besteht darin, infizierte Zellen zu téten, um
Entstehungsorte neuer viraler Partikel und zytosolischer Bakterien zu beseitigen und so den
Wirt von einer Infektion zu befreien (JANEWAY u. TRAVERS 1997).

MHC I-Molekile werden von fast alen kernhaltigen Zellen exprimiert. Am hochsten ist die
Expression auf hamatopoetischen Zellen (JANEWAY u. TRAVERS 1997). Eine Ausnahme
bilden ausdifferenzierte Neuronen, auf denen MHC I[-Molekile nur be bestimmten

Erkrankungen exprimiert werden.

MHC-Klasse-l1-Molekile bestehen aus einem nichtkovalenten Komplex zweier Glyko-
proteinketten a und b, die beide die Membran durchdringen. Jede der beiden Ketten weist
zwei Doméanen auf, wobel der peptidbindende Spalt durch die beiden jeweils auf3eren
Domanen (a1 und by) gebildet wird. MHC 11-Molekiile zeigen sehr groRe Ahnlichkeit mit den
MHC I-Molekillen, wobei der wesentliche Unterschied in einer weiteren Offnung der Spalt-
enden besteht (JANEWAY u. TRAVERS 1997).

MHC [1-Molekiile prozessieren Antigen aus dem vesikuléren System und présentieren es den
CD4'-T-Zellen. Die Antigene sind vor allem Bakterien und die von ihnen sezernierten
Toxine, Proteine oder ihre Abbauprodukte sowie einige Parasiten. Die CD4"-T-Zellen sind
einerseits darauf spezialisiert, Zellen, die intravesikuldre Bakterien oder Parasiten téten, z. B.
Makrophagen, zu aktivieren. Andererseits induzieren sie aktivierte B-Zellen, Antikorper zu



56 Charakterisierung von Mikrogliazellen bel Hundestaupe

sezernieren und extrazelluldre Bakterien oder Toxine zu eiminieren (JANEWAY u.
TRAVERS 1997).

MHC lI-Molekile werden vor alem von B-Zellen, dendritischen Zellen, Makrophagen und
Thymusepithelzellen exprimiert. Die Expression kann zudem an mehreren Zellen (beispiels-
weise Endothelzellen) induziert werden (JANEWAY u. TRAVERS 1997). Auch T-Zellen
einiger Spezies (z. B. beim Hund) tragen MHC II-Molekile (COBBOLD u. METCALFE
1994). Im Gehirn sind die meisten Zellen MHC Il-negativ, die exprimierende Zelle fir beide
Glykoproteineim ZNSist die Mikrogliazelle (JANEWAY u. TRAVERS 1997).

2.3.10 CD3

Der sogenannte CD3-Komplex wird von T-Lymphozyten exprimiert (JANEWAY u.
TRAVERS 1997; TIZARD 2000). Er besteht aus funf verschiedenen Proteinen, die als CD3g,
CD3d, CD3e, CD3x und CD3h bezeichnet werden (LAI et al. 1996). Die ersten drei besitzen
extrazelluldare Domanen, die eine schwache Aminosaurehomologie mit Immunglobulin-
doménen aufweisen, sowie zytoplasmatische und Transmembrandoménen, wobei letztere
durch einen sauren Aminosdurerest gekennzeichnet sind, die mit den basischen (positiv
geladenen) Aminosaureresten des T-Zell-Rezeptors (TCR) eine Salzbriicke bilden kdnnen.
Die x-Kette ist ein Dimer, das Uber Disulfidbriicken mit dem CD3-Komplex assoziiert ist. Nur
ein sehr kleiner Teil der x-Kette ragt aus der Zelle heraus, wahrend sich der grofdte Teil des
Polypeptides im Zytoplasma befindet. Der CD3-Komplex ist wichtig fur die Signaltber-
tragung. Fur diese Aufgaben besitzen die zytoplasmatischen Doménen insbesondere der
CD3x- und CD3e-Kette Sequenzen, die nach Stimulierung des Rezeptors mit Tyrosinkinasen
assoziieren und so das Signal in die Zelle Ubertragen (JANEWAY u. TRAVERS 1997). In

dieser Studie wurden die extrazelluldren Anteile des CD3-Komplexes gemessen.

2311 CD4

CD4 ist ein spezifischer Co-Rezeptor fur MHC-Klasse-11-Molekile und vor alem an der
Antigenerkennung durch T-Helferzellen beteiligt. Die Anwesenheit von CD4 fuhrt zu einem
beachtlichen Anstieg der Empfindlichkeit einer T-Zelle fur ein von MHC [l pré&sentiertes
Antigen (JANEWAY u. TRAVERS 1997).
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Das Glykoprotein CD4 (59 kDa) ist auf T-Helferzellen (Ty2), inflammatorischen T-Zellen
(Twl), Thymozyten und beim Hund auch auf Granulozyten zu finden (COBBOLD u.
METCALFE 1994; JANEWAY u. TRAVERS 1997; TIZARD 2000). Im Gegensatz zu
Mensch und Ratte exprimieren Monozyten und Makrophagen des Hundes kein CD4
(MOORE et al. 1992; COBBOLD u. METCALFE 1994).

2.3.12 CD8

Das Glykoprotein CD8 (32 kDa) ist ein Heterodimer aus a- und b-Ketten, die durch eine
Disulfidbriicke kovalent gebunden sind. Die beiden Ketten des Dimers besitzen vergleichbare
Strukturen, wobei beide eine immunglobulindhnliche Domane enthalten, die durch eine Poly-
peptidkette mit der Zellmembran verknipft ist. CD8 ist ein spezifischer Co-Rezeptor fir
MHC-Klasse-I-Molekile und wird auf zytotoxischen T-Zellen exprimiert. CD8 ist an einer
Erkennung endogener Antigene (Viren und einige Bakterien) betelligt und fihrt zu einer
beachtlichen Steigerung der Empfindlichkeit der T-Zelle fur ein von MHC | prasentiertes
Antigen (COBBOLD u. METCALFE 1994; JANEWAY u. TRAVERS 1997). Grof3e
granuldre Lymphozyten und nattrliche Killerzellen (NK) kdnnen auch CD8a-Homodimere
exprimieren (COBBOLD u. METCALFE 1994), die ebenfalls an MHC | binden kdnnen
(JANEWAY u. TRAVERS 1997). In dieser Studie wurde CD8a gemessen.

2.3.13 CD21

CD21 (145 kDa) ist ein Rezeptor fur die Komplementkomponenten C3b und C3d. Er ist auf
B-Zellen, aber auch auf wenigen T-Zellen und dendritischen Zellen exprimiert. Die
hauptsachliche Aufgabe des Glykoproteins ist die Beteiligung an der Regulation der B-Zell-
Antwort (COBBOLD u. METCALFE 1994; TIZARD 2000).

Die fur die vorliegende Studie bedeutenden Merkmale der CD-Antigene werden in der

folgenden Ubersicht zusammengefasst:
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Molekular- Zéellen, diedas
el RS ewicht Funktionen Antigen
Antigen | Bezeichnungen g g
(kDa) exprimieren
, _ b,-Untereinheit der Integrine; L eukozyten, jede
cpig | 2us MCDILI o5 | pindetan CD11a bu.c(u.d), |  Zelle, dieeinb,-
Mac-1 od. CR3 . ; i o
Signaltransduktion Integrin exprimiert
aM-Untereinheit des Integrins :
D11 | 2US mit CDI18: 170 CR3; bindet CD54, die Kom- ng%f: Ioéﬁg iﬁ'llg;;?gn
Mac-1 od. CR3 plementkomponente C3b u. (NK)
extrazelluldre Matrixmolekile
zus. mit CD18: a*-Untereinheit des Integrins ,
CD1IC | craod. p1s0gs | P CR4; bindet Fibrinogen myeloide Zellen
Makrophagen in roter
Milzpulpa,
alphad Cbiud 155 a%-Untereinheit eines Integrins | Lymphknoten- u.
Knochenmark, z. T.
Lymphozyten
LCA 180-240 | 1Yrosinphosphatase; erhoht die| | o\ o vien Zellen
Signalvermittlung tber den - .
CD45 (leukocyte (mehrere . hadmatopoeti schen
X Antigenrezeptor von B- und T-
common antigen) | Isoformen) Ursprungs
Zellen
MHC-Klasse-l ghnliches corticale Thymozyten,
Molekil, assoziiert mit b,- Langerhans-Zellen,
CD1c 43 _lM_lkrogIol.)ulln_; hat dendritische Zellen,
moglicherweise eine bes. B-Zdlen,
Bedeutung als APC (Antigen- | Darmepithel, glatte
prasentierende Zelle) Muskul atur
interstitielle
1b11 dendritische Zellen
interzelluléres Lli/ﬂrgggozi/etnen,
ICAM-1 CD54 75-115 | Adnasionsmolekill; bindet das " blzy ’
LFA-1-Integrin und Mac-1 Fibroblasten,
Endothelzellen
Co-Stimulator der T-Zell-
B7-1 CD80 60 Proliferation; Ligand fir CD28 Béﬁne'éﬁ”ﬁ'sﬁf]‘;“;;{;ﬁ"
und CTLA-4
, Monozyten, aktivierte
80 - a ,
B7-2 CcD86 Co-Stimulator (s. B7-1), | g 74160 ‘dendritische
Signalverstérkung (?)
Zellen
T-Helferzellen und
cD4 T4 59 Co-Rezeptor fur MHC-Klasse- | inflammatorische T-

II-Molekile

Z€llen, Thymozyten,

Granulozyten
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zytotoxische T-Zellen,
NK-Zellen, einige
cDa T8 a: 32-34 | Co-Rezeptor fir MHC-K lasse- Gruppen von
a b: 32-34 I-Molekile Thymozyten,
granulére
Lymphozyten
assoziiert mit dem T-Zell-
g 25-28 Rezeptor; notwendig fir die
d: 20 Zelloberfldchenexpression und
i ) Signaltibertragung des TCR; i
CD3 CD3-Komplex e 20 zytoplasmatische Doménen T-Zellen, Thymozyten
X: 16 enthalten dazu spez.
h: 22 Sequenzen, die Tyrosinkinasen
binden
Rezeptor fir die reife B-Zellen,
Komplementkomponenten follikulére
Cb2l CR2 145 C3b, C3d: betailigt an dendritische Zellen,
Regulation der B-Zell Antwort wenige T-Zellen
Antigenprozessierung u. :
MHC | —présentation, Transplantat- ng?egj ngi?rwglutrlgﬁe
abstol3ung, T-Zell-Entwicklung ' '
Antigenprozessierung u B-Zellen,
MHC 11 —présentation, Transplantat- Tr|1\;|/ r?wkurggor:?r?elenT
abstofRung, T-Zell-Entwicklung Zdlen, Mikroglia
Respr U o onoayen
CD14 | LPS-Rezeptor 53-55 . -Ipopolysacchand U. Makrophagen,
lipopolysaccharidbindendem Granulozvten
Protein (LBP) 2y
T- und B-Zé€llen,
bindet Hyaluronsaure; Monozyten,
CD44 Hermes-1 85-90 vermittelt die Adhasion der Granulozyten,
Leukozyten Epithelzellen,
Astrozyten
Tab. 2: Ubersicht iiber diein dieser Studie relevanten CD-Antigene beim Hund

Zusammengefasst nach MOORE et al. 1992; COBBOLD u. METCALFE 1994; JUNE et al. 1994;
BLUMBERG et a. 1995; DANILENKO et al. 1995; JOHNSON et a. 1996; LAI et al. 1996;
JANEWAY u. TRAVERS 1997; ALLDINGER et a. 2000; TIZARD 2000; MOORE?
BUSSHOFF et al. 2001.

2 Personliche Mitteilung, Friihjahr 2000.
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31 Gerdteund Materialien

311 Geréte, Klinik- und Laborbedarf, Zentrifugen

Geréate

Aquatridest. Aufbereitungsanlage, Seralpur
DeltaUF

Durchflusszytometer FACSCalibura mit
Apple& MacintoshO-Computer

Eismaschine, ,, Scotsman“, AF 10AS
Gefrierschrank, GS1583

Kuhlschrank, KT 1940

L aborwaage Omnilab, OL 1500-P
Lichtmikroskop, H 600

Magnetrihrer mit Heizplatte, Typ MR 3001
Pipetten, einstellbar (0,1-1000pl)
Pipettierhelfer, Accu jet
Reagenzglasschiittler, ,, Reax top*

Rattler far Mikrotiterplatten, Promax 1020

Ultraschallgerét ,, Sonorex*,
Typ RK 103H/13067/00

Wasserbad mit Einhangethermostat

Wasservollentsalzer, DI 2800

Fa. USF Serial, Ransbach-
Baumbach

Fa. Becton Dickinson, Heidelberg

Fa. Tepa, Barshiittel

Fa. Liebherr, Ochsenhausen

Fa. Liebherr, Ochsenhausen

Fa. Nordlab, Bremen

Fa. Helmut Hund GmbH, Wetzlar
Fa. Heidolph, Schwabach

Fa Brand, Wertheim

Fa. Brand, Wertheim

Fa. Heidolph, Schwabach

Fa. Heidol ph, Schwabach

Fa Bandelin electronic GmbH,
Berlin

Fa Julabo Labortechnik GmbH,
Seelbach

Fa. TKA Wasseraufbereitungs-
systeme GmbH, Niederelbert
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Geratefiur steriles Arbeiten
Bunsenbrenner, gasprofil

CO2-Brutschrank, Typ 36150180003100

Glasfaserfilterpapier, 003048.083

Pinzette, BD 660

Mikraobiologische Sicherheitswerkbank, CA/R

Klinikbedarf

Arterienklemme, BH 412R

Brauniile VasofixO, Ch. 4268130B,
0,9x25mm

EDTA-R6hrchen, 5 ml
Handschuhe, Peha-soft

Kanulen, Neolus, Lot Nr. 8895B01F,
18Gx 11/2"", 1,2 x 40 mm

Perfusionsbesteck, PerfudropO-Air G
Pinzette, anatomisch, BD 27
Pinzette, chirurgisch BD 557

Prazisionspinzette, anatomisch, AE 160-12

Prézisionspinzette, chirurgisch, BD 512
Skalpellklingen, BB510, Lot Nr. H21312
Skalpellklingenhalter, BB73

Schere, grof3, BC 283R

Schere, klein, BC 111

Spritze, 2 ml, Discardit 11, Lot Nr. 0002-086

Fa. WLD-Tec, Géttingen

WTB Binder Labortechnik GmbH,
Tuttlingen

Fa. Schleicher u. Schill, Dassel
Fa. Aesculap, Tuttlingen

Fa Clean Air, Hilden

Fa. Aesculap, Tuttlingen

Fa. Braun, Melsungen

Fa Sarstedt, Nimbrecht
Fa. Hartmann, Heidenheim

Fa. Terumo, Leuven, Belgien

Fa. Clinico, Bad Hersfeld
Fa. Aesculap, Tuttlingen
Fa. Aesculap, Tuttlingen

Fa. Geomed Medizin-Technik,
Tuttlingen

Fa. Aesculap, Tuttlingen
Fa. Aesculap, Tuttlingen
Fa. Aesculap, Tuttlingen
Fa. Aesculap, Tuttlingen
Fa. Aesculap, Tuttlingen

Fa. Becton Dickinson, Fraga,
Spanien
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Zange, FO 626 Fa. Aesculap, Tuttlingen
L aborbedarf
Auslaufpipetten, steril (1, 5, 10 u. 20 ml) Fa. Brand, Wertheim
Glasflaschen, Plastibrand, versch. Grof3en Fa. Omnilab, Gehrden
Hand-Refraktometer, HRM-18, Fa. Kruss, Hamburg
Nr. 10487
Mikrotiterplatten, 96-Loch, Rundboden, Fa. Brand, Wertheim
unsteril (Bestell-Nr. 7020147)
Pasteurpipetten, 150 mm (Bestell-Nr. 7477 15) Fa. Brand, Wertheim
Petrischalen (Bestell-Nr. 450 2000) Fa. Brand, Wertheim
Pipettenspitzen Fa. Brand, Wertheim
0,1 - 20 pl (Bestell-Nr. 7023 12)
2 - 20 pl (Bestell-Nr. 7023 15)
50 - 1000 pl (Bestell-Nr. 7023 20)
Reaktionsgefald mit Deckel, 1,5 ml Fa. Brand, Wertheim
(Bestell-Nr. 7805 00)
Réhrchen, 15 ml (Bestell-Nr. 1148 17) Fa Brand, Wertheim
Rohrchen, 50 ml (Bestell-Nr. 1148 22) Fa. Brand, Wertheim
Rohrchen fir die Durchflusszytometrie, Fa. Becton Dickinson, Franklin
Falcon, 12 x 75 mm (Bestell-Nr. 2008) Lakes, USA
Stahlsieb, Durchmesser: 6 cm Fa. Teehaus Felber, Hannover
Zellzahlkammer nach TURK Fa. Brand, Wertheim
Zellzahlkammer nach BURKER Fa. Glaswarenfabrik K. Hecht,
Sondheim
Zentrifugen
Tischzentrifuge ,, Rotina 35R" Fa. Hettich, Tuttlingen

Tischzentrifuge ,, Rotanta RP* Fa. Hettich, Tuttlingen
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312 Medikamente, Reagenzien und andere Verbrauchsmaterialien

Albumin, bovine, Fraktion V, 98%

pulverisiert (BSA, bovines Serumalbumin;

Bestell-Nr. 8076.2)
Ca-lonophor A 23187 (s. 3.1.7)
CPSR-1, (s. 3.1.3), C8905
Dihydrorhodamin 123 (s. 3.1.7)

Dimethylsulfoxid (DM SO)
(Bestell-Nr. D-5879; Lot Nr. 99H0020)

Hanks -Losung (s. 3.1.3)
(Bestell-Nr. H4385)

Heparin-Natrium-25000-ratiopharmO
(Ch.-B. A06837)

HistopaqueO 1119 (s. 3.1.4)

LPS(s. 3.1.7)

Natriumazid, NaN3, >99%, reinst
(Molekulargewicht: 65,01 g/moal;
Bestell-Nr. 6688)

Natriumchlorid (Bestell-Nr. 9265.2)

Natriumbikarbonat (Na2CO3)
(Bestell-Nr. S-8875)

PancollO (s. 3.1.4)

Paraformaldehyd (Bestell-Nr. 1.04005.1000)
PBS(s. 3.1.3)

EuthaO 77 (400 mg Pentobarbiturat/ml)
PerkollO (s. 3.1.4)

PMA (s. 3.1.7)

Saponin (Bestell-Nr. 1.59665.0001)

Fa. Roth, Karlsruhe

Fa. Sigma, Deisenhofen
Fa. Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Fa. MoBiTec GmbH, Gottingen

Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Fa. Sigma, Deisenhofen

Fa. Ratiopharm GmbH, Ulm

Fa. Sigma, Deisenhofen
Fa. Sigma, Deisenhofen

Fa Merck, Darmstadt

Fa. Roth, Karlsruhe

Fa. Sigma Chemical Co., St.
Louis, USA

Fa. Cytogen, Ober-Mérlen

Fa Merck, Hannover

Fa. Essex Tierarznei, Minchen
Fa. Pharmacia, Freiburg
Fa. Sigma, Deisenhofen

Fa Merck, Hannover
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SoftaseptON (74,1% Ethanol, 10,0% Fa. Braun, Melsungen
N-Propanol; Bestell-Nr. 0388 7049)

Trypanblau (Bestell-Nr. T-6146) Fa. Sigma Aldrich, Schnelldorf

Tutofusin-LésungO (s. 3.1.3) Fa. Baxter, Unterschleil3heim

Ch.-B. 6309112

3.13 Puffer, Ldsungen und Medien

Dissoziations-Puffer:

NaCl 89,4 gl
KCl 37,3 g/l
MgCl2 40,0 g/l
CaCl2 25,3 gl

Hanks' -L 6sung (s. 3.1.2; Fa. Sigma, Deisenhofen):

NaCl 80 ¢

KCl 04 g

Glucose 10 g

KH2PO4 60,0 mg
Na2PO4 47,5 mg
Phenolrot 17,0 mg
Aquabidest. ad 1000 ml
+ Zusatz von:

CPSR-1 20,0 ml
Natriumbikarbonat (Na2CO3); 7,5%ig 47 ml

- zur pH-Werteinstellung auf pH 7,3-7,4 -

Collagenase-DNAse-Puffer ~ (Collagenase, s. 3.1.5, Fa. Serva, Heidelberg; DNAsel,
s.3.1.5, Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim);

pro Versuchsansatz (= 8 g Gehirnmaterial):

DNAse 4.000 Units
Aquabidest. 8,0 ml
Collagenase 45,6 mg

Dissoziations-Puffer 0,8 ml
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MIF- (Membranimmunfluoreszenz-) Puffer:

PBS mit 1% BSA und 0,01 % NaN3

BSA 1,00 g
NaN3; 10%ig 0,01 g
PBS ad 100 ml

PBS (phosphate-buffered saline) pH 7,4:

NaCl 8,00 g
KCl 0,20 g
Na2HPO4 1,15 ¢
KH2PO4 0,20 g
Aqua bidest. ad 1000 ml

L 6sung zum Lysieren von Erythrozyten:

doppelt konzentrierte Phosphatpufferlésung ( 2 x PBS)
Aquatridest. ad 1000,00 ml

TutofusinO-I njektionsldsung (s. 3.1.2, Fa. Baxter, UnterschleiRBheim):

NaCl 8,182 g

KCl 0,373 g

CaCl2x 2H20 0,368 g

MgCl2 x 6 H20 0,305 g

Aquaadin;. 1000 ml

314 Materialien fur die Separation und Differenzierung von Zellen
HistopagqueO 1119 Fa. Sigma, Deisenhofen

(Bestell-Nr. 1119-1; Lot Nr. 128H6112)

PancollO 1.077 Fa. Cytogen, Ober-Mérlen
(Bestell-Nr. PO4-60500; Lot Nr. 030 100)

PerkollO Fa. Pharmacia, Freiburg
(Bestell-Nr. 17-089-01; Lot Nr. 278498)
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3.15 Enzyme

Collagenase von Clostridium histolyticum; Fa. Serva, Heidelberg
EC 3.4.24.3; lyophilisiert
(Bestell-Nr. 17449; Contr. Nr. 24029)

Deoxyribonuclease | (DNAsel; EC 3.1.21.1) Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Typ IV: von bovinem Pankreas Steinheim
(Bestell-Nr. D-5025; Lot Nr. 28H7015)

3.1.6 Materialien fur dieindirekte Membranimmunfluor eszenz

MIF-Puffer (s. 3.1.3)

Primare Antikor per
Monoklonale Antikorper, unkonjugiert

Class | Major Histocompatibility Antigen Fa. VMRD, Inc., Pullman, USA
(MHC 1); Z€lllinie H58A; I sotyp:
IgG2a (Lot Nr. 0698-0899);
verw. Verdinnung: 1:16

D110 ist ein aus der Maus gewonnener Antikorper, der als Zellkulturiiberstand bereit-
gestellt wurde (BOLLO et a. 1986) und an ein Epitop des Nukleokapsid-Proteins
des Staupevirus bindet, das gegen Fixation und Einbettung unempfindlich ist. Er

wurde in einer Verdinnung von 1:16 verwendet.

Humanes Normal-lmmunglobulin G Fa. Globuman BernaO, Serum-
(Lot Nr. 015 117.01; HulgG); und Impfinstitut Bern, Schweiz
verw. Verdinnung: 1:16

Ratte-anti-Hund CD44; aufgereinigtes 1gG; Fa. Serotec, Eching
MCA 1041G; Klon Nr.: YKIX 337.8.7
(Lot Nr. 0998); verw. Verdinnung: 1:10
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gegen folgende
canér;rei?hrggtgeene Klon | sotyp Verdinnung
Antikorper

CD1c CA13.9H11 1gG1 1:5

1D11 CA22.1D11 1gG1 1:5
ICAM-1 CL18-1D8 1gG1 1:5

B7-1 CA24.5D4 1gG1 1:5

B7-2 CA24.3E4 1gG1 1:5

CD3 CA17.2A12 1gG1 1:5

CD4 CA13.1E4 1gG1 1:5

CD8a CA9.JD3 1gG2a 1:5

CD21 CA2.1D6 1gG1 1:5
CD11b CA16.3E10 1gG1 1:5
CD11c CA11.6A1 1gG1 1:5
CD11d (aphad) CA11.8H2 1gG1 1:5

CD18 CA1.4E9 1gG1 1:5

MHC class|| CA2.1C12 1gG1 1:5

Tab. 3: Eingesetzte Antikor per fur die immunphénotypische Charakterisierung von Mikrogliazellen

und Monozyten sowie die verwendete Verdinnung

Samtliche in der Tabelle angefuhrten Antikérper sind aus Zellkulturlberstanden
gewonnen und mit 0,1% Natriumazid versetzt. Sie wurden von Prof. Dr. Peter F.
Moore, VM Pathologie, Mikrobiologie und Immunologie, Veterindrmedizinische

Universitdt Californien, Davis, USA, zur Verfligung gestellt.
Monoklonale Antikorper, konjugiert

Maus-anti-Human CD14 konjugiert an Fa. Dako, Glostrup, Danemark
R-Phycoerythrin (RPE);aufgereinigtes 1gG;
Klon TUK4 (Code Nr. R 0864; Lot Nr. 108);
verw. Verdinnung: 1:7

Ratte-anti-Hund CD45 konjugiert an Biotin; Fa. Serotec, Eching
aufgereinigtes 1gG; MCA 1042B;
Klon Nr.: YKIX 716.13 (Lot Nr. 0699);
verw. Verdinnung: 1:10
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Sekundare Antikor per

Aufgereinigtes R-Phycoerythrin-konjugiertes Fa. Dianova, Hamburg
F(ab")2-Fragment Ziege-anti-Maus
(gam-PE) 1gG (Code Nr. 115-116-072;
Lot Nr.: 45974); verw. Verdinnung 1:100

Fur Staupevirusnachweis mit D110:
verw. Verdinnung 1:50

Streptavidin konjugiertes Fluorescein- Fa. Serotec, Eching
Isothiocyanat (Isomer 1; FITC); STAR2B
(Lot Nr. 1199); verw. Verdinnung 1:100

Aufgereinigtes R-Phycoerythrin-konjugiertes Fa. Serotec, Eching
F(ab")2-Fragment Kaninchen-anti-Ratte
(rar-PE) 1gG; STARZ20A;
verw. Verdinnung 1:100

317 Materialien fur die Bestimmung reaktiver Sauer stoffmetaboliten

Ca-lonophor, A 23187 Fa. Sigma, Deisenhofen
(Molekulargewicht: 523,6 g/moal;
Bestell-Nr. C-7522; Lot Nr. 128H4002)

Dihydrorhodamin 123 (DHR 123) Fa. MoBiTec GmbH, Gottingen
(Molekulargewicht: 346,38 g/moal;
Bestell-Nr. D632)

L PS, Lipopolysaccharid, von E. coli, Fa. Sigma, Deisenhofen
Serotyp 055:B5 (Bestell-Nr. L-2637;
Lot Nr. 99H4081)

PBS (s. 3.1.3)

PMA, Phorbol-12-Myristat-13-Acetat Fa. Sigma, Deisenhofen
(Bestell-Nr. P-8139; Lot Nr. 129H1735)

Herstellung der DHR-Gebrauchsl6sung:

Durch Aufldsen der Trockensubstanz in DM SO (1,5 mg/l, s. 3.1.2) wurde eine DHR-Stamm-
|6sung hergestellt. Diese wurde in aiquoten Tellen zu 1,5 pl bei —20°C gelagert. Nach
weiterer Verdinnung mit PBS im Verhdtnis 1:100 entstand die DHR-Gebrauchsl 6sung.
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3.1.8 Materialien flr die Bestimmung der Phagozytoseaktivitét

Escherichia coli konjugiert mit Fluorescein Fa. Molecular Probes, Leiden,
(K-12 Stamm) BioParticelsO; Niederlande
(Bestell-Nr. E 2861; Lot Nr. 6691-2)

OmnisorbO Cells; hitzeinaktivierte Strepto- Fa. Calbiochem-Novabiochem
kokken sp. (Bestell-Nr. 496250) GmbH, Baden Soden/Taunus

Saphylococcus aureus konjugiert mit Fa. Molecular Probes, Leiden,
Fluorescein (Wood strain without Protein A) Niederlande
BioParticelsO;

(Bestell-Nr. S2851; Lot Nr. 6301-1)
Serum zur Opsonisierung der Bakterien:

Zur Opsonisierung der Bakterien wurde natives Serum verwendet, das aus dem Blut von zehn
Beagle der Klinik fur kleine Haustiere der Tierérztlichen Hochschule Hannover unter keim-
armen Bedingungen im Rahmen einer routinemafdigen Blutuntersuchung gewonnen wurde.
Die allgemeine Untersuchung der Tiere ergab, dass sie klinisch gesund waren. Das Blut
wurde bis zur deutlichen Koagulation bei Raumtemperatur stehen gelassen und anschlief3end
wurde die Verbindung zwischen Réhrchenwand und Koagulat mit Hilfe einer Pasteurpipette
gelost. Es folgte eine Zentrifugation der Rohrchen bel 2.000 x g fur 15 min bei Raum-
temperatur. Um noch verbliebene korpuskulére Bestandteile zu entfernen, wurde der
Uberstand gewonnen und fiir 10 min bei 3.500 x g zentrifugiert. Das so gewonnene Serum der
zehn Tiere wurde zu gleichen Anteilen zusammengegeben (gepoolt). Die Lagerung erfolgte in
aliqguoten Teilen zu 60 pl bei —20°C. Zum Einsatz kam eine im Verhdltnis 1.5 mit PBS

verdinnte Gebrauchsl dsung.

