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Forschung aus der Abteilung Immunologie: Die Bildung
von Stickoxyd (NO) durch M¢ bei Wiederkauern

T. W. Jungi

Abteilung Immunologie, Institut fiir Veterinar-Virologie der Universitat Bern

Die Abteilung flir Immunologie am Institut fiir Ve-
terindr-Virologie ist verantwortlich fiir die tierirzt-
liche Ausbildung in Immunologie auf allen Stufen
(Grundstudium, PhD-Programm; Postgraduate-
und Assistentenausbildung). Durch die regelmissi-
gen Treffen im Schosse des Arbeitskreises Klinik
und Immunologie (AKI), ins Leben gerufen durch
die Abteilung Immunologie, wird ein enger Kon-
takt mit Klinikern mit Interesse an immunologi-
schen Fragestellungen gepflegt. Unsere Abteilung
ist massgeblich beteiligt am Unterricht in interdis-
ziplindren Veranstaltungen (Ringvorlesung Immu-
nologie fiir Fortgeschrittene, zusammen mit der
medizinischen Fakultit) und in Praktika, die fiir
Naturwissenschaftler und med. vet.-PhD-Kandi-
daten angeboten werden. In der Grundlagenfor-
schung arbeitet sie nicht nur eng mit den anderen
Forschungsgruppen des Instituts flir Veterinar-Vi-
rologie zusammen, sondern kollaboriert in vielfil-
tiger Weise mit anderen Instituten und Kliniken am
Tierspital Bern sowie im Ausland. Das tibergrei-
fende Forschungsthema ist die Funktion von grossen
Fresszellen (Makrophagen) bei Haustieren. Nach-
stehend ein kleiner Einblick in unsere Forschungs-

arbeit.

Makrophagen, Immunzellen mit zwei
Gesichtern

Makrophagen (M) spielen bei der Abwehr gegen
infektiose Erreger eine wichtige Rolle. Diese Im-
munzellen tragen zur Erregerbekimpfung bei und
fordern Reparation, Regeneration und Immun-
antwort. Sie dienen aber auch als Wirtszellen von
Erregern mit intrazellulirer Lebensweise. Dabei
konnen sie einerseits zur Verbreitung von Infek-
tionserregern im Organismus beitragen. Anderseits
vermogen sie sich bei geeigneter Aktivierung der
Eindringlinge zu entledigen, doch fithrt dieser
Kampfzu Reaktionen, die den Wirt krank machen,
ja im Extremfall einen Schockzustand ausldsen.
Nachstehend sei auf eine Funktion von Wieder-
kiuer-Md, die von Bakterien in Gang gesetzt wird
und zum Abtdten von intrazelluliren Erregern bei-
tragt, aber auch Krankheitssymptome auslosen

kann, niher eingegangen.
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Vielféltige physiologische Funktionen
von NO

In hoheren Wirbeltieren konnen mehrere Iso-
enzyme der sog. NO-Synthasen (NOS) aus Argi-
nin das hoch reaktive Radikal Stickoxyd (NO) syn-
thetisieren, das im Organismus vielfiltige Aufgaben
wahrnimmt: (I) NO aus Endothelzellen gilt als
wichtigster blutdrucksenkender Mediator, da es die
glatte Gefissmuskulatur zum Erschlaffen bringt.
(II) NO gewisser Nervenzellen wirkt als Neuro-
transmitter. (III) In anderen Zellen, insbesondere in
Md, kann eine NO-Synthase nach geeigneter Sti-
mulation neu gebildet werden (induzierbare NOS,
iNOS), welche tiber lingere Zeit grosse Mengen
von NO produziert. Dieses ermdglicht die Abwehr
gegen intrazelluldre Erreger, trigt anderseits aber
auch zu einer Reihe von Infektions-assoziierten
Krankheitssymptomen wie Immunsuppression,
Kreislaufversagen, Absterben von Wirtsgewebe
usw. bei. Somit ist M-stimmiges NO ein zwei-
schneidiges Schwert. Die vielfiltigen Rollen von
NO fiihrten 1992 zur Verleihung des Titels «NO,
Molecule of the Year» durch das Wissenschaftsma-
gazin «Science», und 1998 zur Verleihung des No-
belpreises an drei NO-Forscher.

