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Aus den Instituten fiir Tierneurologie' (Prof. Dr. M. Vandevelde) und Veterindir-Virologie (Prof. Dr. E. Peterhans) der Univer-

sitdt Bern

MAKROPHAGEN BEI DER ZENTRALNERVOSEN
HUNDESTAUPE: FREUNDE ODER FEINDE?

C.GRIOT', T.BURGE, S. BRIGGER', A. RICHARD', E. PETERHANS, M. VANDEVELDE

ZUSAMMENFASSUNG

Gehirnmakrophagen spielen im ZNS eine wichtige
Rolle. In dieser Ubersichtsarbeit werden einige biologi-
sche Eigenschaften der Gehirnmakrophagen sowohl
im Tier als auch in der Zellkultur erlautert. Die ver-
schiedenen Methoden und Kriterien zur Identifikation
dieser Zelltypen mittels histochemischen und immu-

* nozytochemischen Methoden sowie deren morpholo-
gische Eigenschaften werden beschrieben. Im zweiten
Teil wird die moégliche Beteiligung der Gehirnmakro-
phagen an der Entstehung der Staupeenzephalitis dar-
gelegt. Wir haben zeigen kOnnen, dass Gehirnmakro-
phagen in Zellkulturen, die mit Staupevirus infiziert
sind, durch Antikiirper gegen das Staupevirus (im Li-
quor und Serum von an Staupe erkrankten Hunden) ak-
tiviert werden. Die Stimulation der Gehirnmakropha-
gen durch diese Antikérpér erfolgt iiber einen Fc- re-
zeptorabhingigen Mechanismus und hat eine Sekre-
tion von toxischen Sauerstoffderivaten zur Folge. De-
_ren mogliche Beteiligung an der Pathogenese der Stau-
peenzephalitis ‘werden diskutiert.

SCHLUSSELWORTER: Antivirale Antikérper
- Chemllummeszenz — Gehirnzellkulturen —
- Gehirnmakrophagen — Staupevirus — toxi-
sche Sauerstoffverbindungen

EINLEITUNG

Die Makrophagen sind schon seit den Anfingen der mi-
kroskopischen Neuropathologie als wichtige Effektorzel-
len bei vielen Krankheiten erkannt worden (del Rio-Horte-
ga, 1932). Die Funktion und Herkunft dieser Zellen hat vie-
le Neuropathologen fasziniert, so auch Rudolf Fankhauser.
Vor allem im Zusammenhang mit seinen Studien liber die
primiren Retikulosen des ZNS (Fankhauser et al., 1972)
standen die Makrophagen im Mittelpunkt.

In der vorliegenden Arbeit mochten wir einige neuere Er-
kenntnisse iiber die Phagozyten des ZNS, nachfolgend Ge-

MACROPHAGES IN NERVOUS CANINE
DISTEMPER: FRIENDS OR FOES?

Brain macrophages play an important role in the CNS. '
‘We review some biological aspects of brain macropha-
ges in vivo and in vitro. The criteria and methods used
for the identification of these celis are considered. They
include some morphological features such as the use of
histochemical and immunocytochemical techniques
for internal and surface components. In the second part
of this review, we describe the role of brain macropha-
ges in canine distemper encephalitis as proposed ear-
lier by us. Studies in cultured dog glial cells infected
with canine distemper virus (CDV) have shown that
brain macrophages stimulated by anti — CDV antibo-
dies will release reactive oxygen species as measured
by chemiluminescence. This response depends on the
presence of viral antigens on the surfaces of infected
cells and is mediated by the interaction of antigen-
bound antibodies with Fc receptors on brain macropha-
ges. These observations support the hypotheses that brain
macrophages may contribute to the damage of the white
matter observed in canine distemper encaphalitis

KEY WORDS: anti-viral ant:bodles — brain
macrophages — chemllummescence canine
distemper virus — glial cell cultures — toxic
oxygen radicals