3.19 Materialien fur die Durchflusszytometrie

Reinigungsfliissigkeit: FACSRinseO Fa. Becton Dickinson, Heidelberg
(Bestell-Nr. 340346; Lot Nr. 28)

Trégermedium zur Messung: FACSFlowO; Fa. Becton Dickinson, Heidelberg
(Bestell-Nr. 342003; Lot Nr. 1294)
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3.1.10 Computer-Software

Cell-QuestO-Software Fa. Becton Dickinson, Heidelberg
(fur Apple& MacintoshO-Computer)

STATeasy 2001-Software fur Windows Dr. Lozan, Universitdt Hamburg

3.1.11 Virus

Der virulente Staupevirusstamm A75/17 wurde vom Institut fur Tierneurologie der
Universitdt Bern bezogen. Das Virus wurde in einem vorhergehenden Versuch
(CHERPILLOD et a. 2000) zun&chst in spezifisch-pathogenfreien Hunden vermehrt, aus
diesen Tieren gewonnenes lymphatisches Gewebe, das grofe Mengen an Virus enthielt,
wurde homogenisiert, gereinigt und bei —70°C eingefroren. Zur Belastungsinfektion wurden

die Versuchstiere mit 0,2 ml des so gewonnenen Virus-Homogenisats intravenos infiziert.

3.1.12 I mpfstoff

Der in diesem Versuch verwendete DNA-Impfstoff enthielt je ein eukaryotisches
Expressions-Plasmid mit den Genen des Nukleokapsid- (N), Fusions- (F) und Haftproteins
(H) eines virulenten Staupevirus-Stammes (CHERPILLOD et al. 2000). Eine Impfdosis
bestand zu gleichen Tellen aus jedem der oben genannten Gene. Es wurden folgende
Impfgruppen gebildet: 50 pg, 100 pg und 200 pg DNA pro Plasmid sowie eine ungeimpfte
Positivkontrollgruppe (SCHREINER 2001).

3.1.13 Probanden

Die Vorversuche zum Erlernen der Technik der Mikrogliaisolierung wurden am Institut fir
Virologie und Immunologie der Universitét Wirzburg im Rahmen von Studien (HANSEN
1999) an eigens geziichteten Mausen und F344-Fisher-Ratten erlernt.

Die Adaptation der Technik der Mikrogliaisolierung fur den Hund wurde an Gehirngewebe
von sieben frisch euthanasierten Hunden an der Klinik fur kleine Haustiere der Tierdrztlichen
Hochschule Hannover durchgefiihrt. Diese Hunde wurden aufgrund verschiedener extra-
neuraler Erkrankungen auf Wunsch der Besitzer euthanasiert und am Institut fir Pathologie
der Tierarztlichen Hochschule Hannover morphol ogisch untersucht.



Material und M ethoden 71

Der Hauptversuch fand im Rahmen einer Impfstoffstudie im Institut fir Viruskrankheiten und
Immunprophylaxe in Mittelhdusern, Schweiz, statt. Als Probanden dienten 22 Swiss-Beagle
aus zwei Wirfen einer Versuchstier-Zucht aus Zirich, Schweiz. Die Staupevirus-
seronegativen Tiere wurden zwischen dem 2. und 4. Februar 2000 unter SPF-Bedingungen
geboren und gehalten. Die Impfstoffversuchstiergruppe setzte sich aus zehn weiblichen und
zehn mannlichen Tieren zusammen. Zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns waren die Hunde
circa 8 Wochen alt. Sie wurden einer Allgemeinuntersuchung unterzogen, bel der keinerlei
Abweichungen vom physiol ogischen Zustand auffielen (s. auch SCHREINER 2001).

Im Alter von etwa 12 Wochen wurden 15 Tiere mit unterschiedlichen Konzentrationen des
DNA-Vakzine-Impfstoffs (s. 3.1.12) durch Injektion in den Musculus quadriceps geimpft.
Diese Impfung wurde mit einem Abstand von vier Wochen wiederholt. Fiunf Hunde
(Positivkontrolltiere fur den Impfstoffversuch) wurden nicht geimpft (SCHREINER 2001).
Vier Wochen nach der letzten Immunisierung wurden ale Tiere am 30. Juni 2000 im Alter
von etwa funf Monaten durch intravengse Gabe von 0,2 ml einer virulenten A75/17-

Staupevirus-Milzsuspension (s. 3.1.11) infiziert.

Versuchsar uoben Menge der geimpften St'véﬁngee/i?ﬁrs_ Anzahl der
Sgrupp DNA pro Plasmid pevir Tiere
Suspension
Impfgruppe 1 50 ug 0,2 ml 5
Impfgruppe 2 100 ug 02 ml 5
Impfgruppe 3 200 ug 0,2 ml 5
Positivkontrolle Oug 0,2 ml 5
Negativkontrolle Oug 0O ml 2
Tab. 4: Ubersicht tiber die Probanden des Hauptversuchs

Bel Auftreten neurologischer Symptome der nicht-immunisierten Tiere (ab Tag 20 p.i.)
wurden alle Tiere euthanasiert. Zum Zeitpunkt der Euthanasie waren sie ca. 6 Monate alt.
Zwei gleichaltrige, ungeimpfte, nicht-infizierte SPF-Hunde unterschiedlichen Geschlechts aus
den gleichen Wirfen wurden als Negativkontrolltiere herangezogen. Die Tierversuchs-
bewilligungsnummer lautet 111/99/Bern/CH.



72 Charakterisierung von Mikrogliazellen bel Hundestaupe

3.2 M ethoden

321 Gewinnung und Isolierung von L eukozyten aus Hundeblut

Im Rahmen der Vorversuche wurden canine Leukozyten verwendet, um an ihnen die fir die
Untersuchung der Monozyten und die Charakteriserung der caninen Mikroglia bel
Hundestaupe zu verwendenden Antikorper zu testen und ihre optimale Verdinnungsstufe zu
ermitteln. Dabei wurde wegen der vergleichbaren Farbeeigenschaften von Monozyten und
Mikroglia (DIJKSTRA et a. 1985; FLARIS et al. 1993) vorausgesetzt, dass die fir die Mono-
zyten ermittelten Ergebnisse der Antikorper auch fir die Mikroglia gelten.

Die Vorversuche der Tests zur funktionellen Charakterisierung der Mikroglia sowie die
Ermittlung der Trigger und deren Konzentrationen wurden an neutrophilen Granulozyten
durchgefiihrt, da Mikrogliazellen nur sehr begrenzt zur Verfligung standen.

3.211 Blutentnahme

Im Rahmen routinemaldiger Untersuchungen wurden jeweils 7 bis 10 ml Hundeblut von
verschiedenen Patienten der Klinik fur kleine Haustiere der Tier&rztlichen Hochschule und im
Hauptversuch von 22 Swiss-Beagle durch Punktion aus der gestauten Vena cephalica
antebrachii oder Vena saphena lateralis enthommen. Das Blut wurde in EDTA-Zusatz
enthaltende Roéhrchen (s. 3.1.1) moglichst kontaminationsfrei aufgefangen. Die Versuche —in
Form der indirekten Membranimmunfluoreszenz — schlossen sich unmittelbar an die
Blutentnahme an.

3212 Separation der peripheren mononuklearen Zellen (PBMCs) des Hundes

Die Separation der PBM Cs (Monozyten und Lymphozyten) erfolgte mittels Dichtegradienten-
zentrifugation nach einer von SOMBERG et a. (1992) modifizierten Methode von
WUNDERLI u. FELSBURG (1989).

Das Blut wurde in der mikrobiologischen Sicherheitswerkbank in ein steriles Zentrifugen-
réhrchen pipettiert, im Verhdtnis 1:2 mit PBS verdinnt und vorsichtig durch Aufziehen in
einer Pipette vermischt. Der Dichtegradient bestand aus 2 ml HistopaqueO der Dichte
1,119 g/ml und vorsichtig dariibergeschichteten 2 ml PancollO der Dichte 1,077 g/ml in einem
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15 ml-Rohrchen. Darauf wurde das Blut-PBS-Gemisch gegeben und fir 35 Minuten bel
400x g und Raumtemperatur (RT, 20°C) bei einer Anlaufzeit von 120 Sekunden und
Auslaufzeit ohne Bremse zentrifugiert. Aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichte separierten
die Blutzellen in drei Fraktionen: die mononukledren Zellen und einige Thrombozyten
sammelten sich al's weilRe Bande in der Interphase zwischen Blutplasma und PancollO an, die
Granulozyten befanden sich als gelblicher Ring zwischen den beiden Dichten, wahrend die
Erythrozyten zum Rohrchenboden sedimentierten. Nach Ablauf der Zentrifugation wurde der
Uberstand, bestehend aus Blutplattchen, Zelldetritus und Plasma, verworfen. Die Zellen, die
sich oberhalb der 1,077 g/ml-Bande befanden, wurden mit einer 1 ml- oder sterilen Pasteur-
Pipette abgenommen, in ein separates Rohrchen dberfihrt und mit 10 ml PBS suspendiert.
Zur Reinigung von noch vorhandenen Blutplétchen wurde mit einer Geschwindigkeit von
200 x g fur 10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Zellpellet wurde gewonnen
und zwei weitere Reinigungszentrifugationsschritte zum Entfernen von Histopaque- bzw.
Pancollresten schlossen sich an. Dabel wurde mit PBS fur jeweils 8 Minuten mit 200 x g
zentrifugiert. Nach erfolgter Zentrifugation wurde der Uberstand abpipettiert und das
Zéellpellet in einem Zehntel der origindren Blutmenge mit PBS resuspendiert.

3213 Separ ation von neutrophilen Granulozyten des Hundes

Sollten anstelle der peripheren mononukleéren Zellen Granulozyten isoliert werden, so wurde
die Dichtegradientenzentrifugation (s. 3.2.1.2) fur 30 min und 400 x g bel 4 °C durchgefihrt,
um eine Aggregation und Aktivierung vor den funktionellen In-vitro-Untersuchungen zu
vermeiden. Samtliche Geféf3e und Losungen waren ebenfalls auf 4°C vorgekihlt. Nach
erfolgter Zentrifugation wurde die Granulozyten-Bande in der Interphase zwischen den
beiden Dichten mit einer 1 ml- oder sterilen Pasteur-Pipette abgenommen und mit PBS
gewaschen. Der Uberstand wurde dekantiert und das Zellpellet in der Restfliissigkeit
resuspendiert. Befanden sich in dieser Zellfraktion Erythrozyten, so wurden sie durch
hypotone Lyse entfernt. Dazu wurden 5 ml Aqua tridest. (4°C) zu etwa 2 ml Zellsuspension
gegeben und 20 Sekunden geschwenkt. Die resultierende Lyse betraf selektiv die
Erythrozyten, da kernhaltige Zellen gegenliber hypotonen Lésungen wesentlich unempfind-
licher sind als kernlose. Die Isotonie wurde durch Zugabe von 5 ml doppelt konzentrierter
PBS (s. 3.1.3) wieder hergestellt. Nach Zentrifugation (8 min, 200 x g) wurde diese Prozedur
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nach Dekantieren des Uberstands und Resuspension des Pellets wiederholt, um noch
verbliebene Erythrozyten zu lysieren. Abschlief3end wurde eine weitere Reinigungszentri-
fugation fur 8 min bei 100 x g durchgefuihrt. Nach dieser letzten Zentrifugation wurde die
Zellsuspension mit PBS (s. 3.1.3) auf ein Zehntel der origindren Blutmenge aufgefillt. Alle
Préparationsschritte, sowohl der PBMCs als auch der Granulozyten, fanden unter sterilen

Bedingungen statt. FUr das Pipettieren kamen Glaspipetten zum Einsatz.

322 Lichtmikroskopische Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 90 pl Trypanblau mit 10 pl der isolierten
Zellsuspension versetzt und sorgfaltig vermischt. 10 pl des Gemischs wurden in eine Zell-
zahlkammer nach TURK (s. 3.1.1) pipettiert und mikroskopisch vier groRe Eckquadrate
ausgezahlt. Dabei fanden nur ungeférbte und somit lebende Zellen Beriicksichtigung. Die
Auswertung erfolgte nach folgender Formel:

Zellzahl/ml = gezahite Zellen . 10.000 © Verdunnungsfaktor der Zellsuspension

vier Eckquadrate

Anschliel3end wurde die Zellsuspension durch Zugabe von PBS auf die gewlnschte
Konzentration eingestellt.

323 Farbung der Zelloberflache bzw. indirekte Membranimmunfluor eszenz

(MIF) der peripheren mononuklearen Zellen (PBMCs) des Hundes

Zum Nachweis zelluldrer Oberflachenstrukturen wurde die indirekte Membranimmun-
fluoreszenztechnik (MIF) eingesetzt. Dabel bindet ein priméarer Antikorper an bestimmte
Oberflachenstrukturen auf der Zelle. Ein zweiter, fluorochromkonjugierter Antikorper erkennt
den primédren Antikorper und bindet an diesen. Die Fluoreszenzintensitdt des zweiten
Antikorpers kann mit Hilfe des Durchflusszytometers gemessen werden. Als Negativkontrolle
fur unspezifische Bindungen der eingesetzten Differenzierungsantikorper an die Zellen diente
ein Ansatz ohne Priméarantikorper.

Fur die Immunfarbung wurden Ansétze von jeweils 50 pl (mit 2 x 10° Zellen) in Proben-
réhrchen bzw. in die Vertiefungen (,well*) einer 96-Loch-Rundboden-Mikrotiterplatte
pipettiert. Diese wurden zunachst mit 10 mg/ml humanem Normalimmunglobulin G (s. 3.1.6)
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absorbiert (TIPOLD et a. 1998), um unspezifische Fc-Rezeptor-Bindungsstellen zu
blockieren. Anschlief3end wurde mit einem priméren Antikorper in einer zuvor ermittelten
Konzentration (s. Tab. 3) fir 30 min bei 4 °C inkubiert.

Sofern ein unkonjugierter Primérantikorper verwendet wurde, erfolgte nach zweimaligem
Waschen die Inkubation mit dem PE-markierten Sekundérantikorper (goat-anti-mouse-R-
Phycoerythrin = gam-PE, bzw. rabbit-anti-rat-R-Phycoerythrin = rar-PE bei Verwendung des
Primarantikorpers gegen CD44, s. 3.1.6) fir 30 min bei 4°C.

Bei Verwendung eines direkt-markierten Antikdrpers (gegen CD14, s. 3.1.6) entfiel die

Zugabe eines sekundéren Antikorpers.

Zur Durchfihrung einer Doppelféarbung wurde parallel zur Zugabe eines unkonjugierten
Primé&rantikorpers der Biotin-konjugierte Primarantikorper (gegen CD45) verwendet und nach
Inkubation zusétzlich zum sekundaren Antikorper gam-PE das Streptavidin-markierte

Fluorescein-1sothiocyanat zugegeben und in oben genannter Weise inkubiert.

Nach den Inkubationsschritten mit priméarem oder sekunddrem Antikorper erfolgte jewells
eine zweimalige Resuspension der Zellen in 200 ul Waschlsung (MIF-Puffer, s. 3.1.3) und
Zentrifugation fir 2 min bel 200 x g und 4 °C.

Danach wurden die Zellen in 200 bis 400 pl FACSFlowO resuspendiert, in Messréhrchen
Uberfuhrt und bei 4°C aufbewahrt. Bei der sich anschlief3enden Messung im Durchfluss-
zytometer (FACSCaliburé, s. 3.1.1) wurden pro Ansatz 10.000 Zellen (engl. ,events®)

untersucht.

Sollte — wie im Hauptversuch - eine differenzierte Untersuchung der Monozyten erfolgen, so
konnten sie anhand ihrer Grofe im Dot Plot mit den Parametern Grofle (FSC) gegen
Granularitdt (SSC) identifiziert und anschliefend in ein ,gate” (Auswertungsfenster)
eingefasst werden. Lediglich die Zellen innerhalb dieses gates fanden fir die weitere
Auswertung Berticksichtigung (s. 4.2.6 u. 4.2.8).

Die jeweils anfallenden Rohdaten wurden zunéchst im Computer gespeichert und zu einem

spateren Zeitpunkt mit Hilfe des Analysenprogramms Cell-QuestO (s. 3.1.10) ausgewertet.
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3.24 Unter suchungen zur Zellfunktion

Vorversuche zur funktionellen Charakterisierung der caninen Mikroglia wurden aufgrund des
begrenzten Vorhandenseins von Mikrogliazellen an neutrophilen Granulozyten durchgefiihrt,
um mit der Technik vertraut zu werden und die Bakterien und Trigger sowie deren optimale
Konzentrationen fir die Spezies Hund zu ermitteln. Wegen der funktionellen Gemeinsam-
keiten dieser beiden Zellpopulationen wurde die analoge Reaktion der Mikroglia

angenommen.

3.24.1 Bestimmung der Bildung reaktiver Sauer stoffmetaboliten

(ROS = reactive oxygen species) durch neutrophile Granulozyten

Zur Abtoétung von Mikroorganismen besitzen neutrophile Granulozyten neben der
Aktivierung zahlreicher lysosomaler Enzyme ebenfalls die Fahigkeit, mikrobizide Sauerstoff-
metaboliten (ROS) zu bilden. Wahrend die Aktivierung des Schlisselenzyms fir den
Sauerstoffmetabolismus, die NADPH-Oxidase, in vivo unter anderem durch Mikro-
organismen aktiviert wird, wurde dies in vitro durch Zugabe von PMA in verschiedenen
Endkonzentrationen, PMA in Kombination mit Ca-lonophor A 23187 bzw. LPS (s. 3.1.7)
untersucht. Die NADPH-Oxidase katalysiert spontan und zusammen mit der Superoxid-
Dismutase die Bildung des relativ schwach toxischen Wasserstoffperoxids, das aber mit Hilfe
von Halogen-lonen durch die Myeloperoxidase aus der primaren Granula zu einer stark
bakteriziden unterchlorigen Sdure umgesetzt wird (ROITT et al. 1991).

Um die intrazellulére Bildung von Wasserstoffperoxid nachzuweisen, wird der durch die
Triggerzugabe stimulierten Zellsuspension das nicht-fluoreszierende Dihydrorhodamin 123
(DHR 123, s. 3.1.7) hinzugegeben. Das DHR 123 wird passiv von den Zellen aufgenommen
und durch Oxidation, katalysiert durch die Myeloperoxidase, in das grinfluoreszierende
Rhodamin 123 metabolisiert. Dieses Kation bindet an negativ geladene intrazytoplasmatische
Membranen und kann nun die Zelle nicht mehr verlassen. Granulozyten, die eine erhthte
Myeloperoxidaseaktivitdt aufweisen, sind somit aufgrund ihrer erhdhten Grinfluoreszenz

differenzierbar.

Zur Durchfiihrung des Tests wurden pro well jeweils 100 ul mit 2 x 10° Zellen in eine 96-
L och-Rundboden-Mikrotiterplatte (s. 3.1.1) gegeben. Die Untersuchungen wurden fir jeden
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Trigger as Triplikate angesetzt. Um ein vergleichbares Ausgangsniveau der Zellen
voraussetzen zu koénnen, wurden die Granulozyten bei 37 °C und 5% CO, im Brutschrank
verschlossen fir 15min vorinkubiert. Nach der Inkubation erfolgte die Triggerung
(Stimulation) durch Zugabe verschiedener PMA-Endkonzentrationen (1000, 300, 100, 30, 10
und 5 nmol PMA/I Zellsuspension), PMA in ener Konzentration von 50 nmol/l
Zellsuspension und Calonophor A 23187 in ener Konzentration von 0,5 pmol/l
Zellsuspension sowie LPS in einer Konzentration von 10 pg/ml Zellsuspension. Zur
homogenen Vermischung der Zellen mit den Triggern wurde die Platte fur 15 Sekunden auf
dem Mikrotiterplattenriittler geschwenkt. Im Kontrollansatz wurde statt des Triggers PBS
eingesetzt. Die Aktivierung der Zellen erfolgte durch einen weiteren Inkubationsschritt fur 15
min verschlossen bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank. Anschlief3end wurden 20 ul der
DHR-Gebrauchslosung (15 pg DHR/mI Gebrauchslésung) hinzugegeben, die Platte
wiederum geriittelt (s. oben) und erneut fir 15 min verschlossen bei 37°C und 5% CO, im
Brutschrank inkubiert. Nach erfolgter Inkubation wurde die Platte zum Stoppen der Reaktion
und zum Minimieren der Adhdrenz aktivierter Zellen fir 10 bis 15 min lichtgeschitzt auf Eis
gestellt. Daraufhin wurde 100 pl FACSFlow® pro well hinzupipettiert, die Zellsuspension in
Rohrchen Uberfuhrt und innerhalb der néchsten 15 min im Durchflusszytometer gemessen.
Dabei wurden pro Ansaiz 10.000 Zellen ausgezéhlt. Die Daten wurden mit Hilfe des
Analysenprogramms Cell-QuestO fir Apple& MacintoshO-Computer ausgewertet. Der
arithmetische Mittelwert der Fluoreszenzintensitdten der Triplikate der Granulozyten galt als
Ergebnis der jeweiligen Probe.

3.24.2 Bestimmung der Phagozytoseaktivitat

Als Phagozytosepartikel kamen drel verschiedene FITC-markierte Bakterienarten (s. 3.1.8)
zum Einsatz. Die Aufbereitung der Streptokokken folgte der von FRANK (2000) be-
schriebenen Methode. Dabel wurden die Vorratsrohrchen mit 1 ml Bakteriensuspension
(2x 10° Bakterien/ml PBS) bei 15.000 x g fiir 60 Sekunden bei Raumtemperatur zentrifugiert.
Nach Verwerfen des Uberstands wurde das Bakterienpellet im Rohrchen kréftig resuspendiert
und mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops sowie einer BURKER-Zahlkammer (s. 3.1.1)
erneut auf eine Dichte von 2 x 10® Streptokokken pro ml eingestellt. Die lyophilisierten
Staphylokokken und E. coli wurden zunéchst in 500 pl PBS resuspendiert und anschlief3end
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im Verhdltnis 1:10 mit PBS verdinnt. Diese Suspension wurde fir 4 min mit Ultraschall (s.
3.1.1) behandelt, um aneinander haftende Bakterien zu vereinzeln. Die Auszdhlung der
Bakterien ergab einen Gehalt von etwa 8 x 10° Bakterien/ml. Die Bakteriensuspension wurde
nachfolgend auf eine Konzentration von 10® Bakterien/ml eingestellt: Von jeder Bakterien-
suspension wurden 50 pl in einem ersten Reaktionsgefald mit Deckel (s. 3.1.1) mit 50 pl PBS
(= n-ops, nicht-opsonisiert) und in einem zweiten mit 50 pl Hundepoolserum (= ops,
opsonisiert) vermischt. Die beiden verschlossenen Reaktionsrohrchen wurden anschlief3end
zur Opsonisierung fur 60 min bel 37°C und 5% CO, im Brutschrank inkubiert. Danach
wurden pro Rohrchen 300 pl PBS hinzugegeben. Die Lagerung erfolgte in aliquoten Teilen
zu 200 pl bei —20°C.

Nach sorgféltiger Suspension wurde eine 96-Loch-U-Boden-Mikrotiterplatte (s. 3.1.1) mit
100 pl der jeweiligen Bakteriensuspension (= 107 Bakterien) beschickt. Den Bakterien in der
Mikrotiterplatte wurden 100 pl Zellsuspension (mit 10° Zellen) hinzugegeben. Somit lag ein
Zellen-Bakterien-Verhdltnis von 1:100 vor. Als Negativkontrolle wurde ein Ansatz der
L eukozytensuspension ohne Zugabe von Bakterien mitgefiihrt. Die Mikrotiterplatte mit den
Versuchsansétzen wurde auf dem Plattenrtttler durchmischt und dann far 60 min
verschlossen im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Um optimale Zell-Bakterien-
Kontakte zu gewéahrleisten, wurde nach Ablauf von 30 min der Inkubation eine erneute
Durchmischung auf dem Plattenriittler vorgenommen. Nach Ablauf der Inkubation wurde die
Platte fir 10 bis 15 min auf Eis gestellt, um die Reaktion zu stoppen und die Adharenz der
Zellen an die Mikrotiterplattenwand zu minimieren. Die Ansdtze wurden anschlief3end in
100l FACSFlowO aufgenommen und in FACS-Rohrchen (berfuhrt. Die Messung im
Durchflusszytometer (s. 3.1.1) erfolgte innerhalb der néchsten 15 min. Pro Versuchsansatz
wurden 5.000 bis 10.000 Partikel gemessen. Unter ihnen befanden sich neben Leukozyten
auch Bakterienaggregate, die jedoch bel der Auswertung mit dem Analysenprogramm Cell-

QuestO ausgegrenzt werden konnten und somit nicht beriicksichtigt wurden.

3.25 Messung in der Durchflusszytometrie

Die Messung im Durchflusszytometer, verwendet wurde das FACSCaliburd von Becton
Dickinson (s. 3.1.1), erlaubt eine zuverlassige und schnelle Charakterisierung von Zellen auf-

grund ihrer Streulicht- und Fluoreszenzeigenschaften. Das Durchflusszytometer besitzt dazu
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ein Sensormodul zur Messung optischer Eigenschaften von Zellen und eine Computereinheit

zur Erfassung und Auswertung der gemessenen Daten.

Zur Messung optischer Eigenschaften wird die Zellsuspension im Probenréhrchen mit Hilfe
von Uberdruck pneumatisch der Messkiivette zugefiihrt. Innerhalb dieser Messeinheit bilden
die Zellen im Tragermedium (FACSFlowO, s. 3.1.9) durch hydrodynamische Fokussierung
einen laminaren und zentralen Partikelstrom, so dass sie den Strahlengang eines Argon-lonen-
Lasers (Wellenldnge 488 nm) in Form eines Einzelzellstroms passieren. Dabel kommt es zu
einer Interaktion zwischen Laserstrahl und Zelle in Abhangigkeit von der Zellgrofie sowie der
Struktur der Zellmembran und des Zellinneren.

Die Beugung des Lichts in Richtung des einfallenden Strahls wird als Vorwartsstreulicht
(forward light scatter, FSC; 1-10°) bezeichnet und wird durch die Grol3e eines Partikels bzw.
einer Zelle beeinflusst. Das im rechten Winkel zum Strahlengang gestreute Licht, das
sogenannte Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC), gibt Hinweise auf die Komplexité und
Granularitét der Zellen. Jede Zelle wird sowohl im FSC als auch im SSC von Detektoren mit
jewells 1.024 Kanden erfasst. Die Werte kdnnen miteinander korreliert werden und erlauben

somit eine morphologische Charakterisierung der Zellen nach Grofe und Komplexitét.

Zusétzlich lassen sich noch bis zu vier Fluoreszenzen mit unterschiedlichen Maxima erfassen,
wodurch Partikel mit hoher Eigenfluoreszenz oder nach Markierung mit Fluorochromen
nachgewiesen werden koénnen. Fluoreszierende Substanzen emittieren nach Anregung durch
den Laserstrahl Lichtquanten mit fir das Fluorochrom charakteristischer Wellenlange, die
langwelliger und energiedrmer als das Anregungslicht sind. Das verwendete Durchfluss-
zytometer erlaubt mit seinem Argon-lonen-Laser die Erfassung von Grin- (FL1, Wellenlange
515-545 nm), von Orange- (FL2, Wellenldnge 564-606 nm) und von Rotfluoreszenz-
intensitéten (FL3; Wellenlange > 650 nm). Die Fluoreszenzsignale werden von Detektoren
(Photomultiplier) mit hoher Sensitivitét fur diese bestimmten Wellenldngenbereiche erfasst,
verstarkt und auf den Bildschirm bertragen. Zur Vermeidung von Uberstrahlungseffekten
wurden die einzelnen Fluoreszenzen elektronisch kompensiert. Die Fluoreszenzintensitat ist
ein relatives Mal3 fur die Zahl der emittierten Signale und damit fur die Expressionsdichte der

Oberflachenmolekile, die durch diesen Antikorper erkannt werden. Sie wird logarithmisch
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verstarkt und auf einer linearen Skala mit 1.024 Kanélen, die vier Logarithmen-Dekaden (O-
10.000) entspricht, dargestellt.

Somit konnen gleichzeitig zwel morphologische Charakteristika und drei Fluoreszenzen
gemessen werden. Mit der angeschlossenen Computereinheit ist die Auswertung dieser Daten
moglich. Dabel lassen sich jewells zwei Parameter miteinander korrelieren. Die graphische
Darstellung der Messwerte erfolgte entweder als Histogramm oder als Dot Plot. Bel der
Darstellung als Dot Plot (s. Abb. 9A), der auch al's Punktgraph bezeichnet wird, werden zwel
Parameter gegeneinander aufgetragen und bel jeder Schnittstelle der beiden Werte wird ein
Punkt angezeigt (korrelierte Zwelparameterdarstellung). Die Abszisse des Histogramms zeigt
die 1.024 Kandle des gewéhlten Parameters, wahrend die Ordinate die Anzahl der jeweiligen
Messsignale in diesem Kanal darstellt (s. Abb. 9B; Einparameterdarstellung).