Spezies-Unterschiede in der
NO-Bildung durch M¢ in vitro

Die Bildung von NO durch M wurde vor allem
in der Maus gut untersucht. Die zahlreichen Stu-
dien zeichneten ein klares Bild der iNOS-Induk-
tion, Genaktivierung, Enzymaktivitit und antimik-
robiellen Wirkung von NO, welches zur Bekimp-
fung von Erregern aus den verschiedensten Grup-
pen (Viren, Bakterien, Pilze, einzellige und mer-
zellige Parasiten) eingesetzt wird. Man weiss auch,
bei welchen Krankheitssymptomen die iNOS ei-
nen Beitrag leistet, so etwa bei septischem Schock,
Asthma, zerebraler Malaria, entziindlichen und de-
generativen Erkrankungen des ZNS, Atheroskle-
rose u.a.m. In scharfem Kontrast dazu steht das Wis-
sen um die NO-Bildung menschlicher M. In vi-
tro aktivierte humane M produzieren kaum mess-
bares NO, gleichgiiltig wie sie aktiviert werden,
und ob der NO-Weg fiir die antimikrobielle Ab-
wehr von Bedeutung ist, bleibt unklar.
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Die Bildung von Stickoxyd bei Wiederkauern

Dieser Unterschied rief nach Untersuchungen in
anderen Tierarten. Eigene Studien zeigten, dass
Rinder-Md durchaus in der Lage sind, NO her-
zustellen, und dass dieses NO wie bei der Maus aus
Arginin gebildet wird. Allerdings ergaben sich klare
Unterschiede hinsichtlich der Faktoren, die in M
iNOS-Produktion und NO-Bildung auslésen. In
Rinder-M¢ wird NO primir durch bakterielle
Faktoren induziert, und Zytokine haben allenfalls
eine regulierende Rolle. IFN-y kann nicht wie bei
Miuse-M¢ allein iNOS induzieren; es wirkt ledig-
lich verstirkend. Interleukin-4 und Interleukin-10
wirken abschwichend, wihrend weitere bei der
Maus aktivierende oder hemmende Zytokine die
Expression von iNOS durch Rinder-Md nicht
beeinflussen.

Im Unterschied zu Rinder-M¢ konnten Ziegen-
und Schaf-M¢ nach Stimulation mit einer breiten
Palette von Stimuli nur zur Synthese geringer NO-
Mengen veranlasst werden. Ein Vergleich der ver-
schiedenen Haustiere zeigte eine grosse Variation
hinsichtlich der Fahigkeit von M¢ zur NO-Syn-
these (Tab. 1).

Ist nun die Maus, die stets als Modell fiir immuno-
logische Untersuchungen beigezogen wird, die
Ausnahme und der Mensch die Regel, oder ist es
umgekehrt? Und wenn der NO-Weg in M so
wichtig ist fiir die antimikrobielle Abwehr, warum
bedienen sich nicht alle Tierarten in gleichem
Masse dieses biochemischen Weges? Dies ist die
zentrale Frage unseres gegenwirtigen Forschungs-
projektes.

Expression von iNOS bei infektiosen
Prozessen in vivo

Es galt zu kliren, ob iNOS in vivo, bei entziind-
lichen und infektidsen Prozessen, exprimiert ist.
Mittels Immunhistochemie wurde dies bei einer
Reihe bakterieller, viraler und parasitirer Infektio-
nen in verschiedenen Spezies untersucht. Hier sei
exemplarisch auf die Listeria-Enzephalitis einge-