hirnmakrophagen genannt, betrachten und unsere eigenen
Arbeiten auf diesem Gebiet vorstellen. Insbesondere
mochten wir ihre Rolle bei der zentralnervosen Hunde-
staupe, die trotz Impfung bei uns in letzter Zeit wieder ver-
mehrt vorkommt, ndher illustrieren. Diese Krankheit hat
viele Human- als auch Veterindrpathologen interessiert, da
die multifokale Zerstorung der weissen Substanz im Ge-
hirn und Riickenmark bei der Staupe als Modell fur
menschliche Entmarkungskrankheiten, insbesondere die
multiple Sklerose, anzusehen ist (Dal/ Canto und Rabino-
witz, 1982).
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Rudolf Fankhauser hat 1951 die verschiedenen Lisionsty-
pen bei der zentralnervésen Staupe eingehend beschrie-
ben. Es sind insbesondere die chronisch-entziindlichen
Entmarkungsldsionen (bei denen der Entziindungsprozess
zur weiteren Gewebezerstérung flihrt), die uns beschifti-
gen. Dies sind ndmlich auch die Fille, die wir wieder ver-
mehrt in der Praxis antreffen. Bei diesen Tieren liegt eine
intrathekale antivirale Immunantwort vor (Vandevelde et
al.,, 1986), die uns in Zusammenhang mit der Makropha-
genfunktion interessiert. In der folgenden Ubersichtsar-
beit wollen wir zunichst einige wichtige Eigenschaften der
Gehirnmakrophagen in vivo und in vitro betrachten, bevor
wir anschliessend unsere eigenen Untersuchungen iiber
diese Zellen und deren Rolle bei der Hundestaupe be-
schreiben.

Diese Grundlagenforschung, manchmal auch als «Hand-
langertum» der Kliniker bezeichnet (Gerber, 1989), ist di-
rekt relevant fur die Klinik: Nur wenn wir verstehen, wie
pathologische Vorgidnge genau vor sich gehen, kdnnen wir
an eine gezielte Therapie denken. Jeder Tierarzt weiss,
dass die Prognose der Staupeenzephalitis ungiinstig ist.
Aber sollte es nicht wohl moglich sein, durch die Manipu-
lation der Makrophagenaktivitit den Krankheitsverlauf
glinstig zu beeinflussen? Um diese Frage zu beantworten,
miissen wir aber zuerst herausfinden, was tatsichlich ge-
schieht.

GEHIRNMAKROPHAGEN IM TIER

Wie in allen anderen Organsystemen spielen die Makro-
phagen in nahezu simtlichen pathologischen Prozessen im
ZNS eine wichtige Rolle. Sie sind Effektorzellen bei
Abrium- und Heilungsvorgingen und ebenfalls bei der
Bekdmpfung von Mikroorganismen. Wie wir weiter unten
darlegen werden, kann die Stimulation der Effektorfunk-
tionen aber auch fiir den Wirt nachteilige Folgen haben.
Seit vielen Jahrzehnten wird die Herkunft der Makropha-
gen im Gehirn erforscht. Einige frithere Hypothesen, die
sich auf lichtmikroskopische Beobachtungen an normalem
und pathologisch verindertem Gewebe (zusammengefasst
durch Fankhauser et al., 1972) stiitzten, wurden durch
neuere Untersuchungen mit radioaktiv-markierten Zellen
(Oehmichen, 1982, 1983) oder Zellmarkerstudien (mit spe-
zifischen Antikdrpern gegen bestimmte Zelltypen; Perry et
al., 1985) bestitigt. Nach all diesen Beobachtungen wird
jetzt allgemein angenommen, dass bei vielen pathologi-
schen Prozessen (Entziindung, Trauma) Monozyten aus
dem Blut durch die Gefisswand der Bluthirnschranke
«wandern», wo sie sich zu Makrophagen entwickeln, und
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dass andererseits Makrophagen aus «ortsstindigen» Zel-
len entstehen konnen. Bei bestimmten pathologischen
Prozessen diirfte vor allem die Beteiligung dieser zweiten
Gruppe wichtig sein.

Wo befinden sich nun diese «ortsstindigen» Vorlduferzel-
len im Gehirn? Man nimmt an, dass es drei mogliche
«Quellen» gibt: (i) die Meningealmakrophagen, (ii) die pe-
rivaskuldren Makrophagen und (iii) die sogenannte Mi-
kroglia, deren Herkunft und Zuordnung umstritten ist. Die
Mikroglia sind kleine Zellen mit langen, verzweigten Fort-
sitzen, die man mit dem Silberimprignationsverfahren
mehr oder weniger spezifisch darstellen kann. Mit spezifi-
schen Antikorpern (Makrophagen-Oberflichenmarker)
konnte man an Gehirnschnitten fetaler und neonataler
Miuse neuerdings eindeutig zeigen, dass die Mikroglia
von Monozyten abstammen. Diese wandern wiahrend der
fetalen Entwicklung aus der Blutbahn in das ZNS ein und
konnen so eine wichtige Rolle bei der «Modellierung» des
Gehirns spielen, wo es neben proliferativen Prozessen
auch stets Abbauvorgidnge gibt (Perryetal., 1985; Perry und
Gordon, 1988). Ein Teil dieser eingewanderten Zellen
bleibt nach Abschluss der Entwicklung im ZNS als Mi-
kroglia zuriick. Sie sind dquivalent mit den ruhenden Ma-
krophagen in anderen Organsystemen, wie zum Beispiel
den Kupffer-Sternzellen in der Leber oder den Langer-
hans-Zellen in der Haut (Giulian und Baker, 1986; Perry
und Gordon, 1988).