Soll nur eine Teilpopulation von Zellen fir eine Auswertung berticksichtigt werden, so ist es
moglich, diesen Teilbereich der Gesamtpopulation durch Setzen eines Auswertungsfensters
(engl. ,gate*) um die Zellen zu definieren und nur deren Messwerte zu erfassen (JANEWAY
u. TRAVERS 1997).

Anhand der graphischen Darstellungen lassen sich die gemessenen Zellen exakt charakteri-

sieren und differenzieren sowie bestimmte Teilpopulationen isoliert und gezielt untersuchen.

Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Analysenprogramm Cell-Quest® (s. 3.1.10).
Dabei wurde ein Auswertefenster gesetzt, dass die Messergebnisse der jeweiligen Negativ-
kontrolle bis auf maximal zwel Prozent ausgrenzte. Bel der Beurteilung der Messresultate fir

die einzelnen Untersuchungen definierte dieses Fenster die positiven Ergebnisse (s. Abb. 12).

3.2.6 Test der fur dielsolierung der Mikroglia geeigneten Zentrifugen

Fur die in dieser Studie verwendeten Zentrifugen bestanden mehrere Voraussetzungen, die
erfullt werden mussten, um das Gelingen der Separation der PBMCs und mehr noch der
Isolation der Mikroglia zu ermoglichen. So musste z.B. die Anlauf- und Auslaufzeit der
Zentrifuge programmierbar sein, was besonders wichtig war, um die Dichtegradienten nicht
zu zerstoren (s. 3.1.1, 3.2.1.2 u. 3.2.10.2).

Um die Tauglichkeit der Zentrifugen fur diese Studie zu testen, wurde der mehrstufige
Dichtegradient zur Isolierung der Mikroglia hergestellt (s. 3.2.10.2), wobei die 1,066 und
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1,033 g/ml-Dichtestufen zuvor zur besseren Identifikation mit einem Tropfen Trypanblau (s.
3.1.2) angefarbt wurden. Die Zentrifuge wurde auf eine Anlaufzeit von 120 Sekunden und
eine Auslaufzeit ohne Bremse programmiert und fur 10 Minuten zentrifugiert. Anschlief3end
wurde der Dichtegradient beurteilt. Nur wenn dieser auch nach der Zentrifugation mit deutlich
erkennbaren Phasengrenzen bestand, eignete sich die Zentrifuge fur die Durchfiihrung der

Versuchein dieser Studie.

3.2.7 Impfung und I nfektion mit Staupevirusund klinische Unter suchung der

Versuchstiere

15 Versuchstiere wurden im Alter von etwa 13 Wochen durch Injektion des Impfstoffs (s.
3.1.12) in den Musculus quadriceps femoris immunisiert. Die Impfung wurde nach vier
Wochen wiederholt.

Vier Wochen nach der letzten Impfung wurden alle Tiere am 30. Juni 2000 im Alter von etwa
funf Monaten durch intravendse Gabe von 0,2 ml einer virulenten A75/17-Staupevirus-
Milzsuspension (s. 3.1.11) in die Vena saphena lateralis bzw. Vena cephalica antebrachii
einer Belastungsinfektion (Challenge-Infektion) unterzogen (SCHREINER 2001). Die Tiere
wurden taglich einer allgemeinen und einer neurol ogischen Untersuchung unterzogen. Zudem

wurde routinemaldig zweimal woéchentlich eine hdmatol ogische Untersuchung durchgefihrt.

Bel Auftreten neurologischer Symptome der nicht-immunisierten Tiere (ab Tag 20 bis Tag 36
p.i.) bzw. hochgradiger Verschlechterung des Allgemeinzustands wurden die Tiere
euthanasiert. Zwei Hunde der gleichen Wurfe und folglich des gleichen Alters, die weder

geimpft noch infiziert waren, wurden als Negativkontrolltiere herangezogen.

3.2.8 Euthanasieder Versuchstiere

Den Hunden wurden zuné&chst etwa 12.000 |E Heparin (s. 3.1.2) in die Vena saphena lateralis
bzw. Vena cephalica antebrachii injiziert, um eine Gerinnung des Blutes zu verhindern und
die nachfolgende Perfusion des Gehirns zu ermdglichen. Nach wenigen Minuten war gewahr-
leistet, dass sich das Medikament im Kreislauf verteilt hatte und die Tiere wurden durch

intraventse Gabe von Pentobarbiturat (s. 3.1.2) in Uberdosis euthanasiert.
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3.29 Histopathologische Unter suchung

Im Anschluss an die Euthanasie wurden Gewebeproben von allen Organen entnommen, in
Paraformaldehyd fixiert und anschlief}end in Paraffin eingebettet. Die daraus hergestellten
Gewebeschnitte wurden nach Farbung mit Hamalaun-Eosin (HE-Farbung) histopathol ogisch
beurteilt, immunhistochemisch wie von CHERPILLOD et a. (2000) beschrieben auf
Viruspartikel untersucht und mit Antikérpern gegen Oberflachenantigene der Mikroglia
gefarbt. Die histopathol ogischen Untersuchungen fihrten Frau Dr. A. Grone aus dem Institut
fur Tierpathologie sowie Frau Dr. R. Fatzer aus dem Institut fir Tierneurologie der
Universitdt Bern durch. Um Vergleiche zu den Untersuchungen an der Mikroglia ziehen zu

konnen, wurde vor allem die Region Kleinhirn-Hirnstammbereich histopathol ogisch evaluiert.
3.2.10 I solierung von Primar zellen

3.210.1 Entnahmedes Gehirns

Vor der eigentlichen Entnahme des Gehirns war dessen Perfusion unumganglich, um das
postmortale Auswandern von Blutzellen aus den Gefél3en in das Gehirngewebe und so eine
Kontamination der zu isolierenden Mikrogliapopulation zu verhindern. Eine derartige
Kontamination hétte die Trennung der Leukozyten von der Mikroglia mit Hilfe der Dichte-
gradientenzentrifugation verhindert — beide (Leukozyten und Mikroglia) wirden sich

oberhalb derselben Dichten ansammeln.

Nach sorgféltiger Desinfektion der Bauchdecke mit 70 %igem Alkohol (s. 3.1.2) wurde der
Bauchraum in der Linea alba bis zum Zwerchfell er6ffnet. Parallel zum Sternum erfolgte die
Durchtrennung der Rippen auf der rechten und auf der linken Seite des Brustkorbes,
anschlief3end wurde der Zwerchfellspiegel von den Rippen gel6st und der Thorax durch
Umklappen der ventralen Thoraxwand nach rostral gedffnet. Der Herzbeutel wurde an der
Herzspitze vorsichtig erdffnet und bis zur Herzbasis aufgetrennt. In den Apex der linken
Herzkammer wurde eine Kanile eingefthrt und bis zum Konus vorgeschoben. Ein Infusions-
besteck wurde zwischen Kantle und Perfusionsflasche geschaltet. Die Perfusion erfolgte mit
1 Liter kalter Tutofusin-LésungO (s. 3.1.3) pro Tier mit geringem Uberdruck (Perfusions-
flasche in ca. 2,20 m Hohe aufgehangt), wobei der grofe Kreislauf durch Aufsetzen einer
Arterienklemme auf die Vena cava caudalis im Bereich kaudal der Leber ausgenommen
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wurde. Um zu gewdhrleisten, dass die Perfusionsflissigkeit den Blutkreislauf wieder

verlassen konnte und zur Kontrolle der Perfusion, wurde die rechte Vorkammer er6ffnet.

Zur Entnahme des perfundierten Gehirns wurde die Haut im Bereich der Schadelkalotte
sorgféltig abprapariert. Die Muskeln im Bereich der Schnittlinie waren zu entfernen.
Anschlief3end wurde der Kopf im Bereich des 1. und 2. Halswirbels abgesetzt. Mit einer
Zange (s. 3.1.1) wurde in das Foramen occipitale ventral des Riickenmarks eingegangen und
ausgehend hiervon der Schadel bilateral symmetrisch erst bis zu den Ohren, dann in Richtung
auf die Augen und schliefdlich bis zur Medianen des Nasenbeins aufgetrennt. Das
Schadeldach konnte daraufhin abgehoben und das Gehirn nach Durchtrennen der
Gehirnnerven vorsichtig entnommen werden. Das entnommene Gehirn wurde in ein auf Eis

gelagertes Becherglas mit Hanks' -Losung (s. 3.1.3) tberfihrt.

3.2.10.2 Isolierung von Mikrogliazellen

Die Gewinnung der Mikrogliazellen erfolgte nach dem Vorbild der Methode, wie sie im
Institut fur Virologie und Immunologie der Universitdt Wirzburg bei PD Dr. Czub erlernt
werden konnte. Die dort verwandte Technik erfolgte geringgradig modifiziert nach einer
Methode von SEDGWICK et al. (1991). Fur die Gewinnung der Mikrogliazellen des Hundes
musste sie jedoch zunéchst adaptiert werden. Das frisch enthommene Hundegehirn wurde in
Hanks' -L 6sung aufgenommen und auf Eis gelagert. Fur die weitere Untersuchung wurden 10
bis 15 g Material aus dem Bereich um den vierten Ventrikel verwendet (s. Abb. 4). Von
diesem Hirnbereich wurden zunéchst mit Hilfe zweier Pinzetten die Meningen sorgféltig ent-
fernt. Anschlief?end wurde das Hirnmaterial in Hanks' -Ldsung durch ein Stahlsieb (s.3.1.1)
vorsichtig in eine Petrischale gerieben und somit dissoziiert. Das dissoziierte Material wurde
mit einer Pipette gesammelt und in 50 ml-Rohrchen (s. 3.1.1) mit Hanks'-L 6sung aufgefillt.
Nach Zentrifugation der Zellsuspension bei einer Temperatur von 4°C (170 x g fur 10 min)
wurde der Uberstand dekantiert und der Gewebebrei mit ca. 15 ml Collagenase-DNAse-
Puffer (s. 3.1.3) versetzt, um noch vorhandene Gewebsstiickchen enzymatisch aufzutrennen.
Die Inkubation erfolgte im Wasserbad bei 37°C fur 60 Minuten. Dabei wurde die
Zellsuspension von Zeit zu Zeit aufgeschiittelt. Nach abgeschlossener Inkubation wurde die
Suspension zu 50 ml mit Hanks -L6sung aufgefullt und 10 min bel 20°C und 300 x g

zentrifugiert, anschlieffend der Uberstand verworfen und der Waschschritt wiederholt.
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Nach diesem mechanischen und enzymatischen Aufschluss erfolgte die Aufreinigung Uber
einen Perkoll O-Dichtegradienten. Dazu wurde PerkollO (s. 3.1.4) mit 1,5 M NaCl-Lésung (s.
3.1.2) im Verhdltnis 1:10 in eine isotone LAsung gebracht. Diese Ausgangsldsung besitzt eine
Dichte von 1,124 g/ml.

Die fur den Dichtegradienten zusétzlich benétigten Dichten von 1,077, 1,066, 1,050 und
1,030 g/ml PerkollO wurden durch Zugabe von Hanks -Losung entsprechend folgender
Formel der Vertriebsfirma (s. 3.1.4) hergestellt:

V, =V r 01ro r110 -0,9
wobei
Vo benétigtes Volumen PerkollO in ml
Vv gewtiinschtes Endvolumen der ArbeitslGsung in ml
r gewiinschte Dichte der Arbeitslésung in g/ml
ro Dichte des PerkollO (hier: 1,124 g/ml)

rlo Dichte der Hanks' -Ldsung (1,0046 g/ml)

entspricht. Im Anschluss an die Herstellung wurde die Exaktheit der Dichten mit Hilfe eines
Refraktometers (s. 3.1.1) kontrolliert.

Die Gewebesuspension wurde in einem 50 ml-Réhrchen mit PerkollO der Dichte 1,030 g/ml
auf 45 ml aufgefillt und mit 5 ml PerkollO der Dichte 1,124 g/ml unterschichtet. Dieser
Dichtevorgradient wurde mit 1.250 x g be einer Anlaufzeit von 120 Sekunden und
Auslaufzeit ohne Bremse bel Raumtemperatur fir 25 Minuten zentrifugiert. Wéhrend dieses
Vorgangs sanken die Zellen durch die 1,030-Dichtestufe ab und sammelten sich oberhalb der
1,124-Dichtestufe an, wohingegen Myelin und Zelldebris aufstiegen und sich an der
Oberflache des Dichtevorgradienten ansammelten. Diese Myelin- und Zelldebrisschicht
wurde nach der Zentrifugation abgenommen und verworfen, die Zellen oberhalb der 1,124-
Dichtestufe wurden mit einer 10 ml-Pipette gesammelt und in einem neuen Rohrchen mit
Hanks -Losung auf 50 ml aufgefillt. Es erfolgte eine Zentrifugation mit 170 x g fur 10
Minuten bei Raumtemperatur, um die Zellen von PerkollO zu befreien. Der Uberstand wurde

verworfen und das Sediment in 5 ml Hanks' -L 6sung aufgenommen.
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Um die Mikrogliazellen von den anderen in der Suspension befindlichen Zellen zu trennen,
wurde das vorgereinigte Zellgemisch auf einen mehrstufigen Dichtehauptgradienten
aufgetragen. Dazu wurden zunachst 5 ml der Dichte 1,124 g/ml vorgelegt. Es folgten
12 ml der Dichte 1,077,
12 ml der Dichte 1,066,
8 ml der Dichte 1,050 und
8 ml der Dichte 1,030 g/ml,
die in enem 50 ml-Rohrchen vorsichtig aufeinander pipettiert wurden. Auf diesen
vierstufigen Gradienten wurde die Zellsuspension aufgegeben. Der Dichtehauptgradient
wurde entsprechend dem Vorgradienten bei Raumtemperatur fur 25 Minuten bei 1.250 x g
mit einer Anlaufzeit von 120 Sekunden und Auslaufzeit ohne Bremse zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation sasmmelten sich die Mikrogliazellen oberhalb spezifischer Banden an
und konnten mit einer Pipette abgenommen werden. Im Anschluss an einen Waschschritt mit
Hanks -Losung wurden die Mikrogliazellen gezéhlt und standen dann fur die weitere
Untersuchung zur Verfigung (s. Abb. 4).

3211 Féarbung der Zelloberflache bzw. indirekte Membranimmunfluor eszenz zur

immunphanotypischen Charakterisierung der Mikroglia

Die Farbung der Zelloberflache erfolgte in analoger Weise wie in 3.2.3 fir PBMCs
beschrieben. Die isolierten Mikrogliazellen wurden zunéchst gezéhlt (s. 3.2.2) und fir jede
Immunfarbung auf 2 x 10° Zellen eingestellt. Die Zellen wurden zunéchst mit 10 mg/m
humanem IgG (s. 3.1.6) absorbiert, um die unspezifischen Bindungsstellen (Fc-Rezeptoren)
zu blockieren. Anschlief3end erfolgte die Zugabe der priméaren Differenzierungsantikorper
gegen Oberflachenantigene der Mikrogliazellen (s. 3.1.6) in der durch Verdinnungsreihen in
Vorversuchen ermittelten optimalen Konzentration (s. Tab. 3). Die Mikrogliazellen wurden
auf die Expression von CD11b, CD11c, CD11d (alphad), CD18, CD14, CD45, CD44, CD3,
CD4, CD8a, CD21, CD1c, 1D11, ICAM-1, B7-1, B7-2, MHC | und Il untersucht. Fur die 30-
mindtige Inkubation wurden die Zellen bei 4°C gelagert. Nach erfolgter Inkubation wurden
die Zellen mit 200 pl MIF-Puffer (s. 3.1.3) resuspendiert und bei 4°C zwei Minuten mit
300x g zentrifugiert. Dieser Waschvorgang wurde einmal wiederholt. Anschlief3end wurde

der sekundére PE- oder Streptavidin-FITC-konjugierte Antikorper (s. 3.1.6) zugegeben und
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wiederum fur 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Nach zweimaligem Waschvorgang — analog dem
Waschvorgang nach Zugabe des priméren Antikorpers — wurde das Pellet in 200 bis 400 pl
FACSFlowO (s. 3.1.9) aufgenommen und bis zur Analyse im FACSCaliburéa (s. 3.1.1) auf
Eis gelagert. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Cell-QuestO-Software fir Apple&
M acintoshO-Computer.

3212 Nachweis des Staupevirusin Mikrogliazellen

Zum Nachweis des Staupevirus kam der monoklonale Antikoérper D110 (s. 3.1.6) zum
Einsatz. Dieser Antikorper bindet an ein Epitop des Nukleokapsid-Proteins des Virus und ist
resistent gegen Fixations- und Einbettungsmethoden (BOLLO et al. 1986). Fur die Farbung
wurden die isolierten Mikrogliazellen in 200 pl PBS resuspendiert und anschlief3end in der
gleichen Menge 4 %igen Paraformaldehyds (s. 3.1.2; Endkonzentration: 2%) fur 20 min bel
4°C fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit 500 pl PBS (2200 rpm, 2 min, 4 °C) wurden die
Zellen in 50 ul einer PBS-Saponin-Losung (0,03%ig, s. 3.1.2) permeabilisiert, um das
Nukleokapsid-Protein zu demaskieren. Durch Zugabe von 10 mg/ml HulgG wurden die un-
spezifischen Bindungsstellen blockiert. Im Anschluss daran wurden 10 pl des monoklonalen
Antikorpers D110 in einer Verdinnung von 1:16 pro Ansatz hinzupipettiert und fir 30 min
bei 4°C inkubiert. Nach Ablauf des Inkubationsschritts wurde zweimal mit PBS-Saponin-
L 6sung gewaschen. Daraufhin wurde der sekundéare R-Phycoerythrin-konjugierte Antikorper
(s. 3.1.6) hinzugegeben, der in einer Verdinnung von 1:50 mit PBS-Saponin-Ldsung
verwendet wurde. Inkubiert wurde wiederum fir 30 min bei 4°C und es schloss sich ein
Waschschritt mit PBS-Saponin-Lésung (s.0.) an. Des Weiteren wurden 200 pl FACSFlowO
(s. 3.1.9) hinzupipettiert und in der Durchflusszytometrie gemessen. Als Negativkontrollen
dienten Versuchsansétze, bei denen lediglich der sekundére Antikdrper hinzupipettiert wurde.
Die auf diese Weise gewonnenen Daten wurden mittels des Cell-QuestO-Analysen-

programms fiir Apple& MacintoshO-Computer ausgewertet.
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3.2.13 Mikrogliazellen-Funktionstests

3.213.1 Bestimmung der Bildung reaktiver Sauer stoffmetaboliten

(ROS = reactive oxygen species)

Die Durchftihrung des ROS-Bildungs-Tests fur Mikrogliazellen erfolgte in analoger Weise
wie fur die neutrophilen Granulozyten beschrieben (s. 3.2.4.1). Als Untersuchungsmaterial
wurden die separierten Mikrogliazellen verwendet, von denen 2 x 10° Zellen pro well
verwendet wurden. Vier verschiedene Trigger wurden eingesetzt: PMA in ener
Endkonzentration von 100 nmol/l, PMA in einer Endkonzentration von 50 nmol/l in
Kombination mit Ca-lonophor A 23187 in einer Endkonzentration von 0,5 pmol/l und LPSin
einer Endkonzentration von 10 pg/ml. Die alleinige Zugabe von PBS zu der Zellsuspension
im vierten Ansatz diente as Negativkontrolle. Fir jeden Trigger wurden drel Versuchsansétze
(Triplikate) durchgefihrt, um eventuelle Schwankungen der Ergebnisse zu evaluieren bzw.

auszugleichen.

In Anschluss an die Inkubationsschritte wurde die Zellsuspension in 100 pul FACSFlowO
aufgenommen. Innerhalb der néchsten 15 Minuten wurde die Untersuchung in der
Durchflusszytometrie vorgenommen und die gewonnenen Daten mit dem Cell-QuestO-

Analysenprogramm ausgewertet.

3.213.2 Phagozytose-Test

Der Phagozytose-Test wurde in gleicher Weise durchgefiihrt wie bei der Untersuchung der
neutrophilen Granulozyten beschrieben (s. 3.2.4.2). Das Prinzip des Phagozytose-Tests ist,
dass FITC-markierte Bakterien (grunfluoreszierend = Fl1) mittels eines Poolserums
opsonisiert und von Mikrogliazellen phagozytiert werden. Phagozytose-positive Mikroglia
zellen sind aufgrund ihrer erhohten Grinfluoreszenz von Phagozytose-negativen zu

unterscheiden.

Als Untersuchungsmaterial wurden die separierten Mikrogliazellen verwendet, als Phago-

zytosepartikel dienten FITC-markierte Staphylococcus aureus (s. 3.1.8).

Im Anschluss an die entsprechenden Inkubationsschritte wurde die Zellsuspension in 100 pl

FACSFlowO aufgenommen. Innerhalb der néchsten 15 Minuten erfolgte die Messung in der
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Durchflusszytometrie. FUr jeden Versuchsansatz wurden drel paralele Messungen
vorgenommen (= Triplikate), um durch Schwankungen hervorgerufene Ergebnisverfal-
schungen mit Hilfe des arithmetischen Mittelwertes zu minimieren.

3.2.14 Auswertung der Versuchsergebnisse nach Gruppen

Die Auswertung der ermittelten Daten erfolgte basierend auf der pathomorphol ogischen bzw.
pathohistologischen Beurteilung des ZNS und der daraus folgenden Unterscheidung von
genesenen Hunden, die im Rahmen der Challengeinfektion virusinfiziert waren, jedoch keine
Demyelinisierung und lediglich vereinzelte Mikrogliaknétchen — wie bei TIPOLD et a.
(1999) beschrieben — aufwiesen (Gruppe 1), und Hunden mit staupetypischen Lasionen mit
Demyelinisierung (Gruppe Il) aufgrund der Staupeinfektion. Als Negativkontrolle dienten
zwei zusétzliche Hunde, die nicht an dem Challenge-V ersuch teilgenommen hatten. Das ZNS
dieser Hunde, die aus den gleichen Wirfen stammten und folglich das gleiche Alter
aufwiesen wie die Hunde des Challenge-Versuchs, wies keine Abweichungen von der

physiologischen Norm auf.

3.2.15 Statistische Auswertungsverfahren

Die statistische Auswertung der wahrend des Vakzine-Versuchs in der Durchflusszytometrie
erhobenen Messwerte wurde mit der ,STATeasy 2001“-Software fur Windows (s. 3.1.10)
durchgefihrt. Dabei wurden die Ergebnisse der Hunde aller drei Gruppen (Negativkontrolle,
Gruppe | und Gruppe Il) verglichen. Berticksichtigung fanden hierbel sowohl der prozentuale
Anteil positiver Zellen in Bezug auf die untersuchten Merkmale als auch die mittlere
Fluoreszenzintensitét als relatives Mal3 der Intensitdt der Auspragung der o.g. Merkmale. Fir
die mittlere Fluoreszenzintensitdt wurde bel einer Normalverteilung der Ergebnisse der
arithmetische Mittelwert berechnet, lag keine Normalverteilung vor, wurde der geometrische
Mittelwert herangezogen. Zur Analyse der Unterschiede zweier Datengruppen in der
Auspragung eines Merkmals (z.B. CD45-positive Mikrogliazellen) wurde wegen nicht
normal-verteilter Wertegruppen der Mann-Whitney-U-Test (Rangsummen-Test) verwendet.
Die Irrtumswahrscheinlichkeit fir die statistische Signifikanz wurde als p-Wert in Klammern

genannt.



90

4 Ergebnisse

4.1 M ethodische Vor arbeiten

Wahrend der Vorarbeiten im Labor der Klinik fur kleine Haustiere der Tierarztlichen Hoch-
schule Hannover wurden die Voraussetzungen und Bedingungen fir die Isolierung der
Mikroglia beim Hund festgelegt und die Methode etabliert. Dabei mussten die Dichten zur
Isolierung (s. 4.1.9.2) und die Méglichkeiten zur Identifizierung caniner Mikroglia(s. 4.1.9.1)
definiert werden. Als Voraussetzung fur die Charakterisierung der Mikroglia wurden die
Antikorper an PBMCs des Hundes getestet (4.1.1) und deren optimale Verdinnung ermittelt
(4.1.2). Die Trigger fur die Untersuchung der ROS-Bildung sowie die Bakterien und deren
Verdinnung fir den Phagozytose-Test der Mikroglia wurden an neutrophilen Granulozyten
erprobt (s. 4.1.4 bis 4.1.7), da diese funktionelle Gemeinsamkeiten mit den Mikrogliazellen
aufweisen (PERRY u. GORDON 1991; STOLL u. JANDER 1999) und die Mikroglia nur in
begrenzter Menge zur Verfligung stand.

4.1.1 Auswahl der in der Durchflusszytometrie einsetzbaren Antikorper fur die
immunphanotypische Char akterisierung caniner Mikrogliazellen und

M onozyten

Die Antikorper zur immunphanotypischen Charakterisierung der caninen Mikroglia wurden
zun&chst an mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) und anschlief3end fur die
MIF der Mikroglia des Hundes getestet.

Es kamen Antikorper gegen die Oberflachenantigene CD18, CD11b, CD11c, apha d, CD14,
CD45, CD44, CD1c, 1D11, ICAM-1, B7-1, B7-2, CD3, CD4, CD8a, CD21, MHC | und II
zum Einsatz (s. 3.1.6 u. 3.2.11), die sich in der Messung mit dem FACS als geeignet

erwiesen.
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4.1.2 Einstellen der optimalen Verdinnung der Antikorper zur indirekten
Membranimmunfluoreszenz an PBM Csund der Mikroglia

Um die geeignetsten Konzentrationen der Antikérper fur die Studie feststellen zu kénnen,
wurden fir die Farbungen der PBMCs unterschiedliche Mengen an Antikorper eingesetzt,
durchflusszytometrisch gemessen und anschliel3end die Ergebnisse fir die einzelnen
Konzentrationen verglichen. Die Konzentrationen mit den besten Ergebnissen fir die PBMCs
wurden anschlief3end auch fir die Farbung der Mikroglia getestet und wiesen auch hier sehr

gute Resultate auf.

4121 Primare Antikor per

Bel der Bestimmung der optimalen Konzentration zeigte sich, dass fur die Mehrzahl der
priméren Antikorper eine Verdinnung von 1:5 die besten Ergebnisse lieferte, wahrend fir den
MHC | der Einsatz einer Verdinnung von 1:17, fur antiCD45 und antiCD44 von 1:11 und fir
antiCD14 von 1.8 vorzuziehen war bzw. ausreichte (s. Tab. 3 u. 3.1.6).

4.1.2.2 Sekundar e Antikor per

Fur die drei sekundéren Antikorper gam-PE, rar-PE und mit Streptavidin konjugiertes
Fluorescein-1sothiocyanat (FITC) erwies sich eine Verdinnung von 1:100 als optimal fur die
durchflusszytometrische Messung (s. 3.1.6). Beim monoklonalen priméren Antikdrper D110

wurde eine Verdinnung des sekundéren Antikorpers gam-PE von 1:50 benétigt.

4.1.3 Test der Doppelfarbungen an PBM Csund Mikroglia

Zur ldentifizierung der Mikroglia sollte eine Doppelfarbung von CD11b und CD11lc mit
CD 45 vorgenommen werden (SEDGWICK et a. 1991). Um eine sterische Behinderung der
Farbung bei gleichzeitiger Zugabe beider priméarer Antikorper (d. h. CD11b und CD45 bzw.
CD 11c und CD45) und anschlieffend beider sekundéarer Antikorper (gam-PE und
Streptavidin-konjugiertes Fluorescein-1sothiocyanat) auszuschlief3en, wurden die Antikérper
zusétzlich in einem separaten Ansatz einzeln zugegeben, in der Durchflusszytometrie
gemessen und anschliefRend die Ergebnisse verglichen. Diese Tests erfolgten sowohl fir
PBMCs asauch fur die Mikroglia.



92 Charakterisierung von Mikrogliazellen bel Hundestaupe

Als Resultat ergab sich bel gleichzeitiger Applikation der eingesetzten priméren und

sekundéren Antikorper keine Beeintrachtigung der Farbeei genschaften.

" -j." * Monozyten

"+ Lymphozyten

107 104
L1H CD45
Abb. 5: Doppelfarbung der PBM Cs mit den Antikdrpern gegen CD11b und CD45

Monozyten zeigen eine deutliche Expression beider Antigene, wahrend Lymphozyten keine
Expression von CD11b aufweisen.

Anhand ihrer Anféarbeeigenschaften mit den beiden Antikorpern lassen sich zwei Zéell-
popul ationen unterscheiden. Im rechten oberen Quadranten befindet sich die Zellpopulation,
die beide Antigene exprimiert, im rechten unteren Quadranten die lediglich CD45-positive

Z€ellpopulation.

4.1.4 Vergleich und Auswahl der als Trigger einsetzbaren Agenzien fur die
Bestimmung der Bildung reaktiver Sauer stoffmetaboliten an neutrophilen
Granulozyten

Als Trigger der Bildung reaktiver Sauerstoffmetaboliten wurden PMA, PMA in Kombination
mit dem Ca-lonophor A 23187 und schliefdlich LPS verwendet, da sie als Induktoren der
ROS-Bildung bei Makrophagen gelten (RUULS et al. 1995; TIPOLD et al. 1998). Aufgrund
der besseren Verflgbarkeit wurden die 0.9. Agenzien an neutrophilen Granulozyten des
Hundes getestet.