Tabelle 1:Tierartliche Unterschiede in der Fihigkeit von Md zur
NO-Synthese

Tierart Induktion von NO-Bildung in M
Maus iy
Ratte Saipan
Kaninchen +/—
Rind SR
Ziege - +
Schaf +
Pferd - +
Hund ' +/—
Schwein +/—
Huhn ++
Mensch +/—
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gangen. Listeriose bei Wiederkiduern entsteht
durch Aufnahme von Listerien mit kontaminierter
Silage. Bakterien gelangen auf neuronalem Weg ins
Gehirn, wo sie sich im Bereich des Hirnstamms
schnell ausbreiten und rasch zum Tod des Tieres
flihren. Die Pathologie zeigt zwei charakteristische
Arten von Lisionen: Mikroabszesse und perivasku-
lire Infiltrate. Hirnmaterial zahlreicher Listeriose-
fille aller hier interessierenden Spezies (Rind,
Schaf, Ziege) aus der Tierneurologie wurden
mittels Immunhistochemie untersucht. iNOS war
stark exprimiert in Mikroabszessen; in Zellen der
perivaskuldren Infiltrate, auch in M, konnten we-
der Bakterien noch iNOS nachgewiesen werden.
Dieses Bild fand sich bei Rindern ebenso wie bei
Schafen und Ziegen; der Speziesunterschied, der
bei M in vitro gefunden wurde, war in vivo viel ge-
ringer. Trotzdem zeigten sich auch Spezies-Unter-
schiede in vivo. Wihrend in Rinderhirnen jeweils
nur wenige Listerien sichtbar waren, waren diese
bei kleinen Wiederkduern in grosser Zahl nach-
weisbar und oft tiber ganze Hirnareale verbreitet.
Wieviel NO gebildet wurde, lisst sich an den bio-
chemischen Fussspuren in Form von Nitrotyrosin
(NT) ablesen, die NO im Hirn hinterlasst. In den
meisten Rinderhirnen fanden wir reichlich NT,
jedoch streng co-lokalisiert mit iNOS. In Hirnen
kleiner Wiederkiduer fanden wir nur iNOS, jedoch
keine NT. Dies konnte den unterschiedlichen kli-
nischen Verlauf der Listeriose erkliren. Diese ver-
lduft beim Rind weniger fulminant als bei kleinen
Wiederkduern und ist u.U. gar mit Antibiotica the-
rapierbar. Allerdings konnen Unterschiede im
Zeitpunkt der Euthanasie der Tiere nicht ausge-
schlossen werden, da diesbeziiglich nichts Gesi-
chertes zu den untersuchten Fille bekannt ist. Pro-
spektive Studien werden hier aufschlussreich sein.
iNOS ist nur in einer Unterpopulation von Md
exprimiert; diese weist wenige der fiir die Antigen-
prisentation wichtigen MHC-Klasse-II-Molekiile
auf. Dies erstaunte zunichst, da sowohl iNOS als
auch MHC-II von IFN-y hochreguliert werden.
Den lokalen IFN—y-Spiegel kennen wir nicht; je-
doch scheinen fiir die Expression von iNOS Bak-
terien notwendig, aber nicht hinreichend zu sein:
Nicht alle M¢ in Mikroabszessen exprimieren
iNOS. Insgesamt zeigen unsere Untersuchungen
an Listeriose, dass INOS-Expression in vitro und in
vivo nicht gleichbedeutend sind, und dass in vivo
streng arealabhingige Faktoren, welche die iNOS-
Expression modulieren, einer Erklarung bediirfen.
Ein Blick auf andere Infektionen zeigte, dass virale
Infekte bei Haustieren im Unterschied zur Maus
keine nennenswerte iNOS-Expression bewirken.
Dies trifft auch fiir die Lunge zu. Wihrend bei
interstitiellen (viralen) Pneumonien keine iNOS

nachweisbar war, war sie bei bakteriellen Lungen-
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infektionen vorhanden, jedoch streng beschrinkt
auf einen Saum von Zellen, welcher das nekroti-
sche Gewebe begrenzte.

Der iNOS-Promoter, ein
Speziesvergleich

Unterschiede im Bereich des iNOS-Gen-Promo-
ters wurden flir die unterschiedliche NO-Synthe-
sefihigkeit von Makrophagen des Menschen und
der Maus verantwortlich gemacht. Ausgehend von
einer genomischen DINA-Bank des Rindes haben
kB) des iNOS-Gens klo-
niert und sequenziert. Diese umfassen einen Teil

wir etwa acht Kilobasen (

der kodierenden Sequenz, sowie 4,6 kB stromauf-
wirts im Bereich des Promoters. Die noch unver-
offentlichte Genomanalyse zeigte, dass der iNOS-
Promoter des Menschen und des Rindes sehr dhn-
lich sind, dass zwischen Rind und Maus jedoch
grossere Unterschiede bestehen. Dies spricht eher
gegen eine Korrelation von Md-Ansprechbarkeit
und Promoter-Merkmalen. Die erwihnten Spe-
ziesunterschiede scheinen komplexer zu sein und
sind hochstwahrscheinlich durch differenzierungs-
abhingige Faktoren ausserhalb des iNOS-Gens be-
dingt.

Schlussfolgerung

Um die Rolle von NO, einem Produkt aktivierter
M, zu verstehen, bedarf es einer Kombination von

Zellkulturanalysen, histopathologischen Untersu-
chungen und molekularen Methoden. Bei Haus-
tierarten, bei denen experimentelle Studien weit-
gehend ausgeschlossen sind, ist der Erkenntnis-
gewinn langsam.Auf der anderen Seite zeigt gerade
das Beispiel der Md-abhingigen NO-Produktion,
dass Erkenntnisse aus der Maus nicht ohne weite-
res auf Mensch oder Haustiere tibertragen werden
diirfen, und dass auch Untersuchungen an Wieder-
kduern wertvolle neue Erkenntnisse liefern. Im-
munhistochemische Untersuchungen machen am
Beispiel der Hirnlisteriose bei Wiederkduern deut-
lich, dass die Expression von iNOS streng kompar-
timentalisiert ist. Wir hoffen, noch ungeloste Fra-
gen zur Steuerung dieser Kompartimentalisierung
in prospektiven Studien an erkrankten Tieren, die
aufgrund einerVerdachtsdiagnose tiberwiesen wer-
den, zu beantworten.
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