GEHIRNMAKROPHAGEN IN DER ZELLKUL-
TUR

Untersuchungen an Gehirnmakrophagen konnen sehr gut
in Gehirnzellkulturen durchgefiihrt werden. Dadurch las-
sen sich unzdhlige Experimente mit einem minimalen
Verbrauch an Tieren ausflihren. Gehirnzellkulturen kon-
nen entweder aus dem Kleinhirn neugeborener Hunde
(iiberzidhlige Welpen aus einem Wurf) oder von ganzen
Hirnen neugeborener Miuse hergestellt werden. Durch
mechanische Zerkleinerung des Hirngewebes wird eine
Zellsuspension hergestellt. Diese wird in Petri-Schalen,
welche einzelne montierte Deckglidser enthalten, zusam-
men mit Nahrmedium ausgesit (Zurbriggen und Vandevel-
de, 1984; Abbildung 1). Etwa 14 Tage nach dem Aussden
entsteht ein zusammenhédngender Zellrasen, der verschie-
dene Zelltypen enthilt (sogenannt «gemischte» Gehirn-
zellkulturen). Hierbei handelt es sich in erster Linie um
Astrozyten, die das Grundgeriist der Zellkultur bilden. Die
unmittelbar dariiberliegende Zellschicht umfasst nebst
Oligodendrozyten, den myelinbildenden Zellen des ZNS,
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Abb. 1:

Herstellung von Gehirnzellkulturen

Das Kleinhirn neugeborener Hunde wird mechanisch zer-
kleinert, mit Zellkulturmedium vermischt und anschlies-
send in Petri-Schalen, die montierte Deckgléiser enthalten,
ausgesat.

auch Gehirnmakrophagen. Diese Zellen stellen 1-5%
der gesamten Zellpopulation dar (Biirge et al, 1989) und
sind regelmissig liber die gesamte Zellkultur verteilt
(Abb.2A).

Es ist moglich, Gehirnmakrophagen in vitro histoche-
misch, immunzytochemisch oder mit Hilfe der Silberim-
prignation zu markieren. Histochemisch weist man unspe-
zifische Esterase nach: es wird ein Substrat verwendet,
welches mit der Esterase, die im Zytoplasma lokalisiert ist,
chemisch reagiert. Weitere Enzyme, wie Lysozyme oder
Peroxidase kénnen ebenfalls nachgewiesen werden; zum
Teil muss hier allerdings mit unspezifischen Reaktionen mit
den iibrigen Zellen gerechnet werden. Bei der immunzyto-

chemischen Markierung der Gehirnmakrophagen stehen
Oberflichenantigene der Plasmamembran im Vorder-
grund. Rezeptoren fiir die Fc-Portion von IgG und funktio-
nelle Eigenschaften wie Phagozytose sind herausragende
Merkmale (Sonderer et al., 1987) und kénnen benutzt wer-
den, um Gehirnmakrophagen mit Erythrozyten zu markie-
ren. Hierzu werden unfixierte Gehirnzellkulturen mit Im-
munglobulin (Ig) — G geladenen Rinder- oder Schaf-Ery-
throzyten inkubiert. Die Fc-Portion der an die Erythrozy-
ten gebundenen IgG-Molekiile bindet an die Fc-Rezepto-
ren der Gehirnmakrophagen und ein Teil der an die Zell-
oberfliche gebundenen Erythrozyten wird phagozytiert.
Die Erythrozyten bilden so eine Rosette um die einzelnen
Gehirnmakrophagen (Jungi und Peterhans, 1988; Abb.2A,
D). Wihrend den letzten 10 Jahren wurden verschiedene mo-
noklonale Antikérper fiir die Identifikation von Makropha-
gen etabliert. Einige dieser Antikorper binden auch an Ge-
hirnmakrophagen wie der M1/70 Antik6rper, der das MAC1
Antigen (Fc-Rezeptor) erkennt (Hound Springer, 1982). Ein
weiterer flir die Identifikation von Makrophagen verwendeter
monoklonaler Antikorperist der F4/80 (uns freundlicherwei-
se von Dr. D. Hume, Canberra, iiberlassen), der ausschliess-
lich an ein Glykoprotein in der Plasmamembran von Makro-
phagen und Gehirnmakrophagen von Miusen bindet (4us-
tynund Perry, 1981). Monozyten werden durch diesen Anti-
korper nicht erkannt (Abb. 2B).