4.1.5 Ermittlung der optimalen Konzentration der eingesetzten Trigger

an neutrophilen Granulozyten

Zunéachst wurde die optimale Konzentration des PMA an neutrophilen Granulozyten ermittelt.

Die ROS-Bildung der neutrophilen Granulozyten wurde durchflusszytometrisch gemessen
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und die Ergebnisse anschliel3end verglichen. Die beste Triggerung der neutrophilen
Granulozyten wurde mit PMA in einer Endkonzentration von 100 nmol/l ermittelt.

In der Kombination mit Ca-lonophor A 23187 wurde fur PMA mit Verdinnungen von 100,
50 und 10 nmol/l die Effektivitét als Trigger an neutrophilen Granulozyten getestet. Dabel
wurde Ca-lonophor A 23187 jeweils in einer Endverdinnung von 10, 1, 0,5 und 0,25 pmol
hinzugegeben. In der Durchflusszytometrie erwies sich nach Vergleich der jeweils as
Triplikate angesetzten Proben eine Konzentration von 50 nmol/l PMA mit 0,5 pmol/l Ca
lonophor A 23187 als beste Kombination der Trigger fur die neutrophilen Granulozyten.

Entsprechend der oben genannten Methode wurde auch LPS in einer Konzentration von 10
und 1 pg/ml im dreifachen Ansatz als Trigger getestet. Eine Konzentration von 10 pg/ml
erwies sich hierbel als effektivste Verdinnung zur Triggerung der neutrophilen Granulozyten.

Die fur die neutrophilen Granulozyten ermittelten optimalen Konzentrationen der Trigger
wurden wegen der funktionellen Gemeinsamkeiten auch fir die Untersuchung der ROS-

Bildung der caninen Mikroglia zugrunde gelegt.

4.1.6 Vergleich und Auswahl der als Phagozytosepartikel einsetzbaren Bakterien

anhand der Ergebnisse mit neutrophilen Granulozyten

Als Phagozytosepartikel wurden hitzeinaktivierte Streptococcus sp., Escherichia coli und
Staphylococcus aureus, die jeweils an Fluorescein konjugiert waren, anhand dreifacher
Versuchsansétze mit neutrophilen Granulozyten ausgetestet.

Als Resultat entfalteten die neutrophilen Granulozyten bei den Fluorescein-konjugierten
Escherichia coli die stéarkste Phagozytoseaktivitét. Staphylococcus aureus wiesen keine
wesentlich geringere Phagozytoserate auf, jedoch war hier der Unterschied zwischen opsoni-
sierten (ops) und nicht-opsonisierten (n-ops) Bakterien deutlicher ausgepragt (s. Abb. 6). Da
Escherichia coli zudem eine starke Neigung aufwiesen, zu Klumpen zu aggregieren, die im
Ultraschall nur schwer zu |6sen waren, wurden al's Phagozytosepartikel fur den Hauptversuch

mit Mikrogliazellen die Fluorescein-konjugierten Staphylococcus aureus gewahlt.
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Abb. 6: Vergleich der Phagozytoseraten neutrophiler Granulozyten bel Zugabe von Streptococcus
sp., Staphylococcus aureus und Escherichia coli
Der erste Balken zeigt die Phagozytoseraten fir jeweils nicht-opsonisierte (n-ops), und der zweite

fur opsonisierte Bakterien (ops). Der dritte Balken stellt die Differenz zwischen den Phagozytose-
raten fUr jeweils opsonisierte und nicht-opsonisierte Bakterien dar.

4.1.7 Ermittlung der optimalen Konzentration der eingesetzten Bakterien

Zur Ermittlung der optimalen Konzentration wurden die drei Bakterienarten der Granulo-
zytensuspension in verschiedenen Verdinnungen von 10:1 bis zu 200:1 Bakterien pro
neutrophilem Granulozyten zugegeben. Die Messung in der Durchflusszytometrie ergab die

besten Resultate fur das Verhdtnis von circa 100 Bakterien pro neutrophilem Granul ozyten.

4.1.8 Auswahl der verwendeten Zentrifugen

Waéhrend der Vorversuche stellten sich die beiden Tischzentrifugen ,,Rotina 35R* und
»Rotanta RP* der Firma Hettich aus Tuttlingen (s. 3.1.1) als geeignet heraus. Mit diesen
Zentrifugen war es moglich, die Anlaufzeit zu programmieren und die Bremse beim Aus-
laufen des Rotors nach der Zentrifugation abzuschalten. Der Dichtegradient fur die Mikroglia-
Isolation wies nach Zentrifugation deutlich erkennbare und scharfe Phasengrenzen zwischen
den verschiedenen Dichten auf, was zudem fir eine sehr ruhige Laufweise ohne grofiere
Vibrationen sprach (vgl. 3.2.6). Aufgrund dieser Resultate wurden die genannten Zentrifugen
fur die Durchfiihrung der Versuche verwendet.
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4.1.9 Identifizierung caniner Mikroglia und Ermittlung der zu verwendenden

Dichten fir dielsolation

Zur Ermittlung der fur die Isolation caniner Mikroglia zu verwendenden Dichten wurden die
in der Literatur angegebenen Dichtegradienten fur die Mikroglia-l1solation anderer Spezies
(SEDGWICK et a. 1991; FORD et a. 1995, HANSEN 1999) beim Hund getestet. Die
jeweils oberhalb der Dichten gewonnenen Zellen wurden mittels indirekter Membranimmun-
fluoreszenz gegen Mikroglia-spezifische Oberfldchenantigene geférbt und durchflusszyto-

metrisch gemessen.

4191 Identifizierung der Mikroglia

Die Identifizierung der Mikroglia sollte auf der Basis verschiedener Parameter in der Durch-
flusszytometrie erfolgen. Dazu zahlten GroRRe (FSC), Granularitdt (SSC) und die Expression
von Oberflachenmolekilen mittels indirekter Membranimmunfluoreszenz. In der Literatur
wird die phanotypische Expression von CD11b/c” und CD45® als Merkmal beschrieben, um
Mikrogliazellen spezifisch zu identifizieren (FORD et al. 1995). Es lag nahe, dass sich
Mikroglia vom Hund auf dieselbe Art definieren l&sst, daher wurde die relative Expression

von CD11b/c und CD45 paradlel in zwei verschiedenen Fluoreszenzkanaden gemessen.

CD45
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Abb. 7: Expression von CD45 auf Monozyten im Vergleich zur Expression auf Mikroglia

Fur Hd. 2, 15 und 17 wurden keine Werte ermittelt (n.d. = nicht durchgefuhrt), bei Hd. 20 war eine
Auswertung der Daten fur die Mikroglia nicht moglich (n.a. = nicht auswertbar).
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Anhand dieses Phénotyps ist zudem eine eindeutige Unterscheidung zu ZNS-assoziierten
Makrophagen moglich, die sich bel der Isolation durch Dichtegradientenzentrifugation
oberhalb derselben Dichte ansammeln wie die Mikroglia. Die Makrophagen zeigen wie die
Mikroglia einen CD11b/c’-Phanotyp, jedoch sind sie im Gegensatz zur Mikroglia CD45""
(SEDGWICK et a. 1991; FORD et a. 1995).

Die in dieser Studie separierten Zellen zeigten neben einer deutlichen Expression von
CD11b/c jedoch nur eine sehr geringe Expression von CD45 (s. Abb. 7 u. 8). Somit ergibt
sich beim Hund eine Abweichung in Bezug auf den in der Literatur beschriebenen Phanotyp

der Mikroglia

10

CD45

Abb. 8: Ergebnis der Doppelfarbung caniner Mikrogliazellen mit CD11b und CD45.
Canine Mikrogliazellen ex vivo zeigen eine deutliche Expression von CD11b, wéhrend die
Expression von CD45 nur sehr gering war.

Aufgrund dessen wurden alternative phanotypische Charakteristika zur Identifizierung
caniner Mikroglia herangezogen. Da CD18 in immunhistochemischen Untersuchungen
Mikroglia im nicht entzindlich veranderten Gehirngewebe gut darstellt, wurden die CD18-
positiven Zellen der gesamten Zellausbeute oberhalb jeder Dichte in der Darstellung als
Histogramm in ein gate eingefasst (s. Abb. 9B). Die derart gekennzeichneten Zellen wurden
in der Darstellung der Zellpopulation als Dot Plot mit den Parametern Gréfe (FSC) und
Granularitdt (SSC) zurtckverfolgt und farbig dargestellt (s. Abb. 9A). Die farbig
dokumentierten und somit CD18-positiven Zellen wurden in dieser Darstellung erneut und
moglichst exakt in ein zweites gate eingefasst. Lediglich die Zellen innerhalb dieses gates
fanden fur die weitere Auswertung der Membranimmunfluoreszenz Berlicksichtigung.
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Abb. 9: Dar stellung der Mikroglia-Population als Dot Plot mit den Merkmalen GrofRe (FSC) und

Granularitat (SSC) (A) bzw. CD18-positive Zellen in der Darstellung als Histogramm (B)

Die CD18-positiven Zellen im Histogramm wurden in der Darstellung als Dot Plot farbig
dargestellt und in ein gate eingefasst. Die Zellen innerhalb dieses gates fanden fir die weitere
Auswertung der MIF Berticksichtigung.

Es zeigte sich, dass diese Zellen einen CD11b/c’-Phénotyp aufwiesen und sich als homogene
Population relativ kleiner Zellen darstellten (s. Abb. 9A), was in Ubereinstimmung mit
anderen Beschreibungen der Mikroglia stent (FORD et a. 1995).

Immunhistochemisch (s. 3.2.9) wurden die durchflusszytometrischen Ergebnisse der
indirekten MIF bestétigt, da die Mikroglia mit typischer Morphologie identische Anférbe-
eigenschaften wie in der Durchflusszytometrie aufwies. Die Mikroglia zeigte auch ex vivo die
bereits fur die Immunhistochemie beschriebene (AKIYAMA u. MCGEAR 1990; TIPOLD et
al. 1999) deutliche Anférbung der exprimierten Antigene CD18, CD11b und CD11c.

Zellen, die die oben genannten Merkmale aufwiesen, wurden als Mikroglia identifiziert.
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Abb. 10: Gehirnschnitt nach Farbung mit dem Antikérper gegen CD18 und gegen saures
Gliafaserprotein (GFAP =glial fibrillary acidic protein)
Hund, Hundestaupe, akut. Schnitt im Bereich des Kleinhirnbriickenwinkels.
Eine akute Staupelésion mit Demyelinisierung ist zu sehen. Die braun geférbten , verzweigten*
Zellen sind CD18-positive Mikrogliazellen (Férbung: Peroxidase-Antiperoxidase; Farbreaktion
durch Diaminobenzidin). Die violett geférbten Zellen sind GFAP-positive Astrozyten (Féarbung:
antiGFAP, Phosphatase-konjugiert; Farbreaktion durch Nitroblue Tetrazolium und X-Phosphat);
x 100. Diese Farbung wurde von Frau Prof. Tipold aus einer friheren Studie zur Verfigung
gestellt (TIPOLD et al. 1999).

4.1.9.2 Modifikationen von Vor- und Hauptgradient und Definition der Dichten,

oberhalb derer sich die Mikroglia spezifisch ansammelt

Die canine Mikroglia sollte durch Dichtegradientenzentrifugation isoliert werden. Der Vor-
gradient wurde in Anlehnung an andere Spezies getestet. Dabei wurden die enzymatisch
aufgetrennten Gehirnzellen in PerkollO der Dichte 1,030 g/ml zunéchst suspendiert und
anschlieRend in einem Ansatz mit 1,088 g/ml bzw. einem mit 1,124 g/ml PerkollO unter-
schichtet. Fir den Ansatz mit der Dichte 1,088 g/ml zeigte sich nach der Zentrifugation, dass
viele Zdllen durch die Dichte (1,088 g/ml) hindurchgewandert waren. Die Zellausbeute
oberhalb dieser Dichte war nur sehr gering und erwies sich nach durchflusszytometrischer
Messung nicht als Mikroglia (s. 4.1.9.1).

Bei Verwendung der Dichten 1,124 und 1,030 g/ml PerkollO sammelten sich viele Zellen
oberhalb der Bande von 1,124 g/ml PerkollO an. Durchflusszytometrisch konnte jedoch nur

ein geringer Bruchteil der Zellen mittels Membranimmunfluoreszenz as Mikroglia
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identifiziert werden. Zur exakten Differenzierung war es daher nétig, die Zellen anschlief3end

Uber eilnen Hauptgradienten zu trennen.

Um die Ausbeute bei der Gewinnung caniner Mikrogliazellen zu erhéhen, wurde eine weitere
Modifikation des Vorgradienten versucht, die allerdings zu keiner Verbesserung der Technik
fuhrte: Hierzu wurden die Zellen nach der enzymatischen Verdauung nicht in der 1,030 g/ml-
Dichtestufe suspendiert, sondern in die 1,124 g/mi-Dichte aufgenommen, woraufhin die
1,030 g/ml-Dichtestufe aufpipettiert wurde. Nach der Zentrifugation befanden sich jedoch nur
sehr wenige Zellen in der Interphase zwischen den beiden Dichten, die durchfluss-

zytometrisch zudem nur in geringem Mal3e as Mikroglia bestimmt werden konnten.

Der Vorgradient mit den Dichten 1,030 und 1,124 g/ml PerkollO lieferte die groRten Zell-
ausbeuten und wurde daher als erster Schritt der Mikroglia-lsolation verwendet. Die Zellen,
die nach Zentrifugation des Vorgradienten oberhalb der Dichte 1,124 g/ml Perkoll gewonnen

wurden, wurden fur die Zentrifugation im Hauptgradienten verwendet.
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Abb. 11: Resultate der Farbung der isolierten Zellen oberhalb der Dichten 1,124, 1,077, 1,066 und
1,030 g/ml Perkoll mit dem Antikdrper gegen CD11b in der Darstellung als Histogramme
Die hellgraue, breitere Kurve stellt jeweils die Negativkontrolle dar (gam-PE).
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Eine hohere Reinheit der isolierten Mikrogliazellen aus dem Vorgradienten sollte durch eine
erneute Auftrennung der gewonnenen Zellen Uber einen mehrstufigen Hauptgradienten
erreicht werden. Die Dichten fur diesen Hauptgradienten wurden in Anlehnung an andere
Spezies (FORD et al. 1995; HANSEN 1999) getestet. Zur Definition der Dichte bzw.
Dichten, oberhalb der sich die canine Mikroglia nach Zentrifugation charakteristisch
ansammelt, wurden die Zellen jeder Interphase gewonnen und nach indirekter Membran-
immunfluoreszenz in der Durchflusszytometrie gemessen (s. Abb. 11). Die Identifikation der

Zellen erfolgte wie unter 4.1.9.1 beschrieben.

Als Ergebnis wurde festgestellt, dass sich die canine Mikroglia oberhalb der Dichten 1,077
und 1,066 g/ml PerkollO spezifisch ansammelt. Da die canine Mikroglia oberhalb beider
Dichten in der Membranimmunfluoreszenz keine Unterschiede in den Férbeeigenschaften

aufwies (s. Abb. 12), wurde sieim Hauptversuch gepoolt.

(=] ]
1,066 =1 =1

X ek

w23 negativ wE4 negativ

27 £

[ N =

LR 7 e ]
(= ] = ]
o (2]
=] ]
[l (o)
= =

1,077 4 A

D_: C'_:
= =

22 . 02

£ J negativ CD11b £ J negativ

7o ] oo ] MHC |

S ] s ] | |
= = I I
(2] [nl]
o [

0 10” 10! 10’ 10 107
FLZH FLZH
Abb. 12: Identische Farbeeigenschaften der Mikroglia oberhalb der Dichten 1,066 und 1,077 g/mi

Perkoll
Dargestellt sind Histogramme der Féarbung mit den Antikorpern gegen CD11b und MHC 1.
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4.2 Hauptversuch der Charakterisierung der Mikroglia nach Challenge-
Infektion/ Test-Infektion mit Staupevirus

421 Hunde

Die Einteilung der Swiss-Beagle in die drei Impfgruppen sowie die Positiv- und Negativ-
kontrollgruppe nach dem Zufallsprinzip ist in Tab. 5 dargestellt. Die Nummern als Bezeich-
nung der Hunde entspricht ihrer Ohrtétowierungsnummer.

Ver suchsgruppen Hund Nr.
50 ug DNA-Vakzine (Nr. 1) 2,4,6,8, 10
100 ug DNA-Vakzine (Nr. 2) 1,3, 12,14, 16
200 pg DNA-Vakzine (Nr. 3) 57,911, 13
Positivkontrolle 15,17, 18, 19, 20
Negativkontrolle 21, 22
Tab. 5: Zuordnung der Hunde zu den Versuchsgruppen
4.2.2 Klinische Symptome

Samtliche Hunde, die mit dem Staupevirus infiziert wurden, zeigten unabhéngig von der
Impfgruppenzugehdrigkeit zwel bis drei Tage nach der Challenge-Infektion gering- bis
mittelgradig ausgeprégte klinische Symptome wie Fieber, Anorexie, Diarrhoe, Rhinitis,
Konjunktivitis, Tonsillitis und seltener Vomitus und Dyspnoe. Nach einer Phase mit
voribergehender Besserung entwickelten sich bei 7 der 20 infizierten Hunde jedoch hoch-
gradige Symptome einer systemischen und nervalen Form der Staupe. Alle Hunde wurden
daraufhin euthanasiert. Die klinischen Befunde am Tag der Euthanasie sind in Tab. 6 mit

Zuordnung zu den Impfgruppen dargestel|t.
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Hund | Euthanasie : .
VG Nr. | Tagep.i. Allgemeine Symptome Neur ologische Symptome
Neg. K.| 21 - 0.b.B. 0.b.B.
Neg. K. | 22 - 0.b.B. 0.b.B.
50 ny 4 31 0.b.B. 0.b.B.
50 ny 6 36 0.b.B. 0.b.B.
ggr. systemische Staupe
50 ny 8 34 (purulente Konjunktivitis, ggr. zentral vestibulér
Kachexie)
ggr. systemische Staupe
(purulente Konjunktivitis, ggr. zentral vestibulér und
iy | W = Rhinitis, Tonsillitis, spinal
Lymphknotenschwellungen)
100 ny 3 35 0.b.B. 0.b.B.
ggr. systemische Staupe
100ng | 12 34 (39,1°C, purulente K onjunktivitis, gor. zentral vestibulér
ggr. Kachexie, Muskelatrophie)
ggr. systemische Staupe
100nmg | 14 33 (39,1°C, Tonsillitis, ggr. serose ggr. zentral vestibulér
Konjunktivitis, ggr. Kachexie)
100y | 16 36 0.b.B. 0.b.B.
200 5 35 ggr. Konjunktivitis, Ohrmuschel- | ggr. Propriozeptionsstérungen
g innenseite: Blaschen und Papeln an den Hinterextremitaten
200 g 9 23 systemische Staupe aar. zentraslp \I/:jtl bulér und
200nmg | 11 35 0.b.B. 0.b.B.
ggr. systemische Staupe :
o o multifokal
200ng | 13 33 (blasse Schleimhaute, Tonsillitis, A ,
gor. Kachexie) (vestibul&r, Grofzhirn)
Pos.K | 18 31 0.b.B. 0.b.B.

Tab. 6:

Klinische Befunde am Tag der Euthanasie
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Hunde mit histopathologisch diagnostizierten mittel- (mgr.) bis hochgradigen (hgr.) staupe-
bedingten ZNS-Lasionen mit Demyelinisierung sind dunkelgrau unterlegt, genesene Hunde sind
hellgrau unterlegt. Die Hunde der Negativkontrolle (Neg. K.) zeigten keine Abweichungen von
der physiologischen Norm (0.b.B. = ohne besonderen Befund). Die ungeimpften, infizierten
Hunde sind als Positivkontrolle (Pos. K.) benannt.

— = nicht zutreffend, VG = Versuchsgruppen

4.2.3 Histopathologische Unter suchung

Die postmortal erhobenen histopathologischen Befunde (s. 3.2.9) legten eine Einteilung in
drei Versuchsgruppen nahe: Das ZNS der Hunde der Gruppe | war zum Zeitpunkt der
Euthanasie bis auf vereinzelte Mikrogliakn6tchen ohne besonderen Befund (0.b.B.). Dies
spricht — in Ubereinstimmung mit anderen experimentellen Staupeversuchen (TIPOLD et al.
1999) — fur eine Erholung nach Virusinfektion. Systemisch zeigten sich keine oder lediglich
geringgradige Befunde wie ene interstitielle Pneumonie. Diese Gruppe wird auch als

»genesene* Hunde bezeichnet.

Die Hunde der Gruppe Il wiesen im ZNS (wie auch systemisch) mittel- bis hochgradige
Befunde einer stattgefundenen Staupeerkrankung auf. Sie wurden zur Gruppe |l gezéhlt, weil
sie demyelinisierende Lasionen aufwiesen. Die Hunde 2, 15 und 17 wiesen dabel nur kleine
Entmarkungslésionen, Gliose und im Vergleich zu den Hunden 1, 7, 19 und 20 immunhisto-
chemisch weniger Virus auf. Die Ubrigen vier Hunde (1, 7, 19 und 20) hatten bereits

fulminante, vollstandige Entmarkungslésionen.

Als dritte Versuchsgruppe wurden zwei gleichaltrige, verschiedengeschlechtliche Hunde der
gleichen Wirfe as Negativkontrolle herangezogen. Sie zeigten bei der pathohistologischen
Untersuchung keine Abweichungen von der physiologischen Norm. Die Einteillung der Hunde
istin Tab. 7 dargestellt.

Versuchsgruppe

Sektionsbefunde am ZNS

Hund Nr.

Negativkontrolle

ohne besonderen Befund

21,22

ohne besonderen Befund,
vereinzelte Mikrogliaknétchen

3,4,5,6,8,9, 10, 11, 12, 13,
14, 16, 18

Demyélinisierung

1,2,7,15,17,19, 20

Tab.7: Einteilung der Hunde in Versuchsgruppen anhand der histopathologisch erhobenen Befunde

im ZNS

Den Zeilen mit grauer Unterlegung entsprechen die mit Staupevirus infizierten Versuchsgruppen.
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Die systemischen histopathologischen Befunde der Hunde der Gruppe | umfassten eine
geringgradige interstitielle Pneumonie und eine geringgradige Lymphozytendepletion in den
Lymphknoten. Hd. 18 zeigte zudem eine Gastritis.

Die Hunde der Gruppe Il zeigten beruhend auf der Staupeinfektion mittel- bis hochgradige
Verdnderungen. Diese umfassten eine deutliche interstitielle Pneumonie, Konjunktivitis,
geringgradige Hepatopathie, Thymusatrophie und eine deutliche Lymphozytendepletion in
Lymphknoten, Milz und im lymphatischen Gewebe des Darmtraktes (GALT). Bei Hd. 2

wurde zudem eine eitrig-nekrotisierende Enteritis festgestellt.

In Epithelzellen von Magen, Dinndarm, Gallengangen, Harnblase, Nierenbecken und Augen-
liddriisen, aber auch in den Fuf3ballen, der Lunge, dem Pankreas, der Speicheldriise und den
Tonsillen konnte bei allen Tieren der Gruppe |1 und bei den Hunden 4, 9, 13, 18 zumindest in

einer dieser Lokalisationen Einschlusskorperchen nachgewiesen werden.

Beim Vergleich der Einteilung in Versuchsgruppen anhand der histopathol ogischen Befunde
einerseits und der Impfgruppenzugehérigkeit der Hunde andererseits ist erkennbar, dass ein
Grofeil der geimpften Hunde durch die Impfung mit der DNA-Vakzine klinisch einen
partiellen Schutz gegen das Staupevirus entwickelt hatte. Die Negativkontrolltiere hatten
keinen Kontakt mit dem Staupevirus und zeigten folglich bei der histopathologischen
Untersuchung keine Abweichungen von der physiologischen Norm. Im Folgenden werden die
in Tab. 7 dargestellten V ersuchsgruppen wie dort angegeben als Negativkontrolle und Gruppe
| bzw. Il bezeichnet.

4.2.4 Staupevirusnachweisin der Mikroglia ex vivo

Der durchflusszytometrische Staupenachweis in der Mikroglia ex vivo (s. 3.2.12) ist in Abb.

13 dargestellt. Es wurden deutliche Unterschiede zwischen den V ersuchsgruppen sichtbar.

Die Negativkontrollen (Hd. 21 und 22) zeigten erwartungsgemal3 keine Farbung mit dem
Antikdrper D110 und somit ein negatives Ergebnis fir den Nachweis von CDV.

In der Gruppe | zeigte lediglich ein Hund (Hd. 8) ein positives Ergebnis, jedoch nur in
geringem Ausmal3: Lediglich 1% der Mikrogliazellen waren D110-positiv.
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Abb. 13: Staupevirusnachweisin Mikrogliazellen ex vivo

Die Abbildung zeigt den prozentualen Anteil D110-positiver Mikrogliazellen, der durchfluss-
zytometrisch ermittelt wurde. FUr die Hunde 2, 15 und 17 fand keine Wertermittlung statt (n.d. =
nicht durchgefihrt).

Bei der Gruppe Il fielen vergleichsweise hohe positive Werte auf. Hd. 7 und Hd. 20 zeigten
Werte zwischen 15 und 18% positiver Mikrogliazellen. Somit waren bei ihnen etwa /¢ der
Mikrogliazellen mit CDV infiziert, wohingegen Hd. 1 einen Anteil von 3% und Hd. 19 von
6% D110 positive Mikrogliazellen aufwiesen. Bei den Hunden 2, 15 und 17 wurde aufgrund
technischer Probleme der Virusnachweis nicht durchgefihrt (=n.d.)). Anhand der histo-
pathologischen Untersuchung wurde jedoch auch bel diesen Hunden der Gruppe Il an
Gewebsschnitten des ZNS ein positives Ergebnis fir den Virusnachweis ermittelt — allerdings
ohne Zellspezifikation.

Die Hunde mit dem deutlichsten Virusnachwels hatten den hdchsten Grad der Demyelini-

sierung im ZNS.
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4.2.5 Immunphanotypische Char akterisierung caniner Mikroglia ex vivo bei

Hundestaupe

4251 Identifizierung der Mikroglia

Die Identifizierung der Mikroglia erfolgte wie in den Vorversuchen erprobt (s. 4.1.9.1). Die
Zellen oberhalb der Dichten 1,066 und 1,077 g/ml Perkoll wurden gewonnen und gezahlt. Aus
den 10 bis 15 g Gehirnmaterial aus dem Bereich um den vierten Ventrikel konnten 3 - 7 x 10°
Mikrogliazellen pro Hund isoliert werden. Im Anschluss wurden sie mit Antikérpern gegen
Oberflachenantigene geférbt und in der Durchflusszytometrie gemessen. Bel der Darstellung
als Dot Plot mit den Parametern GroRRe (FSC) und Granularitét (SSC) zeigte sich bei alen
Hunden eine homogene Population relativ kleiner Zellen. Die Expression von CD18 wurdein
einem Histogramm dargestellt und betrug im arithmetischen Mittel aller 22 Hunde 62,0 %.

Die CD18-positiven Zellen wurden in ein gate gefasst und in dem Dot Plot farbig
gekennzeichnet. Dabel zeigte sich, dass die homogene Zellpopulation nahezu vollstandig
farbig dargestellt und somit CD18-positiv war. Um diese CD18-positiven Zellen wurde
maoglichst exakt ein zweites gate gesetzt. Die Zellen innerhalb dieses zweiten gates wurden a's
Mikrogliazellen definiert und fanden fUr die welteren Untersuchungen zur MIF

Bertcksichtigung.

Der Antell CD18-positiver Zellen innerhalb dieses Auswertungsfensters lag bel allen 22
Hunden zwischen 86 und 98 %, im arithmetischen Mittel betrug der Anteil 93,3% (s. Abb.
14). Dieser hohe Prozentsatz stellt ein Mal3 fir die Genauigkeit der gesetzten gates dar. Der
Anteil CD18 exprimierender Mikrogliazellen erwies sich als unabhéangig von der Gruppen-

zugehorigkeit der Hunde.

Die Zellen innerhalb des gates zeigten einen charakteristischen Phanotyp von CD11b/c’,
jedoch nur eine sehr schwache Expression von CD45, wie bereitsin Vorversuchen festgestel It
wurde (s. 4.1.9.1 u. Abb. 7).
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Abb. 14: Konstitutive Expression von CD18 auf caniner Mikroglia

Die Expression von CD11b und CD11c zeigt nahezu identische Ergebnisse. Die Werte fur Hd. 20
waren nicht auswertbar (n.a.).

Neben dem Anteil positiver Zellen fir ein Merkma bestand zudem die Moglichkeit, die
Expressionsdichte von Oberflachenmolekilen zu bestimmen. Ein relatives Mald der
Expressionsdichte und somit der Anzahl der gebundenen Fluorochrommolekile pro Zelle
wird Uber die mittlere Fluor eszenzintensitat wiedergegeben. Beim Vergleich der Ergebnisse
in Abhangigkeit von der Versuchsgruppenzugehorigkeit war eine Aussage Uber die Auf- oder
Abregulation der Oberflachenmolekile bei Hunden mit staupebedingten ZNS-L&sionen mit

Demyelinisierung moglich.
Eine Aufregulation des CD18 wurde bei keiner Versuchsgruppe beobachtet.

Die Expression von CD11b und CD11c lag zwischen 84 und 99 % positiver Mikrogliazellen
(CD11b: x =92,0 %; CD11c: x = 92,1 %). In Bezug auf die konstitutive Expression sowie die
Expressionsdichte von CD11c war kein Unterschied zwischen Hunden der Negativkontrolle
und der Gruppe | gegeniber Hunden der Gruppe |1 feststellbar. Fir CD11b war jedoch mit
statistischer Signifikanz (p<0,05) eine Aufregulation bei Hunden der Gruppe Il gegentber

Hunden der Gruppe | zu beobachten.
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Abb. 15: Expressionsdichte von CD11b auf caniner Mikroglia ex vivo

Die Hunde der Gruppe Il zeigten eine aufregulierte Expression im Vergleich zu Gruppe | und zur
Negativkontrolle. Die mittlere Fluoreszenzintensitét gilt als relatives Mal3 der Expressionsdichte
des Oberflachenmolekils. Die Werte fir Hd. 20 waren nicht auswertbar (n.a.).

Im Vergleich der drei Oberflachenmolekile zeigte CD18 auf der Mikroglia insgesamt die
grofte Expressionsdichte (um den Faktor 1,6 hoher as bei CD11b und um den Faktor 2,2
hoher alsbei CD11c).

Eine Anférbung des CD11d (apha d) zeigte ein negatives Ergebnis. CD11d wird auf der
caninen Mikroglia nicht exprimiert.

Fir CD45 konnte sowohl bei den Kontrolltieren als auch bei den Hunden der Gruppen | und
Il nur ein sehr geringer Anteil exprimierender Mikrogliazellen (3-8 %; x = 4,6 %) beobachtet
werden. Eine Aufregulation der Expressionsdichte der Oberflachenmolekile konnte bei
keiner Versuchsgruppe festgestellt werden. In der vergleichenden Darstellung der Farbung der
Monozyten am Tag der Euthanasie (s. Abb. 7) wird deutlich, dass CD45 hier in weit hGherem
MaRe exprimiert wird (x = 94,2 %). Dieses Ergebnis dokumentierte zudem, dass der Anti-

korper einwandfrel funktionierte.

In der folgenden Tabelle ist eine kurze Ubersicht lber die Expression der getesteten
Antikorper auf der Mikroglia gegeben. Dabei ist zudem zusammengefasst, ob bei Hunden mit
staupetypischen Lasionen mit Demyelinisierung im ZNS eine Aufregulation der Expressions-

dichte zu verzeichnen ist.
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" Expression Aufregulati_on der
Oberflachen;truktur (Prozentualer Anteil positiver Expronsdlchtgdes'
auf caniner | 7y o im arithmetischen Mittel |, OPerflachenmolexdls bet
Mikroglia aller Hunde) Hunden mit Staupelasionen im
ZNS
CD18 Ja (93,3) Nein
CD11b Ja (92,0) Ja
CD1lc Ja (92,1) Nein
CD11d Nein -
CD45 Ja (4,6) Nein
CD1c Ja (75,6) Ja
1D11 Nein -
ICAM-1 Ja (90,8) Ja
B7-1 Ja (10,5) Ja
B7-2 Ja (77,0) Ja
MHC | Ja (95,6) Ja
MHC I Ja (93,4) Ja
CDhi4 Ja (62,0) n.a
CDh44 Ja(9,0) n.a
CD3 Nein -
CD8a Nein -
CD21 Nein -
CcD4 Nein -
Tab. 8: Ubersicht Uber die Expression von Oberflachenmolekilen auf caniner Mikroglia und

Aufregulation der Expressionsdichte der Oberflachenmolekille bei Hunden mit staupe-
bedingten ZNS-L &sionen mit Demyelinisierung
Fur CD14 und CD44 konnte aufgrund sehr geringer Werte keine Auswertung der Expressions-
dichte durchgefiihrt werden (n.a. = nicht auswertbar). War keine Expression vorhanden, konnte
auch keine Aufregulation beurteilt werden (-).

4.2.5.2 CD1c

Der Anteil CD1c-positiver Mikroglia lag im arithmetischen Mittel bel 75,6 %. Dabei bestand

kein Unterschied hinsichtlich der Gruppenzugehérigkeit der Hunde. In Bezug auf die

Expressionsdichte des CD1c war jedoch ein Unterschied zwischen Gruppe |1 und den beiden

anderen Gruppen festzustellen. Die Hunde der Gruppe Il zeigten mit einer statistischen

Signifikanz (p <0,05) eine um das 3,1fache aufregulierte Expression des CD1c gegentber den
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Hunden der Negativkontrolle und um das 2,6fache gegentiber denen der Gruppe | (vgl. Tab.
8). Die Hunde 1, 7 und 19 zeigten die héchsten Werte. Sie waren auch die Hunde, die in der
histopathol ogischen Untersuchung die hochsten Grade der Demyelinisierung aufwiesen.
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Abb. 16: Expressionsdichte von CD1c auf caniner Mikroglia ex vivo

Die Hunde der Gruppe |l zeigten eine deutlich aufregulierte Expression im Vergleich zu Gruppe |
und zur Negativkontrolle. Die Werte fur Hd. 20 und 15 waren nicht auswertbar (n.a.).

4.2.5.3 1D11

Der Antikorper gegen 1D11 zeigte keine Farbung der Mikrogliazellen (vgl. Tab. 8).

4254 ICAM-1

Im arithmetischen Mittel wurde ICAM-1 von der Mikroglia zu einem Prozentsatz von 90,8 %
konstitutiv exprimiert (vgl. Abb. 21). Dabel bestand kein Unterschied zwischen den Hunden
der drei verschiedenen Gruppen. In Bezug auf die ICAM-1-Expressionsdichte fielen jedoch
hohere Werte fir die Gruppe Il (x=16,4) im Vergleich zu Negativkontrolle (x = 6,1) und
Gruppe | (x = 7,9) auf. Diese Aufregulation des ICAM-1 um das 2,7- (Negativkontrolle) bzw.
2,1fache (Gruppe I) zeigte (mit p<0,05) eine statistische Signifikanz (vgl. Tab. 8 u. Abb. 17).
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Abb. 17: Expressionsdichte von ICAM-1 auf caniner Mikroglia ex vivo

Die Hunde der Gruppe |l zeigten eine deutlich aufregulierte Expression im Vergleich zu Gruppe |
und zur Negativkontrolle. Die Werte fir Hd. 20 waren nicht auswertbar (n.a.). Die héchsten Werte
wurden bei Hund 1, 7 und 19 gemessen, die eine fulminante Demyelinisierung aufwiesen.

4.25.5 B7-1und B7-2

Da die Werte fir B7-1 eine relativ grofe Streuung aufwiesen, wurde zur Auswertung der
Ergebnisse der geometrische Mittelwert herangezogen. Der Anteil B7-1 exprimierender
Mikrogliazellen lag im geometrischen Mittel aller Hunde bel 10,5%. Er wies bei Gruppe 11
wesentlich hohere Werte auf (geometrisches Mittel = gM: 40,8%) als die Gruppe | (gM:
8,0%) — somit war der Wert fur Gruppe Il um das 5,1fache hoher. Gegenlber der
Negativkontrolle (gM: 1,1%) lag der Wert fur die Gruppe Il um das 37,1fache hoher. Wegen
der grofRen Streuung der Werte innerhalb der Gruppen und des zu geringen Umfangs
auswertbarer Ergebnisse konnte jedoch statistisch keine Signifikanz festgestellt werden. Die
Expressionsdichte von B7-1 war sehr gering (gM: 4,5), zeigte jedoch eine Aufregulation bel
Gruppe Il gegenuber Gruppe | und der Negativkontrolle (vgl. Tab. 8), die eine statistische
Signifikanz (p< 0,05) aufwies.

Fur B7-2 wurde wieder der arithmetische Mittelwert verwendet, well sich die Ergebnisse als
homogen erwiesen. 77,0% (x = 16,4 ) der Mikrogliazellen aller Hunde exprimierten B7-2. In
Bezug auf die Gruppenzugehorigkeit bestand keine Differenz in der Expression. Wie bei B7-1

zeigte sich fur die Expressionsdichte von B7-2 ein vergleichbar niedriger Wert und eine
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statistisch signifikante (p < 0,05) Aufregulation des Oberflachenmolekiils bel der Gruppe Il —
um den Faktor 2,1 im Vergleich zur Negativkontrolle und um den Faktor 2,7 im Vergleich zur
Gruppe | (vgl. Tab. 8). Die hochsten Werte wurden wiederum bel den Hunden 1, 7 und 19

gesehen, die eine fulminante Demyelinisierung im ZNS aufwiesen.
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Abb. 18: Expressionsdichte von B7-2 auf caniner Mikroglia ex vivo

Die Hunde der Gruppe |l zeigten eine deutlich aufregulierte Expression im Vergleich zu Gruppe |
und zur Negativkontrolle. Die Werte fir Hd. 20 waren nicht auswertbar (n.a.).

4.2.5.6 MHC | und 11

MHC | und Il zeigten bei alen Hunden eine vergleichbar starke Expression von 95,6 %
(MHC 1) bzw. 93,4% (MHC II) positiver Mikrogliazellen im arithmetischen Mittel. Dabel
wies MHC | jedoch eine wesentlich hohere Expressionsdichte im Vergleich zu MHC Il auf
(ca. 2fach hoher). Beide Oberflachenmolekile sind auf der Mikroglia von Hunden mit
Demyelinisierung (Gruppe I1) deutlich aufreguliert im Vergleich zur Negativkontrolle (MHC
| um das 3,6fache; MHC Il um das 3,3fache) und den Hunden der Gruppe | (MHC | um das
3fache; MHC 11 um das 2,5fache). Die Aufregulation sowohl von MHC | a's auch von MHC
Il (vgl. Tab. 8) wies eine statistische Signifikanz auf (p<0,05).
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Abb. 19: Expressionsdichten von MHC | und MHC |1 auf caniner Mikroglia ex vivo
Die Hunde der Gruppe Il zeigten eine deutlich aufregulierte Expression der beiden MHC-
Molekile. Auffélig ist zudem die hohere Expressionsdichte von MHC | im Vergleich zu MHC 11.
Die Werte flr Hd. 20 waren nicht auswertbar (n.a.).

4.2.5.7 CD14

Der durchflusszytometrisch gemessene Anteil CD14-positiver Mikrogliazellen betrug im
arithmetischen Mittel 62,0% (vgl. Tab. 8). In Bezug auf die mittlere Fluoreszenzintensitat
waren nur sehr niedrige Werte zu beobachten (x = 3,7). Die geringe Dichte des Oberflachen-

moleklls war mit der von B7-1 (s. 4.2.5.5) vergleichbar.

4.2.5.8 CDh44

CD44 wurde bel den Mikrogliazellen unabhéngig von der Gruppenzugehdrigkeit der Hunde
nur zu einem geringen Prozentsatz exprimiert (x = 9,0 %; vgl. Tab. 8). Die Expressionsdichte
zeigte relativ hohe Werte (x = 24,1).

4.25.9 CD3, CD8a, CD21 und CD4

Die Auswertung der durchflusszytometrischen Messungen von CD3, CD8a und CD21
erbrachte vergleichbare Resultate (vgl. Tab. 9). Die drei Oberflachenmolekile wurden von
Mikrogliazellen nicht exprimiert und dienten zur Kontrolle der gewonnenen Zellpopulation

auf eine eventuelle Kontamination mit Lymphozyten (vgl. Tab. 8).
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Hund Nr. | CD3 (%) | CD8 (%) | CD21 (%) | CD4 (%)
1 2,0 2,0 13 0,8
2 n.d. n.d. n.d. 2,8
3 13 14 0,6 14
4 7,8 6,0 0,5 18
5 34 24 1,3 2,3
6 1,7 2,0 0,5 11
7 4,2 7,7 4,3 18
8 4,1 2,5 0,6 13
9 2,5 11 0,8 09
10 4,7 1,7 1,6 1,4
11 2,5 1,8 0,7 2,1
12 5,6 3,7 0,7 2,0
13 3,7 19 0,2 1,7
14 4,8 35 2,1 2,1
15 n.d. n.d. n.d. 15
16 14 13 04 14
17 n.d. n.d. n.d. 57
18 2,7 0,9 0,3 2,1
19 n.d. 50 n.d. 8,7
20 na na na n.a
21 3,0 4,7 0,5 2,5
22 2,0 1,8 1,1 0,2

Tab.9: Anteil positiver Zellen fur die Expression von CD3, CD8a, CD21 und CD4

Die Werte fur Hd. 20 waren nicht auswertbar (n.a), fur Hd. 2, 15 und 17 wurden keine Werte
ermittelt, fur Hd. 19 wurden keine Werte fir CD3 und CD21 ermittelt (n.d. = nicht durchgefihrt).
Fir den CD4 konnte lediglich der Wert fur Hd. 20 nicht ausgewertet werden (n.a.).

Der niedrige Anteil positiver Zellen fir CD3 (x = 3,4 %), CD8a (x =2,9%) und CD21
(x = 1,0 %) spiegelt eine vernachlassigbar geringe Kontamination mit Lymphozyten wider
und dokumentiert wiederum den Erfolg der Isolation einer mdglichst reinen Mikroglia-
population aufgrund der durchgeftihrten Arbeitsschritte von der Perfusion bis zur Dichte-

gradientenzentrifugation. Die gute Perfusion konnte auch histopathologisch bestétigt werden.

Der Anteil positiver Zellen fir CD4 lag im arithmetischen Mittel bel 2,2% (vgl. Tab. 8 u.
Tab. 9). Aufgrund des niedrigen Prozentsatzes exprimierender Zellen, der vergleichbar mit
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dem von CD3, CD8a und CD21 war, wurde vermutet, dass es sich bei den exprimierenden
Zéellen nicht um Mikroglia, sondern um Lymphozyten handelte. Canine Mikroglia ex vivo
zeigte keine Expression von CDA4.

4.2.6 Vergleich der Immunphanotypen der Mikroglia ex vivo und der Monozyten

am Tag der Euthanasie

In der nachfolgenden Tabelle sind die Messergebnisse der Expression von Oberfléachen-
antigenen von Mikroglia und Monozyten zum besseren Vergleich gegentibergestellt. Auf die

einzelnen Resultate wird in den sich anschlief3enden Abschnitten eingegangen.

Exprimiertes Mikroglia Monozyten
Oberflachenmol ek (il (%) (%)
CD18 Ja (93,3 Ja(97,1)
CD11b Ja (92,0) Ja(94,1)
CD1i1c Ja(92,1) Ja (93,4)
CD11d Nein Nein
CD45 Ja (4,6) Ja(94,2)
CDl1c Ja (75,6) Ja (67,5)
1D11 Nein Nein
ICAM-1 Ja (90,8) Ja(3,8)
B7-1 Ja (10,5) Ja (14,7)
B7-2 Ja (77,0 Ja(77,4)
MHC Ja (95,6) Ja (96,1)
MHCII Ja (93,4) Ja(71,7)
CD14 Ja (62,0 Ja(72,8)
CD44 Ja (9,0) Ja (98,4)
CD3 Nein Nein
CD8a Nein Nein
CD21 Nein Nein
CD4 Nein nein
Tab. 10: Vergleich der Expression von Oberflachenantigenen bei Mikroglia und Monozyten

Grau unterlegt wurden jene Oberflachenmolekille, die durchflusszytometrisch eine
Unterscheidung dieser beiden Zellarten aufgrund der Expression bzw. der Expressionsdichte
ermdglichen.
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4.2.6.1 CD18, CD11b und CD11c

Die Expression von CD18, CD11b und CD11c zeigte grof3e Konformitdt bei Mikroglia und

Monozyten.
CD11b
A 100
80
c
2
>
NS 60
(@]
S o
= X
= 40
=0
§ S
< 20 |
n.a.
o H
Hund Nr. 21 22 3 4 5 6 8 9 10 11 12 13 14 16 18 1 2 7 1517 19 20
Negativkontrolle Gruppe | Gruppe Il
OMonozyten B Mikroglia
B CD11b
400
8 350 I
2
& 300
£
e 250 =
(&)
»
o 200 - = M =
o
= 150 -l |
LL
ot
o 100 - =
‘€ 50 =
11 I l n.a.
0 h

Hund Nr. 21 22 3 45 6 8 9 1011 12 13 14 16 18 1 2 7 15 17 19 20
Negativkontrolle Gruppe | Gruppe I

OMonozyten B Mikroglia

Abb. 20: Expression (A) und Expressionsdichte (B) von CD11b auf Monozyten und Mikroglia
Die Ergebnisse der Expressionen und Expressionsdichten von CD18 und CD11c zeigten nahezu
identische Ergebnisse. Die Werte fir Hd. 20 waren nicht auswertbar (= n.a.).
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Der durchflusszytometrisch gemessene Antell positiver Mikroglia und Monozyten war
vergleichbar hoch (vgl. Abb. 20 A). Eine Aufregulation der Oberflachenmolekile auf den
Monozyten fand bei keiner der Versuchsgruppen statt. Eine Ausnahme bildeten die Hunde 15
und 17, deren Werte fur die mittlere Fluoreszenzintensitdt hohere Werte als fur die anderen
Hunde aufwiesen. Die Expressionsdichte der drel Oberflachenmolekile war auf den
Monozyten insgesamt deutlich héher als auf der Mikroglia (CD18: 2,7fach, CD11b: 4,1fach
und CD11c: 1,9fach: vgl. Abb. 20 B).

4.2.6.2 CD11d

Ubereinstimmung wurde ebenfalls in Bezug auf die Expression des CD11d (alpha d)
beobachtet. Die Monozyten zeigten wie die Mikroglia keine Expression dieses Oberflachen-
molekuls (s. Tab. 10).

4.2.6.3 CD45

Fir die Expression des CD45 ergaben sich grole Unterschiede zwischen Monozyten und
Mikroglia (s. Abb. 7). Wahrend die Mikroglia nur eine sehr geringe Expression von CD45
zeigte (x = 4,6 %), reagierten die Monozyten zu einem sehr grofRRen Prozentsatz positiv auf die
Anfarbung mit dem Antikorper gegen dieses Oberflachenmolekill (x = 94,2 %, s. Tab. 10).
Die Expressionsdichte war bei den Monozyten deutlich hdher (im arithmetischen Mittel um
das 3,5fache) gegeniber der Mikroglia. Eine Aufregulation der Expression nach
Staupeinfektion war bei den Monozyten — wie bel der Mikroglia — nicht zu beobachten. Der
Vergleich der Farbeeigenschaften unterstreicht, dass der verwendete Antikérper in seiner

Funktion nicht beeintréchtigt war.

4.2.6.4 CD1c

Der Prozentsatz CD1c-positiver Monozyten war geringer (x = 67,5 %) als bei der Mikroglia
(x = 75,6 %, s. 4.2.5.2). Im Gegensatz zu den Mikrogliazellen war bei den Monozyten keine
Aufregulation des Oberfl&chenmolekiils bei Hunden der Gruppe |1 (im Vergleich zur Negativ-
kontrolle und den Hunden der Gruppe |) zu verzeichnen. Die Expressionsdichte lag im

arithmetischen Mittel Uber der der Mikroglia.
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4.2.6.5 1D11

Der Antikorper gegen 1D11 zeigte bei Monozyten wie bei der Mikroglia ein negatives
Ergebnisin der Membranimmunfluoreszenz (s. Tab. 10).

4.2.6.6 ICAM-1

Der Anteil positiver Monozyten war fur den ICAM-1 mit 3,8 % im arithmetischen Mittel sehr
gering. Dies stand im Gegensatz zur Expression des ICAM-1 bei der Mikroglia, die einen
hohen Prozentsatz positiver Zellen aufwies (x = 90,8 %, s. Tab. 10). Weitere Unterschiede
waren eine sehr geringe Expressionsdichte des ICAM-1 auf Monozyten und das Fehlen einer
aufregulierten Expression bei Hunden mit Staupelasionen im ZNS (Gruppe 1), wie sie bel der
Mikroglia zu beobachten war. Abb. 21 veranschaulicht die unterschiedliche Expression des
ICAM-1 auf Monozyten und Mikroglia

ICAM-1
100

% positive Monozyten
und Mikroglia

Hund Nr. 21 22 3 4 5 6 8 9 10 11 12 13 14 16 18 1 2 7 15 17 19 20
Negativkontrolle Gruppe | Gruppe Il
OMonozyten B Mikroglia

Abb. 21. Expression von ICAM -1 auf Monozyten und Mikroglia
Die Werte fur Hd. 18 und 20 waren nicht auswertbar (n.a.), fur Hd. 2, 15 und 17 fand keine
Wertermittlung statt (n.d.).

4.2.6.7 B7-1und B7-2

Wegen der relativ grof3en Streuung der Werte fuir B7-1 wurde zur Auswertung der geo-
metrische Mittelwert herangezogen. B7-1 wurde von den Monozyten im geometrischen Mittel
zu 14,7% exprimiert. Bel den Hunden der Gruppe Il war der Anteil der exprimierenden
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Monozyten im geometrischen Mittel mit 30,2% hoher als bei Hunden der Gruppe | und der
Negativkontrolle. Dieser erhdhte Anteil B7-1 exprimierender Monozyten wies jedoch — wie
bei der Mikroglia (s. 4.2.5.5) — keine statistische Signifikanz auf. Die Monozyten zeigten eine

mit der Mikroglia vergleichbare minime Expressionsdichte von B7-1.

Fur B7-2 zeigte sich in Bezug sowohl auf den prozentualen Antell positiver Zellen
(Monozyten: x =77,4%, Mikrogliaz x =77,0%, s. 4.25.5, s. Tab. 10) as auch auf die
Aufregulation der Expression bei Hunden der Gruppe Il — im Vergleich zu Gruppe | und
Negativkontrolle — eine grofRe Ubereinstimmung zwischen Monozyten und Mikroglia. Die

Aufregulation der Monozyten war jedoch statistisch nicht signifikant.

4.2.6.8 MHC | und 11

Die Monozyten exprimierten MHC | zu einem mit der Mikroglia vergleichbar hohen
Prozentsatz (x = 96,1 %, Mikroglia: x = 95,6 %; s. Tab. 10). Fir MHC Il wurde ein Anteil
von 71,7% (x) exprimierender Monozyten ermittelt. Dieser Wert war um ca. 20% (x)
geringer as bei der Mikroglia. Beziiglich der Expressionsdichte wiesen die Monozyten fir
beide MHC-Molekiile hohere Werte auf als die Mikroglia (vgl. Abb. 19). Fir MHC | war die
Expressionsdichte auf den Monozyten um das 4,5fache und fir MHC 1l um das 3,7fache

hoher. Eine Aufregulation wie bei der Mikrogliawar bei den Monozyten nicht zu beobachten.
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Abb. 22: Expressionsdichte von MHC | auf Monozyten und Mikroglia
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4.2.6.9 CD14

Der Anteil CD14 exprimierender Monozyten wies vergleichbar hohe Werte wie bei der
Mikroglia auf (Monozyten: x = 72,8 %, Mikroglia: x = 62,0 %; s. Tab. 10). Die Expressions-
dichte von CD14 war auf Monozyten jedoch wesentlich héher (im arithmetischen Mittel etwa

um das 52fache). Eine Aufregulation war nicht festzustellen.

4.2.6.10 CD44

Der Anteil positiver Monozyten betrug fir CD44 im arithmetischen Mittel 98,4 %. Damit lag
er um das 10,9fache Uber dem Wert fur die Mikroglia (s. Tab. 10). Hinsichtlich der
Expressionsdichte wiesen die Monozyten einen 11,1fach héheren Wert auf. Eine Auf-

regulation der Expression des CD44 aufgrund der Staupeinfektion fand nicht statt.

42.6.11 CDS3, CD8a und CD21

Der Anteil Zellen, die CD3, CD8a und CD21 exprimieren, war sehr gering. Er betrug fir
CD3 im arithmetischen Mittel 2,5%, fir CD8a 2,7% und fur CD21 8,2%. Weil die
Expression dieser, fir Lymphozyten charakteristischen Antigene gering war, kann von einer
treffenden Definition der Monozytenpopulation bzw. einer nur geringen Kontamination des

»Monozyten-Gates' in der Durchflusszytometrie ausgegangen werden.

4.2.7 Funktionelle Charakterisierung der Mikroglia ex vivo

Im Folgenden sollte die Fahigkeit der caninen Mikroglia ex vivo zur Bildung von ROS und
zur Phagozytose grundsétzlich und in Abhangigkeit von einer Staupevirusinfektion (mit
typischen histopathologischen Veranderungen im ZNS) erfasst werden. Hierfir wurde die
funktionelle Kapazitat zur ROS-Bildung und zur Phagozytose von Negativkontrollen und den

Hunden der Gruppe | und Il verglichen.

4271 Bildung reaktiver Sauer stoffmetaboliten

ROS (reactive oxygen species)

Fir die Untersuchung der Bildung von ROS wurden Dreifach-Ansétze (= Triplikate) ver-
wendet. Die Ergebnisse der Triplikate fur den prozentuaen Anteil ROS-positiver Mikro-
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gliazellen sowie fur die mittlere Fluoreszenzintensitét wurden fur jeden Hund verglichen und
es konnte mit Hilfe des Variationskoeffizienten eine sehr grofke Ubereinstimmung der Werte
festgestellt werden (arithmetischer Mittelwert aler Variationskoeffizienten: 2,9 %).

ROS

Counts

Abb. 23 Darstellung der Ubereinstimmung der Werteder Triplikate

Aus den drei Ergebnissen pro Ansatz wurde jewells der arithmetische Mittelwert errechnet

und dieser fir die weitere Auswertung verwendet.

Abb. 24 verdeutlicht die Resultate aus der Messung der ROS-Bildung unter Verwendung der
verschiedenen Trigger. Die Ergebnisse dokumentieren, dass der prozentuae Anteil ROS
bildender Mikroglia bei Hunden der Gruppe Il deutlich hoher war, als bel der
Negativkontrolle und den Hunden der Gruppe |. Dieser Unterschied wies fur alle drei Trigger
eine statistische Signifikanz auf (p<0,005 bzw. fur LPS p<0,01). Die Hunde 4, 12 und 13
der Gruppe | zeigten wie die Hunde der Gruppe Il einen erhdhten Anteill ROS-positiver
Mikroglia. Zwischen der Negativkontrolle und den Hunden der Gruppe | bestand kein
signifikanter Unterschied in Bezug auf den Anteil ROS-bildender Mikroglia.

Die Effektivitat der drei Trigger variiertee PMA 100 zeigte die starksten Wirkungen, der
Anteil ROS-positiver Mikrogliazellen war bel Hunden der Gruppe Il im Vergleich zu den
Negativkontrolltieren um den Faktor 5,7 hoher, im Vergleich zu den Hunden der Gruppe | um
den Faktor 3,6. Fur PMA in Kombination mit Ca-lonophor A 23187 war im Vergleich zu den
Negativkontrollen ein um den Faktor 3,7 hoherer Anteil positiver Mikrogliazellen zu
beobachten, im Vergleich zu den Hunden der Gruppe | wurde ein 2,7fach erhéhter Antell
gemessen. LPS zeigte die geringste Effektivitat; der Anteil positiver Mikroglia verdoppelte
sich im Vergleich zu Negativkontrolle und Hunden der Gruppe | lediglich.
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Abb. 24: Anteil ROS-positiver Mikroglia ex vivo
Gemessen wurde jeweils ein Ansatz mit PBS bzw. mit den Triggern PMA 100 (PMA in einer
Endkonzentration von 100 nmol/l), PMA in Kombination mit Ca-lonophor A 23187 und LPS. Der
Anteil ROS-positiver Mikrogliazellen war bei Gruppe Il deutlich héher als bei Gruppe | und
Negativkontrolle.

Bel der Betrachtung der Fluoreszenzintensitét — als relatives Mal3 fur die Menge der ROS, die
pro Mikrogliazelle gebildet wird — ergab sich eine dem Anteil ROS-positiver Mikrogliazellen
vergleichbare Vertellung. Die Mikroglia der Hunde der Gruppe Il entfaltete eine deutlich
hohere Intensitédt der ROS-Bildung. Die erhdhte Intensitét wies fur alle drel Trigger eine
statistische Signifikanz (p<0,005; fur LPS p<0,05) auf (vgl. Abb. 25). In Bezug auf die
Intensitét der ROS-Bildung fielen die Hunde 4, 12 und 13 der Gruppe | nicht durch deutlich
hohere Werte as ihre Gruppenmitglieder auf.

Bei Betrachtung der Intensitét der ROS-Bildung erwiesen sich PMA 100 und PMA in
Kombination mit Ca-lonophor A 23187 als effektivste Trigger. LPS zeigte die geringsten
Effekte auf die Intensitét der ROS-Bildung durch Mikroglia.
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Abb. 25: Intensitét der ROS-Bildung der Mikroglia ex vivo
Gemessen wurde jeweils ein Ansatz mit PBS bzw. mit den Triggern PMA 100 (PMA in einer
Endkonzentration von 100 nmol/l), PMA in Kombination mit Ca-lonophor A 23187 und LPS. Die
Intensitdt zur ROS-Bildung war bei Gruppe Il deutlich hther als bel Gruppe | und Negativ-
kontrolle.