In der Neuropathologie werden Silberimpridgnierungsver-
fahren verwendet, um die Gehirnmakrophagen mehr oder
weniger spezifisch in Gehirnschnitten darzustellen (del
Rio-Hortega, 1932). Interessanterweise bleibt die «Argen-
tophilie» der Gehirnmakrophagen auch in vitro erhalten.
Wie in Gehirnschnitten werden allerdings andere Struktu-
ren in der Kultur mitimprigniert (Abb. 2C).

MORPHOLOGISCHE EIGENSCHAFTEN VON
GEHIRNMAKROPHAGEN

Lichtmikroskopisch kénnen zwei Typen von Gehirnma-
krophagen unterschieden werden: améboide und «ver-
zweigte» Gehirnmakrophagen (Abb. 2B, C; Shevach,
1984). Die amdboiden oder «reaktiven» Gehirnmakropha-
gen konnen wiederum zwei Formen annehmen: sie treten
entweder als runde Zellen («<Sombrero-dhnlich») oder mit
langen Filopodien in Erscheinung (Frei et al., 1987). Beide
Formen besitzen zarte Mikrovilli, mit denen sie sich an
Oberflichen festhalten konnen. Sie machen etwa 95% aller
Gehirnmakrophagen aus. Die zweite Gruppe, «verzweig-
te» Gehirnmakrophagen genannt, ist durch eine variable
Zahl von langen zytoplasmatischen Fortsdtzen cha-
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rakterisiert. Gehirnmakrophagen mit den verzweigten
Fortsdtzen entsprechen am ehesten den «ruhenden» Ma-
krophagen, die wir auch in vivo antreffen. Wenn Kulturen,
die ausschliesslich aus isolierten Gehirnmakrophagen be-

Abb.2: Gehirnmakrophagen in der Zellkultur

(A): Zahlreiche Makrophagen (Pfeil) in der Hirngewebe-
kultur des Hundes sind mit dem Erythrozyten-Rosetten
Assay markiert. Die unterliegende Zellschicht besteht vor
allem aus Astrozyten. Die Kultur ist leicht mit Himatoxy-
lin gegengeféarbt (x250).

(B): Mit dem monoklonalen Antikorper F 4/80 spezifisch
markierte Makrophagen (Pfeil) in Hirngewebekultur der
Maus. Die zahlreichen feinen Ausldufer sind typisch fir
die Makrophagen (x100).

(C): Mitder Silberimpriagnation markierte, verzweigte Ma-
krophagen (Pfeil) in der Hirngewebekultur der Maus.
Auch andere Gliazellen werden mitimpréagniert (x250).
(D): Isolierte Gehirnmakrophagen der Maus mit dem mo-
noklonalen Antikoérper F 4/80 und dem Erythrozyten-Ro-
setten Assay doppelmarkiert (x360).

354

stehen, mit Zellkulturmedium von gemischten Gehirn-
zellkulturen inkubiert werden, treten vermehrt die ver-
zweigten Gehirnmakrophagen auf (eigene nicht publizier-
te Beobachtungen). Dies zeigt deutlich, dass das morpho-
logische Erscheinungsbild der Makrophagen durch ihre
«Umgebung» mitbestimmt werden kann.

HERKUNFT DER GEHIRNMAKROPHAGEN IN
DER ZELLKULTUR

Man wiirde vermuten, dass die Makrophagen in den Ge-
hirnzellkulturen aus Blutmonozyten stammen, die bei der
Priaparation der Kulturen «hineingeschleppt» wurden.
Dies diirfte aufgrund des folgenden Experimentes ausge-
schlossen sein: Werden die narkotisierten Welpen vor Her-
stellung der Zellkultur mit einer Pufferlésung perfundiert,
so wird ein grosser Teil des Blutes entfernt. Anschliessend
hergestellte Zellkulturen enthalten dhnlich viel Makro-
phagen wie die aus nicht perfundierten Tieren hergestell-
ten Kulturen. Die Gehirnmakrophagen stammen also di-
rekt aus dem Gehirn; allerdings ist damit nicht geklért, ob
sie von den perivaskulidren oder meningealen Makropha-
gen abstammen oder aus den «ruhenden» Gehirnmakro-
phagen hervorgegangen sind.

GEHIRNMAKROPHAGEN ALS EFFEKTOR-
ZELLEN

Grundsitzlich lassen sich Gehirnmakrophagen dhnlich
wie andere Makrophagen in vitro aktivieren. Der funktio-
nelle Ausdruck der «Aktivierung» der Makrophagen ist ein
sehr komplexer Vorgang. Die Aktivierung von Gehirnma-
krophagen kann entweder auf rezeptorabhidngigem oder
-unabbhingigem Weg stattfinden (Peterhans et al., 1988).
Bestimmte chemische Substanzen, wie der Tumorpromo-
tor Phorbol-Myristate-Azetat, stimulieren Gehirnmakro-
phagen iiber einen rezeptorunabhingigen Mechanismus
(Sondereret al., 1987). Fc-Fragmente von Antikorpern hin-
gegen konnen Gehirnmakrophagen tiber spezifische Re-
zeptoren, die sogenannten Fc-Rezeptoren, aktivieren.

Gehirnmakrophagen konnen nach Stimulation, dhnlich
wie Makrophagen anderer Gewebe, wahrscheinlich eine
Vielzahl von Produkten, sogenannte Zytokine, freisetzen.
Im Gegensatz zu den Makrophagenprodukten, ist die funk-
tionelle Bedeutung dieser Substanzen im Gehirn noch
weitgehend unklar. Eingehend untersucht wurden die Se-
kretionsprodukte der Gehirnmakrophagen von Ratten und
Maiusen. So konnten Frei et al. (1987) zeigen, dass aktivierte
Gehirnmakrophagen die Fihigkeit haben, den sogenann-
ten Tumor Nekrosis Faktor (TNF) zu sezernieren. Dieser
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Faktor, der urspriinglich im Serum von Miusen und Ka-
ninchen nach Injektion von Mykobakterien oder Endoto-
xin isoliert wurde, kann, wie der Name schon sagt, in ge-
wissen Tumoren Nekrose verursachen (Beutler und Cera-
mi, 1987). Giulian et al. (1986) zeigten, dass Gehirnmakro-
phagen ebenfalls Interleukin-1 produzieren. Dieser Stoff
verursacht unter anderem Fieber. Neben diesen Substan-
zen konnen Gehirnmakrophagen nach Stimulierung aus
molekularem Sauerstoff (O,) eine Reihe von unstabilen
Produkten wie Superoxid (0O,-) und Wasserstoffperoxid
(H,0,) herstellen (Giulian et al., 1986; Colton und Gilbert,
1987; Sonderer et al., 1987; Biirge et al., 1989; Griot et al.,
1989; Abb. 3). Einige dieser Sauerstoff~-Abkémmlinge sind
toxisch, sowohl fiir Mikroorganismen als auch fiir korper-
eigene Zellen (Halliwell und Gutteridge, 1984). Die Pro-
duktion und sich daraus ergebenden Konsequenzen dieser
Sauerstoffabk6mmlingen stehen im Zentrum unserer wei-
ter unten beschriebenen Untersuchungen (Abb. 3).

Rezeptor-abhédngige
Stimulation
(Antigen-Antikérper Komplex)

Rezeptor- 07/
unabhéngige
Stimulation g o
2
05 =» Hy0,

!

Tumor Nekrose Faktor
Interleukin-1

Abb.3: Aktivierung von Makrophagen

Makrophagen konnen auf zwei Arten stimuliert werden:
Rezeptor-unabhingig oder rezeptor-abhéngig durch einen
Antigen-Antikorper Komplex. Diese Stimulation hat eine
Sekretion von Zytokinen zur Folge von denen hier Tumor
Nekrose Faktor und Interleukin-1 dargestellt sind. Zudem
werden aus molekularem Sauerstoff (O,) die unstabilen
Produkte Superoxide (O,-) und Wasserstoffperoxid (H,0,)
gebildet.

Es war schon lange bekannt, dass verschiedene Arten von
Phagozyten (Makrophagen, Monozyten, eosinophile und
neutrophile Granulozyten) nach deren Stimulierung Licht
freisetzen. Diese Lichtemission wird als Chemilumines-

zenz bezeichnet und geht auf die Produktion von unstabi-
len Sauerstoff-Abkommlingen zuriick (A/len, 1986). Diese
empfindliche Technik wurde erstmals durch Sonderer et
al., (1987) zum Studium der Reaktion von Gehirnmakro-
phagen auf verschiedene Stimuli verwendet.