4.2.7.2 Phagozytose-Test

Fir die Untersuchung der Phagozytose durch Mikrogliazellen wurden Triplikate (= Dreifach-
Ansétze) verwendet. Die Ergebnisse der Triplikate fur den prozentualen Anteil Phagozytose-
positiver Mikrogliazellen sowie fur die mittlere Fluoreszenzintensitét wurden — wie bel dem
ROS-Bildungs-Test — fur jeden Hund verglichen (s. Abb. 27). Dabei wurde mit Hilfe des
Variationskoeffizienten eine sehr groRe Ubereinstimmung der Werte festgestellt (arith-
metischer Mittelwert aller Variationskoeffizienten: 5,7%). Aus den drei Ergebnissen pro
Ansatz wurde jeweils der arithmetische Mittelwert errechnet und dieser fur die weltere
Auswertung verwendet. Abb. 26 zeigt exemplarisch ein durchflusszytometrisches Ergebnis
des Phagozytose-Tests und veranschaulicht die Vorgehensweise bei der Auswertung.

Alle Hunde dieser Studie wiesen generell eine deutliche Phagozytoseaktivitdt auf, die der
hohe Anteil Phagozytose-positiver Mikroglia nach Zugabe der nicht-opsonisierten Staphylo-
kokken (n-ops) dokumentiert. Dies wurde durch den Vergleich der Fluoreszenzen der Probe
mit n-ops mit der Mikrogliapopulation nach alleiniger Zugabe von PBS ermittelt.
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Abb. 26: Dur chflusszytometrische Er gebnisse des Phagozytose-Tests
Abb. 26A zeigt das durchflusszytometrische Messergebnis fur die Mikrogliapopulation nach
Zugabe von PBS. Dieses Ergebnis diente als Negativkontrolle zu den Phagozytoseraten der
Mikroglia fur nicht-opsonisierte (n-ops, Abb. 26B) und opsonisierte (ops, Abb. 26C) Staphylo-
kokken. Abb. 26D und E veranschaulichen den Auswertungsschritt zur Differenzierung der
Phagozytoseraten fur n-ops Staphylokokken gegentiber ops Staphylokokken.

Gleichwohl zeigte sich bereits bezliglich der Phagozytose der nicht-opsonisierten Staphylo-
kokken eine Tendenz zur Unterscheidung der Versuchsgruppen. Der Anteil positiver

Mikrogliazellen lag bei der Gruppe 1l im arithmetischen Mittel bei 56,0 % und somit um den
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Faktor 1,6 hoher als bel Hunden der Gruppe | und um den Faktor 1,9 héher als die Hunde der
Negativkontrolle. Die erhohte Phagozytoserate nicht-opsonisierter Staphylokokken bei
Hunden der Gruppe |1 wies statistisch jedoch keine Signifikanz auf.
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Abb. 27: Anteil Phagozytose-positiver Mikrogliazellen ex vivo

Als Vergleich der Phagozytoseraten fir nicht-opsonisierte (= n-ops) und opsonisierte (= ops)
Staphylokokken wurde ein Ansatz der Mikroglia mit PBS herangezogen. Der Anteil phagozytie-
render Mikrogliazellen war bei Gruppe Il tendenziell héher as bei Gruppe | und der Negativ-
kontrolle.

Fir die Phagozytose der opsonisierten Staphylokokken waren vergleichbare Resultate wie fir
die nicht-opsonisierten zu verzeichnen. Die Phagozytoserate der Mikroglia von Hunden der
Gruppe Il war auch hier hoher als die der Gruppe | (um den Faktor 1,3) und der Negativ-
kontrolle (um den Faktor 1,5). Die hohere Phagozytoserate der Hunde der Gruppe Il war
jedoch auch hier nicht statistisch signifikant.

In einem weiteren Auswertungsschritt wurde der Unterschied in der Phagozytoserate von
nicht-opsonisierten zu opsonisierten Staphylococcus aureus differenziert (vgl. Abb. 26). Dazu
wurde im Auswerteprogramm Cell-Quest® die nicht-opsonisierte Zellpopulation in der
Darstellung als Dot Plot mit den Parametern FI1 und SSC bis auf 2% der Zellen ausgegrenzt.

Das so gesetzte gate wurde fur die erneute Auswertung des Antells Phagozytose-positiver



126 Charakterisierung von Mikrogliazellen bel Hundestaupe

Mikroglia nach Opsonisierung der Bakterien beibehalten, um den Unterschied zu
verdeutlichen. Die Ergebnisse sind in Abb. 28 dargestellt.
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Abb. 28: Differenz der Phagozytoseraten der Mikroglia fur nicht-opsonisierte (= n-ops) und

opsonisierte (= ops) Staphylococcus aur eus

Diein Abb. 28 dargestellten Resultate dokumentieren, dass sich die Phagozytoseraten der drei
Versuchsgruppen fur opsonisierte Staphylokokken im Vergleich zu den nicht-opsonisierten
kaum unterschieden. Vielmehr zeigten die Werte innerhalb aler Versuchsgruppen grof3e
Schwankungen, ohne dass eine Abhangigkeit von der Versuchsgruppenzugehorigkeit und
somit der ZNS-Lasionen vorhanden ist. Die Opsonisierung der Bakterien fuhrte bel alen
Hunden zu einer stimulierten Phagozytose (Vergleich der Raten fir opsonisierte und nicht-
opsonisierte Bakterien). Im arithmetischen Mittel der Gruppe Il war eine Steigerung der Rate
um das 6,6fache, fur die Gruppe | um das 7,1fache und fur die Negativkontrolle um das

6,9fache zu verzeichnen.

Neben der Ermittlung des prozentualen Anteils phagozytierender Mikrogliazellen interessierte
auch die Intensitdt der Phagozytose. Als ihr relatives Mal3 diente die Betrachtung der
mittleren Fluoreszenzintensitét. Das Ergebnis ist in Abb. 29 dargestellt. In Bezug auf die
Phagozytoseintensitét fielen wiederum deutliche Unterschiede zwischen den Gruppen I, |

und der Negativkontrolle auf.
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Abb. 29: Phagozytoseintensitat der Mikroglia ex vivo
Als Vergleich der Phagozytoseintensitét der Mikroglia fur nicht-opsonisierte (= n-ops) und
opsonisierte (= ops) Staphylokokken wurde ein Ansatz der Mikroglia mit PBS herangezogen. Die
Phagozytoseintensitét der Gruppe Il war deutlich héher als bei Gruppe | und der Negativkontrolle.

Fir die nicht-opsonisierten Staphylokokken zeigte sich bereits eine deutliche Phagozytose-
intensitdt der Mikroglia. Dabel wies die Mikroglia der Hunde der Gruppe Il die grofite
Phagozytoseintensitdt auf. Sie war im arithmetischen Mittel mit statistischer Signifikanz
(p<0,05) um den Faktor 4 hoher als bel den Hunden der Gruppe | und den Hunden der
Negativkontrolle.

Bel den opsonisierten Staphylokokken entfaltete die Mikroglia der Hunde der Gruppe I
wiederum die grofite Phagozytoseintensitét. Im Vergleich zu der Gruppe | war sie um das
4,7fache und im Vergleich mit der Negativkontrolle um das 5,5fache hoher. Die aufregulierte
Phagozytoseaktivitdt der Mikroglia der Hunde der Gruppe Il war statistisch hoch signifikant
(p<0,001).

Um eine Steigerung der Phagozytoseintensitét nach Opsonisierung beurteilen zu kénnen, fand
die Auswertung in analoger Weise zur Bestimmung der Phagozytoserate statt. Dem-
entsprechend wurde das fur die Differenzierung der Phagozytoserate von n-ops zu ops
gesetzte gate erneut verwendet. Es diente somit auch als Grundlage der Differenzierung der
Phagozytoseintensitét der Mikroglia ohne (n-ops) und mit Opsonisierung (ops) der Bakterien.
Das Resultat ist in Abb. 30 dargestellt.
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Abb. 30: Differenz der Phagozytoseintensitdt der Mikroglia fur nicht-opsonisierte (= n-ops) und

opsonisierte (= ops) Staphylococcus aur eus

Die Mikroglia der Hunde der Gruppe Il wies eine deutlich héhere Phagozytosentensitét
sowohl fur nicht-opsonisierte als auch fir opsonisierte Staphylokokken auf. Im Vergleich zur
Negativkontrolle waren die Werte fur die nicht-opsonisierten um das 7,3fache und fir
opsonisierte Staphylokokken um das 9,2fache hoher. Es zeigten sich vergleichbare Werte im
Verhdtnis der Gruppe Il zur Gruppe | (6,4fach hohere Werte fir nicht-opsonisierte und
7,2fach hohere Werte fur opsonisierte Staphylokokken). Fur diese Intensitétssteigerung der
Phagozytose konnte eine statistische Signifikanz ermittelt werden (p < 0,05 %).

4.2.8 Untersuchung der Expression von Oberflachenmolektlen auf M onozyten im

Verlauf des Challenge-Versuchs (Tag 6 p.i. biszur Euthanasie)

Nach der Isolierung der PBMCs wurden die Monozyten anhand ihrer Groéf3e und Granularitét
identifiziert und in ein gate eingefasst. Die Expression folgendender Oberfl&chenmolekile auf
Monozyten wurde vom 6. Tag nach Challenge/Belastungsinfektion im Abstand von zwel bis
drei Tagen bis zur Euthanasie der Hunde gemessen: CD18, CD11b, CD45, CD44, CD14,
CD1c, B7-1, B7-2und MHC .

Mittels der Expression von CD3, CD4, CD8a und CD21 konnte eine Kontamination mit
Lymphozyten bzw. die Genauigkeit des gesetzten gates um die zu untersuchenden Monozyten

Uberprift werden. Da der prozentuale Antell positiver Zellen fir diese Antigene jedoch sehr
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niedrig war, kann von einer vernachldssigbar geringen Kontamination mit Lymphozyten

ausgegangen werden.

Die Ergebnisse der Messtage wurden jeweils as arithmetischer Mittelwert fir die Hunde der
Gruppe | und der Gruppe Il zusammengefasst und miteinander verglichen. Der Vergleich der
Mittelwerte beider Gruppen ist in Kurvendiagrammen dargestellt. Dazu wurden auf der
Abszisse die Messtage, auf der Ordinate die Expressionsrate bzw. die Expressionsdichte
verzeichnet.

Bei Betrachtung der durchflusszytometrischen Ergebnisse der indirekten Membranimmun-
fluoreszenz wird deutlich, dass der Anteil positiver Monozyten fir die Expression von CD18,
CD11b, CD45, CD44 (nur bis Tag 10 p.i. gemessen), CD14, B7-2, CD3, CD4, CD8a, CD21
und MHC | von Tag 6 p.i. bis zur Euthanasie kaum eine Verdnderung aufweist (s. auch
SCHREINER 2001). Die nachfolgende Tabelle zeigt die arithmetischen Mittelwerte der
Expression des jeweiligen Oberflachenmolekils.

Prozentualer Antell
Auf Monozyten .
. : exprimierender Monozyten

exprimiertes Antigen (X)
CD18 95,3

CD11b 92,8

CD45 95,7

CD44 93,2

CD14 68,7

B7-2 74,0

MHC 93,9

Tab. 11: Expression von Oberflachenantigenen auf Monozyten im Verlauf des Challenge-Versuchs

Die Werte fur den Anteil exprimierender Monozyten entspricht dem arithmetischen Mittel aller
Hunde an alen Messtagen.

Exemplarisch sind fir MHC | und CD14 der Anteil positiver Monozyten im Verlauf des
Challenge-Versuchs dargestellt (s. Abb. 31).
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Abb. 31 Prozentualer Anteil MHC | und CD14 positiver Monozyten im Verlauf des Unter suchungs-
zeitraumesvom Tag 6 p.i. biszur Euthanasie

Der prozentuale Anteil positiver Monozyten fir CD1c stieg bel der Gruppe | im Verlauf der
Untersuchung vom Tag 6 p.i. (30,1 %) bis zum Tag 30 p.i. (97,0 %) kontinuierlich an.
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Abb. 32: Prozentsatz CD1c-positiver Monozyten von Tag 6 p.i. bis zur Euthanasie
Die aufgetragenen Werte entsprechen den Mittelwerten der Gruppe | im Vergleich zu den
Mittelwerten der GruppellI.
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Am Tag der Euthanasie wiesen die Werte einen deutlichen Abfall im Vergleich zum Tag 30
p.i. auf (im arithmetischen Mittel aller Hunde der Gruppe | um 38,7 %). Insgesamt stiegen im
Untersuchungszeitraum auch die Werte fur die Gruppe 1l an, sie wiesen jedoch einige
Schwankungen auf. Die Werte fur die Gruppe | lagen im arithmetischen Mittel um 13,9%
hoher als die Werte der Gruppe 11 (s. Abb. 32).

Der Anteil B7-1 exprimierender Monozyten erhthte sich bei beiden Versuchsgruppen im
Verlauf des Untersuchungszeitraumes vom 13. Tag p.i. bis zum Tag 27 bzw. 31 p.i. Die
Werte stiegen bel Gruppe | von 9,1% am Tag 13 p.i. bis auf 58,1% am Tag 27 p.i. und fir
Gruppe Il von 7,6% am Tag 13 p.i. bis auf 75% am Tag 30 p.i. — diese Zunahme B7-1
exprimierender Monozyten war jedoch nicht so stark ausgepragt, wie fir CD1c. Im Anschluss
an Tag 27 bzw. 31 p.i. war fur beide Versuchsgruppen ein Abfall der Werte zu verzeichnen
(s. Abb. 33).
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Abb. 33: Prozentsatz B7-1-positiver Monozyten von Tag 6 p.i. bis zur Euthanasie
Die aufgetragenen Werte entsprechen den Mittelwerten der Gruppe | im Vergleich zu den
Mittelwerten der Gruppe lI.

Bel Betrachtung der Ergebnisse fir die mittlere Fluoreszenzintensitdt waren im Verlauf des
Untersuchungszeitraums fir CD11b, CD1c, B7-2 und MHC | Schwankungen in der
Expression der Oberflachenmolekille zu verzeichnen. Im Allgemeinen war zunéchst eine
aufregulierte Expression bis Tag 24 bis 27 und daraufhin eine Abregulation der Expression zu
verzeichnen (s. Abb. 34).
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Abb. 34: Aufregulation der Expressionsdichtevon CD1c, MHC |, B7-2 und CD11b auf Monozyten
Die mittlere Fluoreszenzintensitét gilt als relatives Mal3 der Expressionsdichte der Oberflachen-
molekile.

Fur CD 18, CD 45, CD 44, CD 14 und B7-1 wurden keine Verdnderungen in Bezug auf die
Expressionsdichten der Oberflachenmolekiile im Untersuchungszeitraum beobachtet.
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5 Diskussion

Mit der vorliegenden Arbeit sollten zwei Ziele erreicht werden: Neben der Etablierung einer
Methode zur Isolierung caniner Mikroglia in Anlehnung an andere Spezies, sollte als
Schwerpunkt die immunphanotypische und funktionelle Charakterisierung der Mikroglia ex
vivo bel Hunden erfolgen, die nach Staupevirusinfektion typische ZNS-L&sionen mit
Demyelinisierung aufwiesen. Es konnten deutliche Unterschiede zu gesunden Hunden heraus-
gestellt werden, auf deren Grundlage Rickschlisse auf den Beitrag der Mikroglia zur

Pathogenese der Staupe gezogen werden konnen.

Die Staupevirus-Studie fand im Rahmen eines Impfstoffversuchs mit Challenge-Infektion in
der Schweiz statt. Als Probanden wurden 20 gleichaltrige Swiss-Beagle aus zwei Wirfen der
gleichen SPF-Zucht herangezogen, um eine aters- bzw. genetisch-bedingte Beeinflussung der
Ergebni sse weitestgehend auszuschliefen.

Waéhrend es inzwischen einige Studien tber die Funktionen der Mikroglia anderer Speziesim
normalen und erkrankten ZNS auf der Grundlage von In-vitro-Versuchen gibt, wurden
Untersuchungen an ex vivo isolierten Mikrogliazellen bisher nur selten (HEIN et al. 1995)
und beim Hund noch nicht durchgefihrt. In der hier vorliegenden Arbeit wurde somit zum
ersten Mal eine Untersuchung der Mikroglia ex vivo bei Hundestaupe durchgeftihrt. Dadurch
sollten In-vitro-Studien erganzt werden, um Uber pathogenetische Vorgange in vivo
Erkenntnisse zu gewinnen. Hundestaupe fungiert neben EAE bel Nagetieren (WEKERLE et
al. 1986) as Tiermodell fur Multiple Sklerose, um pathogenetische Vorgange, die zur
Demyelinisierung fuhren, zu erforschen. Staupe hat als Modell jedoch den Vortell, eine
natlrliche Infektionskrankheit zu sein.

In der folgenden Diskussion wird zunachst auf die methodischen Aspekte der Isolierung
caniner Mikroglia und deren phanotypische Charakterisierung eingegangen. Im Anschluss
daran werden die Ergebnisse des Virusnachweises und der immunphéanotypischen und
funktionellen Untersuchung der Mikroglia ex vivo bel Hundestaupe sowie der Vergleich der
Mikroglia mit den Monozyten bewertet. Abschlief3end wird die mogliche Beeinflussung der

Pathogenese der ZNS-L &sionen durch die Mikroglia erortert.
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51 Methode der Mikrogliaisolierung

Die canine Mikroglia wurde mittels Dichtegradientenzentrifugation nach dem Vorbild der
Methoden von SEDGWICK et a. (1991) und FORD et al. (1995) zur Isolierung von Ratten-
Mikroglia gewonnen. Diese Methoden wurden modifiziert und die Voraussetzungen und
Parameter zur erfolgreichen Isolierung caniner Mikroglia im Rahmen von Vorversuchen
festgelegt.

Zunéchst wurde das Gehirngewebsmaterial in einem Dichtevorgradienten (bestehend aus den
PerkollO-Dichten 1,124 und 1,030g/ml) zur groben Vorreinigung und Eliminierung von
Myelin und Zelldebris zentrifugiert. Zur differenzierten Aufreinigung wurde die aus dem
Dichtevorgradienten oberhalb der 1,124 g/ml-Dichtestufe isolierte Zellpopulation auf den
Dichtehauptgradienten aufgebracht. Wie in Vorversuchen aufgrund immunphanotypischer
Identifizierung gezeigt werden konnte, sammelte sich die canine Mikroglia nach
Zentrifugation oberhalb der Dichten von 1,077 und 1,066 g/ml PerkollO spezifisch an. Die
Ansammlung der Mikroglia oberhalb zweier Dichten wurde auch bei anderen Spezies
beobachtet und ist als Resultat ihrer unterschiedlichen Grofde anzusehen (SEDGWICK et al.
1991; FORD et al. 1995; HEIN et al. 2000), die durch unterschiedliche Entwicklungs- bzw.
Funktionsstadien bedingt sind.

Die Dichtegradientenzentrifugation stellt eine zuverldssige und sichere, jedoch arbeits-
aufwendige Methode zur Isolierung caniner Mikroglia dar. Aus den 10-159g eingesetztem
Gehirngewebsmaterial konnten 3 - 7 x 10° Mikrogliazellen mit einer Reinheit von 62 % bzw.
—nach dem Setzen eines Auswertungsfensters — von 86-98 % isoliert werden. Dieses Resultat
ist als gut zu bewerten und mit den bel anderen Spezies erhaltenen Resultaten vergleichbar.
Allerdings missen bei Versuchen an Nagetieren mehrere Gehirne gepoolt werden, um eine so
hohe Zellzahl zu gewinnen (FORD et a. 1995; HANSEN, 1999). Beim Hund kdnnen gezielt
Mikrogliazellen aus Gehirnregionen mit vermuteten Lasionen isoliert und untersucht werden.
Eine parallele histopathol ogische Untersuchung der betroffenen Gehirnregion am selben Tier
ist moglich.
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52 Immunphanotypische Charakterisierung caniner Mikroglia

Die Mikroglia sollte — wie von FORD et al. (1995) beschrieben — durch die spezifische
Expression von CD11b/c" und CD45" identifiziert werden. In den Vorversuchen wurde
jedoch ermittelt, dass canine Mikroglia im Unterschied zu caninen Monozyten und zu
Mikroglia anderer Spezies nur in sehr geringem Ausmald CD45 exprimiert (s. 4.1.9.1), was
eine Identifizierung der Mikrogliapopulation anhand dieses Charakteristikums ausschloss.

Daher wurde eine aternative Methode der Identifizierung caniner Mikroglia herangezogen.
Die konstitutive Expression von CD18, CD11b und CD11c auf Mikrogliawurde bereitsin der
Literatur beschrieben und CD18 hatte sich in der Immunzytochemie als exzellenter Marker
fur Mikroglia erwiesen (AKIYAMA u. MCGEER 1990; TIPOLD et a. 1999). Daher wurde
die gleichzeitige Expression von CD18, CD11b und CD11c als Merkmal zur Identifizierung
herangezogen und ergab in der Durchflusszytometrie positive Ergebnisse fir die isolierte
homogene Zellpopulation relativ kleiner Zellen (s. 4.2.5.1). Immunhistochemisch wurde
dieses Resultat durch zuverldssige Anfarbung der Mikrogliazellen mit CD18, CD11b und
CD11c bestétigt.

Fir die in dieser Studie ermittelte sehr geringe Expression von CD45 gibt es verschiedene

Erklarungsansétze:

Ein defekter Antikorper als Grund fir die geringe Anfarbung des CD45 auf Mikrogliazellen
kann ausgeschlossen werden, da die indirekte Membranimmunfluoreszenz an Monozyten
uneingeschrankt die erwarteten positiven Ergebnisse lieferte. Der arithmetische Mittelwert
betrug 94,2 %. Die Funktionalitdt des Antikorpers gegen CD45 ist somit nachgewiesen und
kann nicht als Grund fir ein falsch-negatives Ergebnis herangezogen werden.

Eine sterische Behinderung des Antikorpers gegen CD45 aufgrund gleichzeitiger Zugabe des
Antikorpers gegen CD18 bzw. CD11b oder CD11c kann nicht fur die geringe bis fehlende
Anfarbung des CD45 der caninen Mikroglia verantwortlich gemacht werden. In den Vor-
versuchen wurden zusétzlich Farbungen durchgefihrt, bei denen der Antikdrper gegen CD45
der einzige primére Antikorper war. Auch mit dieser Methode war keine CD45-Expression
der Mikrogliafeststellbar.

FORD et al. (1995) stellen dar, dass CD45 auf der Mikroglia wesentlich geringer exprimiert
wird as auf Leukozyten. Dies legt die Vermutung nahe, dass die Expression des CD45 auf
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caniner Mikroglia so gering ist, dass die Detektionsgrenze mit den Methoden der indirekten
MIF und der anschlief3enden Messung in der Durchflusszytometrie nicht erreicht wird. Als
Reaktion auf entzindliche Verénderungen wurde jedoch eine Aufregulation der Expression
des CD45 beobachtet, die vergleichbare Werte wie bei Leukozyten erreicht (FORD et al.
1995). In dieser Studie konnte jedoch keine aufregulierte Expression des CD45 bel Hunden
mit virusinfizierten Mikrogliazellen und staupebedingten Lasionen im ZNS (=Gruppe II)

beobachtet werden.

Da verschiedene epitoprestringierte Antikorper gegen CD45, die Leukozyten farben konnten,
bei Mikroglia auch nur eine geringgradige Farbung erzeugten (Ergebnisse nicht gezeigt), liegt
die Vermutung nahe, dass dieses Ergebnis nicht auf eine fehlende Epitoperkennung

zuriickzufhren ist.

Spezies-Unterschiede des Immunphanotyps der Mikroglia von Maus, Ratte und Mensch in
der Expression einzelner Molekiile sind beschrieben (STREIT 1995). Daher ist anzunehmen,
dass die sehr geringe Expression des CD45 auf caniner Mikroglia eine Spezifitat des Hundes
darstellt.

Die Verunreinigung der isolierten Mikrogliazellpopulation mit anderen Zellen, wie z.B.

L eukozyten, kann aufgrund folgender Uberlegungen und Ergebnisse ausgeschl ossen werden:

Eine wichtige Voraussetzung um eine Verunreinigung zu vermeiden, war eine effektive
Perfusion des Gehirns. Durch die Perfusion wurde der Grof3teil der Blutzellen entfernt, bevor
ihre Diffusion aus der Blutbahn in das Gehirngewebe nach postmortaler Stase des
Blutkreislaufs stattfinden konnte. Die Perfusion konnte durch das blass rosafarbene Aussehen
und das Fehlen prominenter Blutgefal3e bel Gehirnentnahme bzw. bel der histopathologischen
Untersuchung bestétigt werden.

Durchflusszytometrisch konnte nachgewiesen werden, dass die isolierte Zellsuspension —
aulder der als Mikroglia identifizierten relativ homogenen Population — kaum andere Zellen

mit abweichender Morphol ogie enthielt.

Eine differenzierte Unterscheidung von Mikrogliazellen und kontaminierenden Zellen bietet
zudem die Betrachtung der Immunphanotypen. Monozyten exprimieren einen charakteristi-
schen Phanotyp von CD11b/ct und CD45"" was sie deutlich von der Mikroglia unter-
scheidet (CD11b/c" und CD45™: FORD et al. 1995). Durchflusszytometrisch konnte das
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Vorhandensein von Monozyten aufgrund des Fehlens von Zellen mit diesem Immunphanotyp
ausgeschlossen werden. T-Lymphozyten zeigen eine Expression von CD3 und CD4 bzw.
CD8a, wahrend B-Lymphozyten CD21 exprimieren. Der Anteil CD3-, CD4-, CD8a- und
CD21-exprimierender Zellen war jedoch sehr niedrig, so dass von einer vernachléssigbar ge-
ringen Kontamination der Mikrogliapopulation mit Lymphozyten ausgegangen werden kann
(s.4.25.9).

Das Vorhandensein von Gehirnzellen, wie Astrozyten, Oligodendrozyten und Neuronen, kann
ebenfalls anhand des Immunphénotyps ausgeschlossen werden. Keine dieser Zellen zeigt eine
Expression von CD18, wéhrend die untersuchten Zellen im arithmetischen Mittel zu 93,3%
CD18 exprimierten. Astrozyten hétten zudem eine Aufregulation von CD44 gezeigt
(ALLDINGER et a. 2000); die untersuchte Mikroglia wies jedoch nur eine marginae

Expression und keine Aufregulation bel Staupe auf.

Anhand dieser Uberlegungen kann als gesichert gelten, dass in den durchgefiihrten
funktionellen Studien tatsachlich die von der Mikroglia vermittelten Funktionen untersucht

wurden und keine Verfélschung durch andere Zellen vorliegt.

53 Staupevirusnachweisin Mikrogliazellen und Histopathologische

Unter suchung

Auf der Grundlage der histopathologischen Diagnose wurden die 20 Staupevirus infizierten

Hunde in zwei Gruppen eingeteilt:

Gruppe | umfasste 13 Hunde, die sich nach anfanglicher Krankheitsphase erholten und bis auf
vereinzelte Mikrogliaknotchen keine Veranderungen im ZNS aufwiesen. Zu den Hunden der
Gruppe | zéhlte auch Hd. 18, der nicht-immunisierten Positivkontrollgruppe des Impfstoff-
versuchs. Die Genesung eines infizierten ungeimpften Hundes stimmt mit Beobachtungen aus
vorhergehenden Studien mit experimentellen Staupeversuchen tberein (TIPOLD et al. 1999),
bei denen eine genetisch bedingte Resistenz als mogliche Begrindung angefuhrt wurde. Als
Abweichung von der physiologischen Norm wurden im ZNS von Hd. 18 - wie auch bel zwei
anderen Hunden, die geimpft waren — histopathologisch Mikrogliakndtchen diagnostiziert.
Auch diese Beobachtung korreliert mit Ergebnissen aus friheren Staupeinfektionsversuchen

(TIPOLD et a. 1999). Obwohl bei keinem der drei Hunde Staupevirus nachgewiesen werden
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konnte, spricht das Vorhandensein der Mikrogliaknétchen fir eine transiente Présenz des
Virusim ZNS (TIPOLD et al. 1999).

Die Ubrigen sieben infizierten Hunde zeigten mittelgradige bis fulminante Staupe-L&sionen
mit Demyelinisierung im ZNS, was zur Zuordnung zur Gruppe Il fihrte. Sie wiesen zudem

Symptome einer systemischen Staupe auf.

Zwel Hunde des gleichen Alters und dergleichen Rasse wurden as Negativkontrolle heran-

gezogen. Ihr ZNS zeigte erwartungsgemal’ keinen besonderen Befund.

Mittels des monoklonalen Antikoérpers D110 konnte mit Hilfe immunhistochemischer
Untersuchungen Staupevirus in den ZNS-Lasionen mit Demyelinisierung beobachtet werden
(=Gruppe I1). Mit Hilfe der Durchflusszytometrie konnte gezeigt werden, dass Mikroglia-
zellen zu einem hohen Prozentsatz dabei Staupevirus infiziert sind. Immunhistochemisch
wurde Virus nur im Bereich der Lasion gesehen. Nachdem die Mikrogliazellisolierung von
einem gofderen Bereich um den vierten Ventrikel erfolgte und nicht nur gezielt aus den
Regionen mit Demyelinisierung, wurden die infizierten Mikrogliazellen sozusagen verdinnt.
Esist anzunehmen, dass direkt im Lasionsbereich der grofdte Teil der Mikrogliazellen infiziert
ist. Bel den anderen Hunden (Negativkontrolle und Gruppe I) verlief der immunhisto-
chemische und durchflusszytometrische Virusnachweis negativ. Das Vorhandensein virus-
infizierter Mikrogliazellen bei Hunden der Gruppe Il legt die Frage nahe, ob aus dieser
Infektion eine verdnderte Funktion der Mikroglia resultiert und infolge dessen die
Pathogenese der Staupe-Lasionen und Demyelinisierung durch die Mikroglia beeinflusst

wird.

Staupevirusnachweis mit Hilfe der Durchflusszytometrie bei permeabilisierten Zellen ist eine
praktikable Methode und konnte durch immunhistochemische Untersuchungen bestétigt
werden. Der Vorteil der Durchflusszytometrie liegt jedoch in der Einzelzelluntersuchung. So
konnte in dieser Studie erstmals nachgewiesen werden, dass neben Astrozyten Mikroglia

zellen im Lasionsbereich hochgradig virusinfiziert sind.
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54 Immunphanotypische Charakterisierung der Mikroglia ex vivo bei

Staupe

Das ZNS wurde lange as immunologisch privilegiertes Organ angesehen. Dendritische
antigenprésentierende Zellen waren bisher im Gegensatz zu anderen Organen nicht
identifiziert (PERRY u. GORDON 1988). In den letzten Jahren wurde dieses Konzept
kontrovers diskutiert, nachdem unter anderem die Expression von MHC gefunden wurde. Als
Zelle, die vorrangig MHC exprimierte, konnte die Mikroglia identifiziert werden (STREIT
1989). Anhand verschiedener Forschungsergebnisse hat sich das Bild vom immunologisch

privilegierten ZNS weiter gewandelt.

Mikrogliazellen werden als grundsédtzliche Immuneffektorzellen des Gehirngewebes
(GIULIAN 1987) angesehen. Im Rahmen pathologischer Veranderungen des ZNS entfalten
sie ihr immunologisches Potential. Dabei zeigen sie charakteristische Aktivitéten von
Makrophagen (in Form unspezifischer Phagozytose von Antigen) und von professionellen
antigenprésentierenden Zellen. Diese funktionellen Merkmale spiegeln sich auch in dem
charakteristischen Phanotyp der Mikrogliawider (ULVESTAD et a. 1994a).

Die Mikroglia wird als wichtigste antigenpr&sentierende Zelle (APC =antigen presenting
cell) des ZNS angesehen. Beim Menschen scheint sie gemald WILLIAMS et al. (1992) und
ULVESTAD et a. (1994a) as Effektor und Regulator der Demyelinisierung eine zentrale
Rolle zu spielen. Als professionelle antigenprésentierende Zelle muss sie verschiedene
Voraussetzungen erflllen: Sie muss befahigt sein, Antigen zu internalisieren und zu
prozessieren, um auf beiden Klassen von MHC-Molekilen Antigen présentieren zu kdnnen.
Zusédtzlich zu MHC | und Il muss die Mikroglia as antigenprésentierende Zelle co-
stimulierende Signale (B7-1 und B7-2) exprimieren, die die Proliferation der T-Zellen als
immunkompetente Zellen und ihre Differenzierung zu Effektorzellen steuern. Eine
Expression von Molekulen fur die Bindung von T-Zellen ist Voraussetzung fur die sich
anschlieffenden adhasiven Interaktionen. Im Folgenden sollen die Ergebnisse der Unter-

suchung der Mikrogliaex vivo im Hinblick auf die Funktion als APC betrachtet werden.

Der Anteil MHC |- und MHC I1-exprimierender Mikrogliazellen ex vivo war mit 95,6 %
(MHC 1) und 93,4% (MHC I1) im arithmetischen Mittel fur alle Hunde sehr grof3 (s. 4.2.5.6).
Dabel war kein Unterschied zwischen Hunden mit ZNS-L&sionen aufgrund der Staupe-
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infektion (Gruppe 1) im Vergleich zu Hunden ohne besonderen Befund im ZNS (Gruppe |)
feststellbar. In Bezug auf die Expressionsdichte war jedoch eine signifikante Aufregulation
fiar MHC | und MHC 11 bei Hunden der Gruppe Il feststellbar. Diese Aufregulation wurde
auch bei Virusinfektionen und pathologischen Veranderungen des ZNS anderer Atiologie
beobachtet (MCGEER et al. 1988; STREIT et a. 1988; SEDGWICK et a. 1991; THOMAS
1992; DAVISet al. 1994; GEHRMANN u. KREUTZBERG 1995).

Als Ausnahmen zeigten auch Hd. 12 und Hd. 18 der Gruppe | eine aufregulierte Expression
der beiden Oberflachenmolekiile, allerdings nicht so ausgepragt, wie bel den Hunden der
Gruppe Il. Dies ist im Zusammenhang mit der vermuteten transienten Infektion des ZNS der
beiden Hunde mit Staupevirus zu betrachten. Die Aufregulation der MHC-Molekile spricht
fur eine verstarkte Présentation von Antigen durch die Mikroglia

Die Expression der MHC-Molektleist ein Hinweis daftr, dass es sich bel Mikrogliazellen um
immunkompetente Zellen des Nervensystems handelt. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der
Antigen-Prasentation zur Vermittlung der T-Zellantwort im Rahmen der immunologischen
Effektorfunktion der Mikroglia (STOLL u. JANDER 1999). Mit Hilfe von MHC | kann die
Mikroglia Staupeviren aus dem Zytosol prozessieren und die Peptide den CD8'-T-Zellen
présentieren, die bei Hundestaupe sehr friihzeitig vor allem in der weil3en Substanz auftreten
(TIPOLD et a. 1999; WUNSCHMANN et al. 1999). Mittels MHC Il kann von Mikroglia-
zellen phagozytiertes Antigen prozessiert und eine Interaktion mit den CD4'-T-Zellen
induziert werden. Eine Aufregulation von MHC |l konnte immunhistochemisch bereits von
ALLDINGER et a. (1996) bei Staupeenzephalitis gezeigt werden.

Auch im gesunden ZNS ist das Vorhandensein einer Zellpopulation, die konstitutiv MHC 11
exprimiert, wichtig fur die Kapazitét von T-Zellen, Fremd- oder Autoantigene zu erkennen
(WEKERLE et a. 1986). Eine konstitutive Expression von MHC 1 wird durch den hohen
Prozentsatz MHC Il-exprimierender Mikrogliazellen bel den Hunden 21 und 22 nahegel egt.

Neben den klassischen Molekilen zur Antigenprésentation (MHC | und 11) exprimiert die
canine Mikroglia ex vivo au3erdem CD1c (75,6 % im arithmetischen Mittel, s. 4.2.5.2), von
dem angenommen wird, dass es der Présentation nicht-peptidischer Lipid- und Glykolipid-
Antigene dient (JANEWAY u. TRAVERS 1997; BUSSHOFF et al. 2001).
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In Bezug auf die Dichte des exprimierten CD1c konnte bei Hunden der Gruppe Il eine
signifikante Aufregulation im Vergleich zur Negativkontrolle und zur Gruppe | festgestellt
werden und zwar vor alem bei den Hunden mit fulminanter Demyelinisierung. Eine
Aufregulation der Expression wurde auch bel EAE gefunden (BUSSHOFF et al. 2001), die
ein oft genutztes Modell fur Studien von ZNS-Entziindungen mit Demyelinisierung und ein
gut etabliertes Modell fur MS ist (WEKERLE et al. 1986). Die Aufregulation der Expression
von CD1c spricht fur eine Aktivierung der Mikroglia und weist auf das Potential as
antigenprésentierende Zelle hin. Die prasentierten Lipid- oder Glykolipid-Antigene in dieser
Studie konnten aus zwel Quellen stammen: Die aufregulierte Expresson von CD1c
korrelierte mit einem positiven Staupevirusnachweis in der Mikroglia, so dass das présentierte
Antigen zum einen von Bestandteilen der Virus-Lipidhille stammen kdnnte. Zum anderen
konnten die prasentierten Antigene Myelinbestandteile darstellen, die im Rahmen der
Demyelinisierung bel nervaler Staupe an Integritdt verlieren und von der Mikroglia als
Myelindebris phagozytiert werden. Der Umstand, dass bei Hunden mit histopathologisch
diagnostizierter Demyelinisierung eine signifikante Aufregulation der Expressionsdichte von
CD1c feststellbar war, unterstreicht diese These. Aus der Prasentation von Myélin-
bestandteilen durch die Mikroglia l&sst sich Uberdies ein Erklarungsansatz fir das Auftreten
von Autoantikdrpern gegen Myelin in der chronischen Phase der nervalen Hundestaupe
(KRAKOWKA et a. 1973) herleiten.

Die Ubereinstimmenden Ergebnisse der Aufregulation von CD1c auf Mikrogliazellen ex vivo
bei EAE (BUSSHOFF et a. 2001) und — hier — bei Hundestaupe legen ein Modell nahe, das
fur CD1c eine wichtige Rolle bel Erkrankungen des ZNS mit Demyelinisierung vorsieht.
Weitere Studien bei Erkrankungen anderer Atiologie sind nétig, um abzuklaren, ob dieses
Reaktionsmuster fur demyelinisierende Erkrankungen spezifisch ist.

Die canine Mikroglia exprimierte ex vivo B7-2 und zu einem geringeren Prozentsatz B7-1,
wobel der Anteil B7-1-positiver Mikrogliazellen bel Hunden der Gruppe |1 um den Faktor 5,1
hoher war als bei der Gruppe |. Fur die Expressionsdichte der beiden B7-Molekile konnte fur
die Hunde der Gruppe Il eine signifikante Aufregulation im Vergleich zur Gruppe | und zur
Negativkontrolle ermittelt werden. Rattenmikroglia zeigte im Unterschied dazu ex vivo keine
Expression von B7-1 und B7-2 (FORD et al. 1995, s. auch 4.2.5.5).
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Eine Expression von B7-1 und die Aufregulation dieses Antigens bei Aktivierung mit IFN-g
sowie in MS-Lasionen wurde auch bei humanen Mikrogliazellen in vitro gefunden
(WILLIAMS et al. 1994a). In Co-Kultivierungsversuchen mit CD4"-T-Zellen wurde ein
Clustering der T-Zellen um die aktivierte Mikroglia beobachtet (WILLIAMS et al. 19944;
ULVESTAD et a. 1994a). Eine deutliche, diffuse Ansammlung von T-Zellen wurde in
Ubereinstimmung dazu auch in demyelinisierten ZNS-L&sionen bei Hundestaupe beobachtet
(TIPOLD et a. 1999) und zwar vermehrt dort, wo die Mikroglia eine eindeutige Aktivierung
aufwies (TIPOLD et a. 1999). Diese Resultate reflektieren die Fahigkeit der caninen
Mikroglia, costimulatorische Molekille zur Differenzierung der T-Zellen zu exprimieren, und
sprechen mit den Ergebnissen der Expression von MHC |, MHC Il und CD1c fir eine
zentrale Rolle der Mikrogliain der Vermittlung der zelluléren Immunantwort, die bei Hunden

mit Staupevirus-infizierten Mikrogliazellen deutlich verstarkt ist.

Als Adhasionsmolekil auf antigenprésentierenden Zellen wird unter anderem das
Oberflachenmolekil |CAM-1 beschrieben (JANEWAY u. TRAVERS 1997). Es bindet an
das T-Zdll-Integrin LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen-1) und vermittelt so die
Adhésion, die zur Abtastung der Zelle auf von MHC-Molekllen prozessiertem Antigen
wichtig ist. ICAM-1 wurde in dieser Ex-vivo-Studie zu 90,8 % im arithmetischen Mittel aller
Hunde auf der caninen Mikroglia exprimiert. Die Expressionsdichte war bel Hunden der
Gruppe Il im Vergleich zu Gruppe | signifikant aufreguliert. Die Hunde 4, 12 und 18 der
Gruppe | zeigten ebenfalls eine leicht erhohte Expressionsdichte (s. 4.2.5.4). Bei den beiden
zuletzt genannten Hunden handelt es sich um die Probanden, die in der histopathol ogischen
Untersuchung Mikrogliaknétchen aufwiesen, was als eine transiente Virusinfektion des ZNS
gedeutet werden kann (TIPOLD et a. 1999). Auch die aufregulierte Expressionsdichte des
ICAM-1 bei den Hunden 12 und 18 kann somit als Indiz der transienten Infektion gelten. Der
hohe Antell ICAM-1 exprimierender Mikroglia spricht — wie die Aufregulation der
Expressionsdichte bel Hunden der Gruppe |1 — fir eine Funktion der Mikroglia as antigen-
présentierende Zelle, die im Rahmen einer Virusinfektion die Anzeichen einer Aktivierung
aufweist. Die Expression von ICAM-1 vermag zusétzlich die Ansammlung von T-Zellen an
Stellen mit aktivierter Mikroglia (TIPOLD et al. 1999) zu erklaren. ICAM-1 wird zudem auf



Diskussion 143

Endothelzellen exprimiert (JANEWAY u. TRAVERS 1997), was die T-Zelle nach Bindung
befahigt, die BlutgefaBwande zu durchqueren.®

Zur Adhasion von T-Zellen dienen unter anderem die Integrine (JANEWAY u. TRAVERS
1997). Canine Mikroglia exprimiert konstitutiv die Integrine CD18, CD11b und CD11c, wie
von AKIYAMA u. MCGEER (1990) fur andere Spezies dargestellt. Wéhrend in der Literatur
fur ale drei Integrine eine aufregulierte Expression bei pathologischen Verénderungen im
Gehirngewebe beschrieben wird (STREIT et a 1989; AKIYAMA u. MCGEER 1990), ist in
dieser Studie lediglich die Aufregulation der Expression von CD11b beobachtet worden. Sie
konnte erwartungsgemal’ nur bel Hunden der Gruppe |1 festgestellt werden (s. 4.2.5.1).

Durch die Aufregulation des Oberflachenmolekils CD11b auf der Mikroglia gibt es
vermehrte Bindungsstellen, z.B. fir Leukozyten aus dem Blut, die im Rahmen der
Immunabwehr aus der Blutbahn zu den Entziindungsherden migrieren. Auch die aufregulierte
Expression von CD11b kann als Erklarung fur das in friheren Versuchen bei Hundestaupe
beobachtete Clustering der T-Zellen um aktivierte Mikroglia (TIPOLD et al. 1999) heran-

gezogen werden.

Alle Oberflachenmolekile, die bel Hunden mit staupevirusinfizierter Mikroglia und ZNS-
L&sionen mit Demyelinisierung eine Aufregulation ihrer Expressionsdichte aufwiesen (MHC
| und II, CD1c, B7-1 und B7-2, ICAM-1 und CD11b), erflllen Aufgaben im Rahmen der
Immunabwehr. Sie sind charakteristische Merkmale fir eine klassische antigenprésentierende
Zelle und zudem wichtig fur die Einwanderung und Adhasion von Lymphozyten und Mono-
zyten aus dem Blut. Obwohl die Funktion der Mikroglia als antigenprasentierende Zelle in
vivo noch nicht gesichert ist (THOMAS 1992) weist der ex vivo ermittelte charakteristische
Phanotyp sehr stark auf diese Aktivitdt der Mikroglia hin.

Im Rahmen der Immunantwort wird der Mikroglia zudem Makrophagen-Aktivitat
zugeschrieben, die sich im Immunphanotyp der Mikroglia widerspiegelt (ULVESTAD et al.
1994a). Makrophagen sind zur Phagozytose durch Antikorper oder Komplement opsonisierter
sowie zur Erkennung und Phagozytose nicht-opsonisierter Pathogene fahig. Dazu besitzen sie

Die Expression von ICAM-1 auf Endothelzellen wurde in der hier présentierten Studie nicht
gemessen.
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verschiedene Oberflachenrezeptoren, mit denen sie sowohl die opsonisierten Partikel als auch
Elemente, die in vielen Pathogenen enthaten sind, erkennen kénnen. Diese Oberflachen-
rezeptoren auf Makrophagen sind z.B. CD11b/CD18 (= CR3 oder Mac-1), CD11c/CD18
(=CR4) und CD14. Sowohl CR4 als auch CD14 binden spezifisch bakterielle Lipopoly-
saccharide (LPS). Im Folgenden soll die Aktivitdt der Mikroglia als Makrophage diskutiert

werden.

In dieser Studie wurde die Expression von CD14 auf caniner Mikroglia untersucht. Im
arithmetischen Mittel aller Hunde lag der Anteil exprimierender Mikrogliazellen bel 62,0 %.
Die Expression auf humaner Mikroglia wurde von BECHER u. ANTEL (1996) dargestellt,
wobei die Expressionsdichte als gering beschrieben wird. Auch auf caniner Mikroglia war die
Expressionsdichte von CD14 im Unterschied zu den fir canine Makrophagen berichteten
Werten (TIPOLD et al. 1998) sehr gering. Uber eine Aufregulation konnte aufgrund von
Problemen in der Versuchsdurchfihrung keine Aussage getroffen werden (s. 4.2.5.7). In
Bezug auf den Anteil CD14 exprimierender Zellen bestent eine grolRe Ahnlichkeit zwischen
Makrophagen und Mikroglia, beztglich der Expressionsdichte besteht jedoch eine weitere
Moglichkeit zur Unterscheidung der beiden Zellpopulationen.

Die Expression von CD44 fungiert as Zielsigna fir Lymphozyten, indem sie die
Lymphozyten Uber Interaktionen mit Hyaluronsaure zu spezifischen Effektorlokalisationen
fdhrt. Von der caninen Mikroglia wird CD44 nur zu einem geringen Prozentsatz exprimiert,
was in Ubereinstimmung zu Angaben in der Literatur steht (ALLDINGER et al. 2000). Dabei
war kein Unterschied zwischen den Hunden der Gruppen | und 11 und der Negativkontrolle
vorhanden. In Bezug auf die Expressionsdichte war auch keine Aufregulation bei Hunden der
Gruppe Il feststellbar (s. 4.2.5.8). Dieses Resultat stimmt ebenfalls mit den Beobachtungen
von ALLDINGER et al. (2000) Uberein, die eine Aufregulation von CD44 in Staupel&ésionen
mit Demyelinisierung nur fir Astrozyten beschreiben. Die hier fehlende Aufregulation dient
somit auf der einen Seite dem Ausschluss einer Kontamination mit Astrozyten, auf der
anderen Seite kann eine Beteiligung von CD44 auf Mikrogliazellen am Prozess der friihen
Demyelinisierung weitestgehend ausgeschl ossen werden.

Der Nachweis von CD11d verlief — wie auch in vorangegangenen Untersuchungen des ZNS
bei Staupe (TIPOLD et al. 1999) — negativ (s. 4.2.5.1). CD11d scheint auf caniner Mikroglia
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nicht exprimiert zu sein. Ebenso verlief auch der Nachweis von 1D11 negativ (s. 4.2.5.3).
Dieses Oberflachenmolekdil ist vor alem auf interstitiellen, dendritischen Zellen vorhanden.
Entgegen der Beschreibung des Immunphanotyps aktivierter Mikroglia bei Ratten (FLARIS
et a. 1993) wies die canine Mikroglia in dieser Studie keine Expression von CD4 auf (s.
4.2.5.9).

Insgesamt bestétigen die immunphanotypischen Untersuchungen, dass Mikroglia viele
morphologische und phanotypische Charakteristika mit Makrophagen und antigen-
présentierenden Zellen teilt. lhre dendritische Morphologie, die Phagozytose-Kapazitat (s.
5.5.2) und ihr Potential zur T-Zell-Stimulation befdhigen die Mikroglia hervorragend dazu,
Funktionen im Rahmen einer immunologischen Uberwachung zur Aufrechterhaltung der
Homoostase, wie auch als immunologische Effektorzelle bel pathologischen Veranderungen
innerhalb des ZNS wahrzunehmen (ULVESTAD et a. 1994a). Die immunphanotypischen
Eigenschaften zusammen mit der Fahigkeit, als Makrophage zu fungieren und immun-
modulatorische Substanzen zu produzieren, legen nahe, dass Mikrogliazellen tatsachlich eine
zentrale Rollein einer Art intrinsischem Immunsystem des Nervensystems spielen.

55 Funktionelle Charakterisierung der Mikroglia ex vivo bel Staupe

Bei Aktivierung im Rahmen pathologischer Verdnderungen im ZNS zeigen Mikrogliazellen
— as die Immuneffektorzellen des Gehirngewebes — neben den Eigenschaften als APC
zusétzlich charakteristische Funktionen von Makrophagen (DEL RIO-HORTEGA 1932;
GIULIAN 1987; ULVESTAD et a. 1994a). Diese umfassen neben der Phagozytose die
Synthese einer Vielzahl potentiell schadlicher Faktoren (NATHAN 1987), wie z. B. reaktive
Sauerstoffintermediate (ROS =reactive oxygen species;, RUULS et al. 1995), deren Bildung
in dieser Studie untersucht wurde. Die Abgabe der ROS erfolgt nach entsprechender
Stimulation in einer explosionsartigen Kaskade, dem sogenannten , respiratory burst* (auch
»oxidative burst”).
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55.1 Bildung reaktiver Sauer stoffmetaboliten
ROS (reactive oxygen species)

Ziel der Untersuchung der ROS-Bildung war es, eine as Folge der Hundestaupe vorhandene
funktionelle Aktivierung der Mikroglia anhand eines erhohten , respiratory-burst® mit Frei-
setzung von ROS nachzuweisen. Dazu musste zunéchst eine unterschiedliche Voraktivierung
der Mikroglia als Konsequenz ihrer Isolierung (z. B. mechanisches Reiben durch ein Sieb,
Erwérmung auf 37 °C), die eine gewisse Stimulation hervorrufen kénnte, ausgeschlossen bzw.
ausgeglichen werden (s. 3.2.13.1). Obwohl bei allen Hunden die Methode der Isolierung der
Mikrogliain gleicher Weise vorgenommen wurde, erfolgte vor Zugabe der Trigger fir 15 min
bei 37°C eine Vorinkubation der Mikroglia aller Hunde, um die Vergleichbarkeit der ROS-
Bildung sicherzustellen. Die in dieser Studie gemessenen Unterschiede in Bezug auf die

Bildung von ROS sind somit als Folge der Staupevirusinfektion in vivo anzusehen.

Die Ergebnisse des ROS-Bildungs-Tests veranschaulichen sehr deutlich, dass die Mikroglia
nach Aktivierung durch Staupevirusinfektion eine potente Quelle reaktiver Sauerstoff-
intermediate darstellt. Die Hunde der Gruppe Il (mit typischen ZNS-Lé&sionen und
Demyelinisierung) wiesen fur den Antell ROS-positiver Mikrogliazellen an der untersuchten
Population signifikant erhohte Werte im Vergleich zu den Hunden der Gruppe | und der
Negativkontrolle auf (s. 4.2.7.1).

Als Ausnahmen erwiesen sich die Hunde 4, 12 und 13 der Gruppe I, die fir den prozentualen
Anteil ROS-positiver Mikroglia relativ hohe Werte aufwiesen, die vergleichbar mit denen der
Gruppe Il waren. Die Hunde 12 und 13 fielen in der histopathol ogischen Untersuchung durch
das Vorhandensein von Mikrogliaknétchen auf, die fir eine transiente Infektion des ZNS mit
Staupevirus sprechen: Die erhohten Werte fir den Anteill ROS-positiver Mikroglia kénnten
die noch bestehende Aktivierung der Mikroglia reflektieren.

Auch bezlglich der Intensitét der ROS-Bildung wurden signifikant héhere Werte fur die
Hunde der Gruppe Il ermittelt. Wéhrend die Hunde 4, 12 und 13 der Gruppe | bel der
Bestimmung des Anteils ROS-positiver Mikroglia von den Ergebnissen ihrer Gruppenmit-
glieder abwichen, stimmten sie beziiglich der Intensitdt mit ihnen Gberein. Bel diesen Hunden
bildeten also viele Zellen ROS, jedoch mit einer geringen Intensitét. Die Intensitdt der ROS-

Bildung dokumentiert entsprechend noch deutlicher die unterschiedliche funktionelle
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Aktivierung der Mikroglia aufgrund der Staupevirusinfektion mit histopathologisch
diagnostizierter Demyelinisierung.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass Mikroglia eine deutliche und ausgeprégte Kapazitét zur
Bildung von ROS aufweist. Diese ist nach Aktivierung der Mikroglia bei Hunden mit
staupevirus-infizierten Mikrogliazellen und typischen ZNS-Lasionen mit Demyelinisierung
sowohl durch einen signifikant htheren Anteil ROS-produzierender Mikrogliazellen als auch
—und vor alem — durch eine signifikant erhthte Intensitdt der ROS-Bildung gekennzeichnet.
Vergleichbare Ergebnisse wurden auch bei Studien der mit Demyelinisierung einhergehenden
EAE bel Mausen erzielt. Hier war eine signifikant erhéhte, spontane und durch Triggerung
mit PMA induzierte ROS-Bildung im Vergleich zu gesunden Kontrollen beobachtet worden
(RUULS et a. 1995). Die verstarkte Bildung von ROS fihrt zur Peroxidation von Lipiden
und Glykolipiden, die Bestandteile von Myelin sind, was wiederum eine Degeneration der
Myelinscheiden zur Folge hat. Dabei kann das Vorhandensein von — in der Mikroglia
nachgewiesenen — Eisen-lonen eine katalytische Rolle spiden (GRIOT et a. 1990). Fir
canine Makrophagen wurde nach Infektion mit Staupevirus in vitro kein signifikanter
Unterschied in Bezug auf die Bildung von ROS festgestellt (BRUGGER et al. 1992), sie
waren jedoch trotz Virusinfektion funktionell aktiv. Die in dieser Studie im Unterschied dazu
ex vivo untersuchten Mikrogliazellen, die auf nattrlichem Wege virusinfiziert waren, zeigen
sogar eine gesteigerte Aktivitét. Die Infektion der Mikroglia bewirkt also nicht deren
Suppression, wie es fur Lymphozyten beobachtet werden konnte (SCHREINER 2001).

In Bezug auf die Intensitét der ROS-Bildung ist eine quantitative und qualitative Unter-
scheidung der eingesetzten Trigger moglich. Fir ale drei eingesetzten Trigger finden sich
Beschreibungen in der Literatur, die sie als effektive Stimulatoren der ROS-Bildung bei
Monozyten/Makrophagen oder der Mikroglia beschreiben (HETIER et al. 1988;
SUZUMURA et a. 1991; AGULLO et a. 1995; RUULS et al. 1995; SMITH et a. 1998;
TIPOLD et a. 1998; POSSEL et a. 2000; FRANK 2000). Wie bereits in Zellkulturversuchen
beobachtet, kdnnen Mikroglia und periphere Makrophagen dabei jedoch unterschiedliche
Reaktionen auf die gleichen stimulierenden Signale zeigen (SMITH et a. 1998). So sind
markante Unterschiede anhand der Ergebnisse fUr die Trigger feststellbar. Jeweils die
stérksten Effekte (Anteil positiver Mikroglia und Intensitdt der ROS-Bildung) zeigte PMA in
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einer Konzentration von 100nmol/l, gefolgt von PMA in Kombination mit Ca-lonophor
A 23187. LPS stellte sich als am wenigsten effektiver Trigger heraus. Im Vergleich dazu wird
LPS bei caninen Makrophagen als guter Trigger beschrieben (TIPOLD et al. 1998).

Die minime Reaktion der Mikroglia auf Triggerung mit LPS konnte in Zusammenhang mit
der beobachteten geringen Expressionsdichte von CD14 stehen, der einen Rezeptor fir LPS
darstellt (JANEWAY u. TRAVERS 1997). Die hothere Expressionsdichte von CD14 auf
Makrophagen in Kombination mit der berichteten Effektivitét des LPS fir deren Triggerung
ist als Beweis hierfUr heranzuziehen. Eine Aufregulation von CD14 konnte aufgrund von
Problemen in der Versuchsdurchfihrung nicht beobachtet werden. Erkrankungen des ZNS
aufgrund bakterieller Infektionen kénnten diesen Mechanismus im Rahmen einer Immun-
antwort der Mikrogliazellen verstarkt ansprechen. In diesem Fall wére auch eine stérkere
Effektivitdt der Triggerung der Mikroglia durch LPS zu erwarten.

55.2 Phagozytose-Test

Zunéchst wurden die Mikrogliazellen — wie bei den Untersuchungen zur ROS-Bildung — fur
15 min bei 37°C vorinkubiert, um eine Beeinflussung des Phagozytose-Tests durch eine
mogliche Aktivierung der Mikroglia bei ihrer Isolierung (ex vivo) auszuschlief3en
(s.3.2.13.2). Die Ergebnisse der unterschiedlichen Phagozytoseaktivitdt sind daher
wahrscheinlich auf eine Aktivierung der Mikrogliazellen in vivo aufgrund der stattgefundenen
Staupevirusinfektion zurtickzufihren.

Die canine Mikroglia zeichnete sich durch eine intensive Phagozytose der FITC-markierten
Staphylococcus aureus aus (s. 4.2.7.2). Diese war bereits sehr stark ausgepragt, ohne dass die
Bakterien durch Serum opsonisiert waren. Das kann zum einen bedeuten, dass die Mikroglia
mit gleicher Herkunft wie die Monozyten als Makrophage per se eine starke Phagozytose-
kapazitdt aufweist, zum anderen, dass der Vorgang der Isolierung zu einer weiteren
Aktivierung der Mikroglia und infolge dessen zu einer verstéarkten Phagozytoseaktivitét
gefuhrt hat.