ROLLE DER GEHIRNMAKROPHAGEN BEI
DER STAUPEENZEPHALITIS

Hundestaupe, verursacht durch ein Morbilli-Virus, ruft
zuerst eine massive Immunsuppression mit hochgradiger
Lymphopenie hervor. Allgemeine Symptome dieser syste-
mischen Krankheit wie Husten, Nasenausfluss, Konjunkti-
vitis, Erbrechen und Durchfall treten in der Regel 1—2 Wo-
chen nach der Infektion auf. Bei der klassischen Verlaufs-
form kommt es bald zu schweren ZNS-Stérungen, die in
der Folge zum Tode des Tieres fliihren konnen. Bei einzel-
nen Tieren kénnen die primér nicht-entziindlichen ZNS-
Lasionen einen chronisch-progredienten entziindlichen
Verlauf annehmen. Die klassische Verlaufsform der Stau-
pe treffen wir interessanterweise nur noch selten in der Kli-
nik an, es sind vielmehr jene Fille im Vordergrund, welche
nur ZNS-Storungen zeigen.

Bei fritheren morphologischen Untersuchungen (Fank-
hauser, 1951) wurden grosse Zahlen von Makrophagen in
den chronischen Staupeldsionen gesehen, was spatere Un-
tersucher (Wisniewski et al., 1972) zur Spekulation veran-
lasste, dass die Makrophagen zur Gewebezerstérung bei-
tragen konnen. Wir haben (Vandevelde et al., 1986) festge-
stellt, dass es bei der entziindlichen Staupeenzephalitis zur
Produktion von antiviralen Antik6rpern im Gehirn selber
kommt und dass dieser Vorgang mit dem Entfernen des
Staupevirus aus den Gehirnldsionen einher zu gehen
scheint (Bollo et al., 1986). Allerdings war nicht klar, wie
diese immunologischen Vorginge — die im Prinzip einen
positiven Effekt haben, ndmlich die Virusentfernung aus
den Lidsionen — auch zu Gewebezerstérung mit Ver-
schlechterung der klinischen Symptomen fiihren. Unab-
hingig von diesen Beobachtungen hat Peterhans (1987) ge-
zeigt, dass Virus-Antikorper-Komplexe die Fihigkeit ha-
ben, Makrophagen zur Freisetzung von toxischem Sauer-
stoff anzuregen.

Im Gehirn von Hunden mit Staupeenzephalitis sind nun
die verschiedenen Elemente vorhanden, die flir eine sol-
che Reaktion noétig sind: zahlreiche Makrophagen, staupe-
virusinfizierte Zellen (Mutinelli et al., 1987) und antivirale
Antikorper. Wir wollten jetzt untersuchen, ob diese Kon-
stellation tatsdchlich zu derart potentiell gefdhrlichen Ma-
krophagenreaktionen fiihren kann.

355



C. GRIOT, T. BURGE, S. BRIGGER, A.RICHARD, E. PETERHANS, M. VANDEVELDE

KONZEPT DER GEHIRNMAKROPHAGEN AK-
TIVIERUNG IN VITRO

Das von uns verwendete Testsystem kann die Verhéltnisse
in vivo gut nachahmen: Wenn wir Gehirnzellkulturen mit
dem Staupevirus (Stamm A 75/17, freundlicherweise von
Dr. M. Appel, Cornell University, Ithaca, New York) inku-
bieren, stellen wir nach zirka 21 Tagen mit Hilfe von im-
munzytochemischen Methoden fest, dass der liberwiegen-
de Teil der Gliazellen (Astrozyten und Makrophagen,
nicht aber Oligodendrozyten; Zurbriggen et al., 1986; Zur-
briggen et al., 1987) Staupevirusantigen an der Oberfldche
prisentieren. Im weiteren befinden sich zahlreiche Ge-
hirnmakrophagen in engem Kontakt mit den infizierten
Zellen.

Ein erstes Experiment zeigte, dass Gehirnmakrophagen in
Gliazellkulturen, sowohl wenn mit Staupevirus infiziert
wie auch in nicht-infizierten Kulturen, mit verschiedenen
Agentien (z. B. Phorbol-Myristate-Azetat) stimuliert wer-
den konnen. Diese Stimulation ist als Lichtemission (Che-
milumineszenz) sichtbar. Ein weiteres Experiment zeigte,
dass nach der Zugabe von IgG-gereinigtem Hyperimmun-
serum (von einem gegen Staupe geimpften Hund) eine Sti-
mulation der Gehirnmakrophagen in mit Staupevirus infi-
zierten Zellkulturen erfolgt. Dies findet jedoch nicht in
normalen (nicht-infizierten) Kulturen statt. Falls F(ab’),
Fragmente (Antikorper ohne ihre Fc-Portion) von diesem
Hyperimmunserum auf infizierten Gehirnzellkulturen ge-
testet werden, so ist keine Chemilumineszenz sichtbar.
Das heisst, dass in diesem Falle die Makrophagen nicht ak-
tiviert werden. Die Rekonstitution dieser F(ab’), Fragmente
durch einen zweiten, gegen das Hundeserum gerichteten An-
tikorper hat hingegen wieder eine Lichtemission zur Folge
(Abb. 4). Bei der Zugabe von Staupevirus oder Hyperim-
munserum in nicht-infizierte Kulturen ist kein Effekt sicht-
bar, wohl aber, wenn Staupevirus-Immunkomplex oder IgG-
geladene Erythrozyten hinzugegeben werden.