Durch die Opsonisierung wurde generell eine weitere Steigerung der Phagozytoseintensitéat
und des prozentualen Anteils phagozytierender Mikrogliazellen erreicht. Das Ausmald der

jeweiligen Steigerung war jedoch unabhangig von der Gruppenzugehorigkeit der Hunde.
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Der Anteil phagozytierender Mikrogliazellen als auch die Intensitét der Phagozytose ist bei
Hunden der Gruppe Il signifikant hther als bei den Hunden der Gruppe | und der Negativ-
kontrolle. Dieses Resultat gibt die Aktivierung der Mikroglia in vivo as Antwort auf die
Staupevirusinfektion wider und dokumentiert, dass die Mikroglia wahrscheinlich schon in
Vivo eine verstéarkte Phagozytoseaktivitét aufwies und sich zum dritten Funktionsstadium, der
»phagozytierenden Mikroglia® (STREIT et al. 1988, KREUTZBERG 1996), entwickelt hat.
Fur canine Makrophagen wurde nach Infektion mit Staupevirus in vitro kein signifikanter
Unterschied in Bezug auf die Phagozytoseaktivitét festgestellt (BRUGGER et a. 1992), was
die unterschiedliche Reaktion der beiden Zelltypen auf Staupevirusinfektion zeigt, bzw. die
Limitation von reinen In-vitro-Experimenten, wo die komplexe Zusammenarbeit von

verschiedenen Zellpopul ationen fehlt.

Die Stimulierung der Phagozytose bel der Opsonisierung wird Uber Fc- und Komplement-
rezeptoren vermittelt (ULVESTAD et a. 1994b u. ¢). Die letztgenannten erkennen spezifisch
auf Pathogenen gebundene Komplementkomponenten, binden sie und erleichtern so die sich
anschlieffende Phagozytose (VAN DER LAAN et al. 1996; JANEWAY u. TRAVERS 1997).

Rezeptoren fur den Fc-Tell von Immunglobulinen sind auf phagozytierenden Zellen,
einschliefdlich Monozyten und insbesondere Mikroglia, sehr stark exprimiert. Es wird
geschétzt, dass pro Mikrogliazelle 10* oder mehr FcgRI-Rezeptor-Molekiile vorhanden sind
(MCGEER et a. 1993).

Die Integrine CD18, CD11b und CD1lc, die die Komplementrezeptoren CR3 und CR4
bilden, sind auf der caninen Mikroglia konstitutiv exprimiert. CR3 und CR4 binden spezifisch
an inaktive Formen der Komplementkomponente C3b und stimulieren so die Phagozytose
(JANEWAY u. TRAVERS 1997). Die konstitutive Expression dieser Antigene, besonders
des CRS3, gpricht fur eine generelle Befdhigung der Mikroglia zur Phagozytose von
opsonisierten und nicht-opsonisierten Pathogenen (ULVESTAD et a. 1994b; VAN DER
LAAN et a. 1996). Das konnte durch Versuche mit dem Antikorper gegen CR3 gezeigt
werden, wobei aus der Bindung des Antikorpers eine Inhibition der Phagozytose resultierte
(MOSLEY u. CUZNER 1996).

Fir CD11b war eine aufregulierte Expression bei Hunden der Gruppe Il zu beobachten. Bei

ihnen wies die Mikroglia zudem eine verstéarkte Phagozytoserate und einen héheren Antell
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phagozytierender Mikrogliazellen auf. Die aufregulierte Expression des CR3 kann als
Grundlage fir eine verstdrkte Phagozytose herangezogen werden, da aufgrund der
effizienteren Bindung von opsonisierten Pathogenen die Phagozytose erleichtert ist.

Zusammenfassend |asst sich sagen, dass Mikrogliaim Rahmen der Immunantwort bei Hunde-
staupe als aktiver Makrophage fungiert. Das impliziert eine gesteigerte Phagozytose der bei
Hundestaupe vermehrt vorhandenen geschéadigten Zellen und Myelinbestandteile.

5.6 Vergleich der Immunphanotypen von Mikroglia ex vivo und

M onozyten

Fur die Expression der Mehrzahl der Oberflachenmolekile wurde fur Monozyten und
Mikroglia eine grolRe Ubereinstimmung festgestellt (s. 4.2.6). Fur CD45, CD44 und ICAM-1
wurde jedoch eine unterschiedliche Expression ermittelt. Wahrend der prozentuale Anteil
CD45- und CD44-exprimierender Monozyten wesentlich hdher lag als bei der Mikroglia,
verhielt es sich fur ICAM-1 umgekehrt. Die unterschiedliche Expression von Oberflachen-
molekllen — insbesondere des CD45 — ermdglicht eine Differenzierung zwischen Monozyten
(CD11b/c" und CD45"¥", FORD et al. 1995) und Mikroglia (CD11b/c* und CD45°Y, FORD
et a. 1995). Sie bestétigt, dass bei der durchflusszytometrischen Messung Mikrogliazellen
und keine perivaskulédren Makrophagen untersucht wurden bzw. die Mikrogliapopulation
nicht mit Monozyten kontaminiert war, da Zellen mit entsprechender Expression nicht

gemessen wurden.

Die Expression des Hyaluronsaurerezeptors CD44 vermittelt die Adhasion der Monozyten an
andere immunkompetente Zellen. Das ist fir verschiedene Interaktionen im Rahmen der
Immunabwehr von Bedeutung. Zudem wird eine Adhé&sion an vaskul&res Endothel vermittelt,
die (im Rahmen der Immunantwort) die Voraussetzung zur Extravasation und Migration zu
Entziindungsherden schafft. CD44 ist somit ein Aktivitdtsmarker. Die gemessene hohe
Expression in dieser Studie kann V oraussetzung fur das rasche Einwandern von Monozyten in
das ZNS bei Hundestaupe sein.

Ein weiteres Adhasionsmolekdl ist ICAM-1, das auf den Monozyten jedoch nur in sehr
geringem Mal3e exprimiert wird. Es vermittelt die Interaktionen mit T-Zellen und ist wichtig
fur die Antigen-Erkennung auf den MHC-Molekilen (JANEWAY u. TRAVERS 1997). In
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der Anfangsphase der Erkrankung wird bei Hundestaupe eine starke |mmunsuppression, auch
der T-Zellantwort (SCHREINER 2001) gesehen. Trotzdem kommt es zu einem frihen
Einwandern dieser Lymphozyten (TIPOLD et al. 1999) und zu einem Auftreten von
aktivierten T-Zellen (SCHREINER 2001). Die Aktivierung der wenigen verbliebenen Zellen

kann daher durch die Beeinflussung der Monozyten bedingt sein.

5.7 Unter suchung der Expression von Oberflachenmolektilen auf

Monozyten im Verlauf des Challenge-Versuchs

Die Oberflachenantigene CD18, CD11b, CD45, CD44, CD14, B7-2 und MHC | wurden
konstant von einem hohen Anteil Monozyten aller Hunde exprimiert (s. 4.2.8). Diese
Expression spricht fir eine wichtige Rolle der Monozyten im Rahmen der |mmunantwort.

Fir den Anteil CD1c- und B7-1-exprimierender Monozyten wurde im Verlauf der Studie bei
Gruppe | und Gruppe Il ein Anstieg festgestellt. Dieses Ergebnis spricht fur eine verstérkte
Rolle der Monozyten bei der Présentation (glyko-) lipider Antigene (CD1c) sowie bei der Co-
Stimulation von T-Lymphozyten (B7-1) im Rahmen ener stattgefundenen Staupevirus-
infektion.

In Bezug auf die Expressionsdichte wurden fir CD18, CD45, CD44, CD14 und B7-1 keine
Anderungen im Verlauf des Challenge-Versuchs festgestellt. Fir CD11b, CD1c, B7-2 und
MHC | wurden jedoch zunéchst Auf- und schliefdlich Abregulationen der Expressionsdichten
der Monozyten beider Versuchsgruppen beobachtet. Dieser Immunphanotyp legt eine
Funktion der Monozyten im Rahmen der zelluldren Immunabwehr bel Staupevirusinfektion
nahe. Dementsprechend wurde im Verlauf der Studie von den Monozyten vermutlich
verstarkt sowohl peptidisches as auch (glyko-) lipides Antigen préasentiert (MHC | und
CD1c). Die aufregulierte Expression von CD11b spricht fir eine effizientere Adhasion von T-
Zellen zur Erkennung prasentierter Antigene. Aul3erdem vermittelt eine aufregulierte
Expresson von CD11lb eine erleichterte Phagozytose von Pathogenen. Durch eine
aufregulierte Expression von B7-2 kann vermutlich eine verstérkte Co-Stimulation von T-

Z€ellen erreicht werden.

Im Ergebnis zeigten auch die Monozyten im Verlauf des Challenge-Versuchs Zeichen einer

Aktivierung. Sie sind als immunologische Antwort der systemischen Staupevirusinfektion zu
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deuten und bestétigen die Resultate von BRUGGER et al., der Makrophagen in vitro nach

Staupevirusinfektion untersuchte (1992).

5.8 Beeinflussung der Pathogenese von Staupe-L asionen im ZNS durch die

Mikroglia

Im Allgemeinen wird angenommen, dass eine direkte Interaktion von CDV mit Astrozyten
und Oligodendrozyten das initiale Ereignis in dem bei akuter Hundestaupe zu beobachtenden
demyelinisierenden Prozess ist (VANDEVELDE et al. 1982b; ZURBRIGGEN et al. 1998).
Anhand von In-vito-Studien beim Menschen wird Uberdies vermutet, dass die Mikroglia
aufgrund ihrer makrophagendhnlichen Funktion as Effektor und Regulator fir die
Demyelinisierung von zentraler Wichtigkeit ist (WILLIAMS et al. 1992; ULVESTAD et al.
199%4a).

Der in der vorliegenden Studie beobachtete Immunphénotyp der Mikroglia spiegelt ihre
Funktionen als APC und intrinsischer Makrophage des ZNS wider (s. 5.4). Mdglichkeiten zur
Beeinflussung der Pathogenese der Demyelinisierung durch die Mikroglia sollen hier anhand

der ermittelten Ergebnisse diskutiert werden.

Die Mikroglia exprimiert wichtige Oberflachenmolekile zur Interaktion mit T-Zellen: die
beiden MHC-Molekile und CD1c zur Antigenprasentation, B7-1 und B7-2 as co-
stimulierende Molekile sowie ICAM-1 und die Integrine zur Vermittlung der Zelladhasion.
Im Rahmen der Staupevirusinfektion weist die Mikroglia Anzeichen einer Aktivierung auf,
die unter anderem durch die aufregulierte Expression dieser Oberflachenmolekile
dokumentiert wird. Eine Aufregulierung der Mikroglia sowie eine aufregulierte Expression
von MHC Il bei Staupe wurde bereits bei vorhergehenden Studien beschrieben
(ALLDINGER et a. 1996; TIPOLD et al. 1999).

Die Aufregulation der Expressionsdichte der genannten Oberflachenmolekile bildet die
Grundlage der Vermittlung einer T-Zellantwort. Eine solche Interaktion der Mikroglia mit T-
Zellen ist in vitro beobachtet worden. In Co-Kultivierungsversuchen mit CD4'-T-
Lymphozyten resultierte ein Clustering der T-Zellen um die Mikroglia und es wurde eine
gemischte Lymphozyten-Reaktion initilert (WILLIAMS et a. 1994a; ULVESTAD et 4.
19944). Eine deutliche diffuse Ansammlung von T-Zellen wurde in Ubereinstimmung dazu
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auch in demyelinisierten ZNS-L&sionen bel Hundestaupe beobachtet (TIPOLD et al. 1999).
Diese frihe T-Zellantwort, die wahrscheinlich gegen CDV im ZNS gerichtet ist, exitiert,
obwohl zu diesem Zeitpunkt eine ausgepragte |mmunsuppression dominiert (TIPOLD et al.
1999).

Inwiefern die T-Zellen zur Demyelinisierung beitragen konnen, ist zur Zeit noch nicht
bekannt. Denkbar ist eine Sekretion von Zytokinen, die den Prozess der direkten Gewebs-
zerstérung durch das CD-Virus noch verstarken (TIPOLD et a. 1999). Eine solche Mikroglia
vermittelte Zytotoxizitdt ist auch in Kklinischen Fallen von MS entscheidend in
Gewebsschaden mit Funktionsverlust involviert (Ubersicht bei SMITH 1999). Dabei wird
vermutet, dass die Sekretion von TNF-a durch aktivierte T-Zellen (CHABOT et a. 1997)
einen wesentlichen Beitrag leistet. In vitro wurde gezeigt, dass TNF-a einen zytotoxischen
Effekt auf Myelin und Oligodendrozyten, die myelin-formierenden Zellen, ausibt (SELMAJ
u. RAINE 1988).

Die Akkumulation von Immunzellen im ZNS in den frihen Stadien der Erkrankung
erleichtert zudem die spétere Entwicklung einer lokalen Immunantwort und damit in
Verbindung stehender immunpathologischer Komplikationen (TIPOLD et a. 1999). Die
Expression der B7-Molekile auf der Mikroglia beféhigt sie dazu, eine T-Zell-Aktivierung zu
initiieren und fortzufihren (WILLIAMS et a. 1994a) um Virusclearance zu erreichen. Bel
einer langer andauernden viralen Infektion kdnnen neben der antiviradlen Antwort auch T-
Zellen z.B. fur Myelinproteine sensibilisiert werden. Das kann zur Bildung von
Autoantikdrpern gegen Myelin fihren (CERRUTI-SOLA et a. 1983; VANDEVELDE et d.
1986). Ahnlich wie bei Staupe wird auch bei EAE eine autoresktive Myelinzerstorung
beobachtet, verursacht durch zytotoxische T-Zellen.

Im Rahmen pathologischer Veranderungen im ZNS weist die Mikroglia typische
Eigenschaften gewebsspezifischer Makrophagen auf (DEL RIO-HORTEGA 1932; GIULIAN
1987; ULVESTAD et a. 1994a). Diese Eigenschaften umfassen die Synthese einer Vielzahl
potentiell schadlicher Faktoren (NATHAN 1987). In der vorliegenden Studie wurde fur die
Hunde der Gruppe Il eine deutliche Aktivitat der ROS-Bildung der Mikroglia ermittelt, die
signifikant die Aktivité bei den Hunden der Gruppe | und der Negativkontrolle tberschritt.
Eine verstérkte Kapazitdt der Mikrogliazellen zur ROS-Bildung wurde auch bei EAE
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beobachtet. Das legt eine Beteiligung an der Pathogenese der Demyelinisierung bei EAE nahe
(RUULS et al. 1995). Die Synthese von ROS durch Mikrogliazellen wird zudem als eine
Ursache der fortlaufenden Pathologie im ZNS von AIDS-Patienten in Betracht gezogen
(WILLIAMS et a. 1994b).

Myelin besteht vorwiegend aus Lipiden. In Reaktion mit ROS erfolgt eine Lipid-Peroxidation
und somit die Zerstorung des Myelins. Dies kann als Erklarung der selektiven Verletzlichkeit
der Oligodendrozyten und der durch sie formierten Myelinscheiden dienen (GRIOT et al.
1990). Die erhohte ROS-Synthese durch Mikrogliazellen konnte in vorliegender Studie bel
Hundestaupe erstmals ex vivo bewiesen werden. Bel Hundestaupe kommt esim Vergleich zu
anderen viralen Enzephalitiden des Hundes zu einer Uberwiegenden Infektion der weil3en
Substanz. Die beeinflussenden Komponenten — Oligodendrozyten, Myelin, Astrozyten und
virusinfizierte, aktivierte Mikroglia — sind allesamt an dieser Lokalisation im Gehirn

vorhanden, wo auch die Demyelinisierung dominiert.

Als typischer Makrophage zeigt die Mikroglia zudem Phagozytoseaktivitét, die bel Hunden
mit Demyelinisierung aufgrund CDV-Infektion des ZNS gesteigert ist. Vergleichbare
Ergebnisse wurden auch fir die demyelinisierenden Erkrankungen EAE und MS gefunden,

bei denen die Mikroglia eine Phagozytose von Myelin zeigte (SMITH et al. 1998).

Fur die Entfaltung der pathophysiologischen Phagozytoseaktivitét spielen die Expressionen
von Fc- und Komplementrezeptoren eine wichtige Rolle (VAN DER LAAN et a. 1996;
JANEWAY u. TRAVERS 1997). Die Expressionen dieser Rezeptoren werden aber auch mit
Demyelinisierungen in Verbindung gebracht, da im erkrankten ZNS auf Oligodendrozyten
gebundenes 1gG und Komplement gefunden wurde (ULVESTAD et a. 1994b und c).

Die Phagozytoseaktivitét ist zudem in Zusammenhang mit einer Stimulation zur Aufrecht-
erhaltung der Aktivierung der Mikroglia zu sehen. So wird die Phagozytose zum einen als
effizientester Stimulus zur Induktion der APC-Kompetenz von Mikrogliazellen beschrieben
(CASH u. ROTT 1994), zum anderen stellt sie einen potenten Trigger der ,,respiratory burst-
Aktivitét der Mikroglia dar (WILLIAMS et a. 1994c; MOSLEY u. CUZNER 1996), die
wiederum zur Demyelinisierung beitragt. Diese Zusammenhange spiegeln einen Zustand der
fortgefihrten Aktivierung der Mikroglia wider, in dem ein offensichtlicher negativer

Feedback-M echanismus zu fehlen scheint.
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Die genauen Vorgange, die in der akuten Phase der nervalen Staupe zur Demyelinisierung
fuhren, sind nicht eindeutig identifiziert. Eine Beteiligung der Mikroglia an der Pathogenese
(der Demyelinisierung) im Rahmen eines ,, Bystander-Mechanismus* erscheint anhand der in
der vorliegenden Studie ermittelten Ergebnisse als gesichert. Dabel ist besonders die
gesteigerte ROS-Bildung und die Beeinflussung von T-Zellen, die bel Hundestaupe gehauft
im ZNS beobachtet werden, hervorzuheben. Als Immuneffektorzelle im Rahmen der
Infektionsabwehr scheint nur ein sehr schmaler Grad der Balance zwischen den protektiven,

den defensiven und den destruktiven Eigenschaften der Mikroglia zu bestehen.

Die vorliegende Studie unterstreicht, dass Hundestaupe ein wichtiges Tiermodell fur Patho-
genesestudien der Demyelinisierung bleibt. Im Unterschied zu EAE hat dieses Modell den
Vorteil, eine natirlich vorkommende Erkrankung zu sein. Bei Hunden sind zudem am selben

Tier Verlaufsuntersuchungen und Therapiestudien moglich.

Fir die Spezifitdt dieser Resultate fur Hundestaupe und Demyelinisierung spricht die
Tatsache, dass die starkste Mikrogliaaktivierung bei Hunden mit fulminanter
Demyelinisierung auftrat, wohingegen bel erst beginnenden Lasionen bzw. bei genesenen
Hunden die Aktivierung etwas weniger ausgeprdgt war. Weitere Studien bei anderen

Erkrankungen mif3ten allerdings diese Vermutung bestétigen.
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6 Zusammenfassung

Die Staupevirusinfektion des Hundes ist eine durch en Morbillivirus verursachte
hochkontagitse Infektionskrankheit. Die nervale Form geht im akuten Stadium mit einer
Demyelinisierung ohne Entziindungsreaktion einher. Die Pathogenese der Demyelinisierung

ist noch weitestgehend unklar.

Mikrogliazellen sind wichtige Immuneffektorzellen im ZNS. Im Rahmen pathologischer
Vorgénge entfalten sie ihr immunologisches Potential. Diese Zellart kénnte somit bei der
Pathogenese der Demyelinisierung bel Staupeléasionen im ZNS eine entscheidende Rolle
spielen. Ziel der Arbeit war es daher, im Rahmen eines Challenge-Experiments die Mikroglia
von Hunden mit staupetypischer Demyelinisierung im ZNS ex vivo in der Durchflusszyto-
metrie immunphanotypisch und funktionell zu charakterisieren und Unterschiede im
Vergleich zu nach Virusinfektion genesenen Hunden ohne besonderen Befund im ZNS bzw.

zu gesunden Hunden herauszustellen.

Zunéchst wurde die Methode der Isolierung caniner Mikroglia etabliert. Das Gehirn wurde
nach Perfusion und Entnahme in einem ersten Schritt mechanisch dissoziiert und an-
schlief3end enzymatisch aufgeschlossen. Nach Zentrifugation der so gewonnenen Gewebe-
suspension in einem PerkollO-Dichtevor- und -hauptgradienten sammelte sich die canine
Mikroglia oberhalb der Dichten 1,077 und 1,066 g/ml spezifisch an. Mikroglia wurde Uber die
durchflusszytometrisch ermittelte Expression von CD18 und CD11b/c identifiziert. Dieses
Expressonsmuster wurde mittels immunhistochemischer Untersuchung bestétigt. Die
Expression von CD45 auf caniner Mikroglia erwies sich im Unterschied zu anderen Spezies

als sehr gering.

Im Rahmen einer Impfstudie wurde die Mikroglia von 20 Hunden nach Challenge-Infektion
mit Staupevirus immunphéanotypisch und funktionell untersucht. Die Hunde wurden anhand
der histopathologischen Untersuchung des ZNS in zwel Gruppen eingeteilt; Hunde mit
staupetypischen ZNS-L&sionen und Demyelinisierung und genesene Hunde ohne histo-
pathol ogische Veranderungen bzw. mit vereinzelten Mikrogliaknétchen im Bereich des ZNS,
die vermutlich eine transiente Virusinfektion widerspiegeln. Als Kontrollgruppe dienten zwei

gleichaltrige gesunde Hunde derselben Rasse und desselben Wurfs. Fir die Gewinnung von
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Mikrogliazellen standen 10 bis 15g Gehirngewebe aus dem Bereich des
Kleinhirnbriickenwinkels zur Verfigung. Mittels Dichtegradientenzentrifugation konnten aus
diesem Material 3 - 7 x 10° Mikrogliazellen mit einer Reinheit von 62 % bzw. — nach dem

Setzen eines Auswertungsfensters — von 86-98 % gewonnen werden.

Bei Hunden mit staupetypischen Lasionen und Demyelinisierung im ZNS konnte Staupevirus
mittels des monoklonalen Antikdrpers D110 in ex vivo-isolierter Mikroglia nachgewiesen
werden. Dieser Staupevirusnachweis korrelierte mit dem immunhistochemischen Virusnach-
weis im ZNS. Zudem wies die Mikroglia bel diesen Hunden das immunphanotypische Profil
einer aktivierten Zelle mit einer aufregulierten Expression von CD11b, CD1c, ICAM-1, B7-1
und B7-2, sowie MHC | und Il auf. Dieses immunphanotypische Profil lasst auf folgende
Effektorfunktionen der Mikroglia schlief3en: Antigenprésentation, Co-Stimulation von T-
Zellen und Betelligung bei der Einwanderung und Vermittlung der Adhdrenz von

Lymphozyten und Monozyten.

Vergleichende Untersuchungen des immunphanotypischen Profils von Monozyten aus dem
peripheren Blut und der Mikroglia ergaben eine unterschiedliche Expression von CD44,
CD14, CD45 und ICAM-1. Im Verlauf der Chalenge-Infektion konnte bel Monozyten eine
Auf- und anschlief3ende Abregulation der Oberflachenmolekile CD11b, CD1c, B7-2 und
MHC | beobachtet werden. Dieser Immunphanotyp spiegelt die Funktionen der Monozyten,
wie Antigenprésentation, Interaktion mit Lymphozyten, Extravasation und Migration zum
Entzindungsherd, im Rahmen der Immunantwort nach Staupevirusinfektion wider.

Funktionell wurden bel der aktivierten Mikroglia bel Hunden mit Demyelinisierung sowohl
ein grolerer Antell ROS-bildender und phagozytierender Mikrogliazellen als auch deutlich
erhdhte Werte fur die Intensitdt der ROS-Bildung und der Phagozytose festgestellt als bei
Hunden ohne besondere Befunde im ZNS. Diese Ergebnisse sprechen fir eine Funktion der
Mikroglia as intrinsischer Makrophage des ZNS, dessen Funktion im Rahmen

pathophysiologischer Zusténde, wie die in dieser Studie untersuchte Staupe, verstarkt ist.

Die Ergebnisse der immunphanotypischen und funktionellen Charakterisierung der Mikroglia
ex vivo lassen eine entscheidende Rolle bel der Pathogenese der Demyelinisierung bei
Hundestaupe vermuten. Mikrogliazellen sind virusinfiziert, kbnnen Antigen prasentieren —

sowohl Virus Uber MHC | a's auch vermutlich Glykolipide tber CD1c, kdnnen tber eine Co-
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Stimulation zur T-Zell-Aktivierung beitragen und Uber verstérkte ROS-Bildung Myelin oder
die sehr empfindlichen myelinbildenden Oligodendrozyten direkt schadigen. Um die
Spezifitdt dieser Funktionen fir Hundestaupe bzw. Demyelinisierung feststellen zu kdnnen,
wéren weiterfihrende vergleichende Studien mit anderen Krankheiten notig, auf deren
Grundlage vielleicht auch adternative Therapiestrategien fur bisher nicht therapierbare
Erkrankungen mit Demyelinisierung entwickelt werden konnten.
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7 Summary

VeronikaM. Stein: Characterization of microgliain canine distemper

Canine distemper (CD) is a highly contagious infection caused by a morbillivirus. In the acute
phase of the disease CDV-infection (canine distemper virus infection) can lead to severe
demyelination in the central nervous system (CNS). As shown in former studies this might be
a direct effect of the virus infection. However, the influence of the immune system is not
completely understood. An early T-cell response was described, in the chronic phase
macrophages/monocytes enhance the lesions. As microglial cells show great phenotypic and
functional similarities to this cell-lineage their contributing role in the pathogenesis of
demyelination might be crucia. Studies to elucidate this question are lacking so far.
Therefore, the aim of this study was to isolate canine microglial cells to determine their
antigenic phenotype by using various surface markers and to characterize their functiona

features in dogs with distemper in comparison to healthy animals.

In the course of a vaccine-chalenge-experiment 20 dogs were infected with CDV and
euthanized 20-36 days after the infection. Two additional healthy dogs of the same age and
race served as negative controls. Following perfusion the brain was removed and 10 — 15g of
periventricular brain tissue was dissociated by mincing through a stainless-steel sieve and
enzymatically digested. By the use of density gradient centrifugation microglial cells could be
collected on the surface of the 1.077 and 1.066 densities as shown in preliminary studies.
Using this method we obtained about 3 - 7 x 10° cells at a purity of 62,0 % and ranging from
80 to 98 % after gating.

Histopathologically the dogs were divided into three groups: group | consisted of 13 infected
dogs without changes in the CNS except afew microglial nodules. These dogs recovered after
initial mild systemic symptoms of distemper. Group |l consisted of 7 dogs with distinct
lesions and different degrees of demyelination due to distemper. The third group consisted of
two non-infected control-dogs with normal brains. The following ex vivo studies were

performed:
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Using the monoclonal antibody D110 CDV could be demonstrated in microglial cellsin dogs
with histopathologically diagnosed demyelination due to distemper.

Various different dog-specific antibodies against surface molecules were used to characterize
the immuno-phenotype of microglia cells ex vivo. Canine microglia cells expressed CD18
and CD11b but despite description in other species expression of CD45 was very low.
Striking results were the increased expression of CD11b, CD1c, ICAM-1, B7-1 and B7-2,

MHC | und Il in dogs with demyelination compared to controls.

Microglial cells can be differentiated from monocytes by their different expression of CD44,
CD14, ICAM-1 and CD45. A contamination with perivascular macrophages could be
excluded in this study. However, in the course of the challenge experiment also monocytes
revealed an upregulation followed by downregulation of the surface molecules CD11b, CD1c,
B7-2 and MHC | reflecting the multiple functions of monocytes during CDV infection such as
antigen presentation, interaction with lymphocytes, extravasation and migration to the lesion

site.

Release of reactive oxygen species (ROS) was measured by flow cytometry techniques. Dogs
with demyelination due to distemper virus infection showed increased ROS-generation
compared to healthy control dogs.

Phagocytic activity of microglial cells was determined by measuring the ingestion of FITC-
labelled Staphylococcus aureus by flow cytometry. In dogs with demyelinating lesions in the
CNS due to distemper virus infection phagocytosis was enhanced.

The results of our ex vivo examinations point at a pivotal role for microglia in the
pathogenesis of demyelination in the acute phase of CDV infection. Microglial cells show a
distinct activation by means of functionality and immuno-phenotype: they are infected with
CDV, are capable to present antigen (through MHC-molecules as well as through CD1c),
express co-stimulatory molecules for T-cells activation and can contribute directly to myelin
destruction or oligodendroglial pathology through increased release of ROS. Therefore the
contribution to demyelination in the acute phase of the disease is highly probable. Whether
this functional and immuno-phenotypical pattern of microglia is specific for demyelination
due to CDV infection or corresponds to other CNS-diseases remains to be explored. In

conclusion these results could offer new perspectives for therapeutic approaches.
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