Aus all diesen Beobachtungen wurde folgendes Konzept
vorgeschlagen: Antikdrper gegen Staupevirus binden an
Virusantigen, welches an der Oberfliche von Gliazellen
(Astrozyten, nicht aber Oligodendrozyten; Zurbriggen et al.,
1987) exprimiert wird. In der Folge bilden diese Antikor-
per eine «Brlicke» zwischen ZIELZELLE (Astrozyten) und
Fc-Rezeptor der EFFEKTORZELLE (Gehirnmakropha-
gen), die sich in unmittelbarer Ndhe der Astrozyten befin-
det. Diese rezeptorabhingige Stimulation der Gehirnma-
krophagen fiihrt unter anderem zur Freisetzung von reakti-
vem Sauerstoff (Abb. 5). Es handelt sich also um eine anti-
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Abb.4: Die Rolle der AntikOrper Fc-Portion bei der In-
duktion von Chemilumineszenz in mit Staupevirus infi-
zierter Hundehirnzellkultur

Hyperimmuaserum eines gegen Staupe geimpften Hun-
des aktiviert die Makrophagen und hat eine Lichtemission
zur Folge (@). F(ab’), Fragmente desselben Serums vermo-
gen keine Chemilumineszenz auszulésen (). Falls ein
zweiter Antikorper (vom Kaninchen) gegen Hunde F(ab’),
Fragmente mitinkubiert wird, erfolgt wieder eine Makro-
phagenaktivierung (#). Der Kaninchen-Antikorper allein
kann keine Chemilumineszenz auslésen (<*). Die Fc-Por-
tion des Hyperimmunserums ist fiir die Lichtemission ver-
antwortlich. Die Aktivierung des Makrophagen erfolgt
iiber ihre Fc-Rezeptoren.

korperabhingige — zell-vermittelte Zytotoxizitit (Biirge et
al., 1989). Es ist denkbar, dass bei anhaltender Stimulation
der Makrophagen nicht nur die virusinfizierten Zellen,
sondern auch solche in der unmittelbaren Nachbarschaft
mitgeschidigt werden.

Bei der Staupe treten ebenfalls Antikorper gegen Myelin-
bestandteile auf (Krakowka et al.; 1973). Lange Zeit nahm
man darum an, dass autoimmune Vorginge bei der Zersto-
rung des Myelins eine wichtige Rolle spielen konnen. Wir
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Hirnmakrophage

Astrozyt
(mit Staupevirus infiziert)

Oligodendroglia
(nicht infiziert)

Abb.5: Modell der Aktivierung von Gehirnmakropha-
gen in Staupevirus infizierten Zellkulturen

Bei der Zugabe von Antikorper gegen Staupevirus binden
diese an Staupevirusantigen, das auf der Oberfldche von in-
fizierten Astrozyten (ZIFLZELLFE) exprimiert wird. Es
kommt zu einer «Briickenbildung» zwischen den gebunde-
nen Antikérpern und Fc-Rezeptoren (binden das Fc-Frag-
ment der Antikoérper) von Makrophagen (EFFEKTORZEL-
LE), welche in unmittelbarer Ndhe sind. Diese Aktivie-
rung hat unter anderem eine Sekretion von unstabilen
reaktiven Sauerstoffprodukten (O,-, H,0,) zur Folge, wel-
che toxisch fiir die umliegenden Zellen sein kénnen. Ein
dhnlicher Vorgang konnte sich bei der Staupeenzephalitis
abspielen und an der Entstehung der Entmarkungslésio-
nen mitverantwortlich sein.

untersuchten deshalb eine grossere Anzahl von Seren und
Liquorproben von Hunden mit verschiedenen Verlaufsfor-
men der Staupe. Dabei konnten wir zwei Beobachtungen
machen: (i) im Liquor von Tieren mit chronisch-entziindli-
cher Entmarkung sind Antikdrper gegen Staupevirus vor-
handen, die Gehirnmakrophagen ir vitro aktivieren; (ii)
Antimyelin-Antikérper, ebenfalls im Serum und Liquor
vorhanden, kdnnen hingegen Gehirnmakrophagen in un-
serem Testsystem nicht aktivieren.

Wir schliessen daraus, dass das Zusammenspiel von antivi-
ralen Antikorpern zusammen mit Gehirnmakrophagen ei-
ne Rolle bei der Entmarkung, wie sie bei chronischer ent-
ziindlicher Staupe auftritt, spielen kénnte. Da Antimyelin-
Antikorper diese Fihigkeit nicht besitzen, spekulieren wir,
dass die autoimmune Komponente bei der Hundestaupe
eher eine untergeordnete Rolle spielen diirfte.

EIN BLICK IN DIE ZUKUNFT

Unsere bisherigen Arbeiten haben ergeben, dass Gehirn-
makrophagen bei der Staupeenzephalitis sowohl als
«Freunde» als auch als «Feinde» auftreten konnen. Falls
nun das Letztere eher zutreffen sollte, konnte man liber
Ansatzmaoglichkeiten zur Therapie der Staupeenzephalitis
spekulieren.

Als logische Konsequenz unserer bisherigen Arbeiten un-
tersuchen wir den Effekt von verschiedenen toxischen
Sauerstoff-Metaboliten auf Gehirnzellen. Wir haben bis
anhin festgestellt, dass in unseren Gehirnzellkulturen Oli-
godendrozyten empfindlicher auf die Behandlung mit Oz
reagieren als die iibrigen Gliazellen (Griot et al., zur Publi-
kation eingereicht). Der toxische Effekt ist teilweise auch
mit sogenannten «Radikalfingern» vermeidbar. Es mis-
sen noch weitere Studien durchgefiihrt werden, um den
biochemischen Mechanismus, der hierfiir verantwortlich
ist, zu evaluieren. Daraus er6ffnen sich vielleicht neue Per-
spektiven in der Behandlung von Enzephalitiden, bei de-
nen Sauerstoff-Metaboliten eine Rolle spielen.
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Le role des macrophages dans la forme ner-
veuse de la maladie de Carré du chien: amis
ou ennemis?

Les macrophages du cerveau jouent un role important dans
le systéme nerveux central. Dans ce travail quelques aspects
biologiques des macrophages du cerveau in vivo et in vitro
sont décrits. Les differentes méthodes et critéres pour 'iden-
tification de ces cellules a ’aide de méthodes histochimiques
et immunocytochimiques ainsi que leur particularités mor-
phologiques sont expliquées. Ainsi le réle des macrophages
du cerveau dans la pathogenése de la maladie de Carré est dis-
cuté. Des macrophages du cerveau in vitro infectés avec le vi-
rus de la maladie de Carré sont activés par des anticorps con-
tre le virus de la maladie de Carré (dans le liquide céphalora-
chidien et le sérum de chiens atteints). La stimulation de ces
macrophages par ces anticorps se fait par un mécanisme dé-
pendant d’un récepteur Fc. Elle est suivie par une sécrétion
de dérivés toxiques d’oxygéne. Le role de dérivés toxiques
dans la pathogenése de ’encéphalite est discuté.

I macrofagi nella forma nervosa del cimurro
del cane: amici o0 nemici?

I macrofagi del cervello svolgono un ruolo importante nel
sistema nervoso centrale. In questo lavoro vengono de-
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scritti alcuni aspetti biologici dei macrofagi del cervello per
quanto concerne il funzionamento in vivo e in vitro. Ven-
gono pure spiegati e descritti i diversi metodi e i criteri per
I’identificazione di queste cellule, tra cui metodi istochimi-
ci e immunocitochimici, come pure le loro particolarita
morfologiche. In secondo luogo viene discussa I’eventuale
partecipazione dei macrofagi alla patogenesi dell’encefali-
te dovuta al cimurro. Abbiamo fatto notare come sia possi-
bile I’attivazione di macrofagi del cervello, posti in culture
di cellule contaminate dal cimurro, inserendovi anticorpi
estratti dal liquido cefalorachidiano e dal siero di cani infet-
ti dallo stesso virus. La stimolazione di suddetti macrofagi
tramite anticorpiavviene attraverso un meccanismo dipen-
dente da un recettore Fc. La reazione ¢ seguita da una se-
crezione di derivati tossici d’ossigeno. Viene pure discusso il
ruolo di questi derivati tossici nella patogenesi dell’encefa-
lite.
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