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Meiner AVV

Preisend mit viel schonen Reden
ihrer Lander Wert und Zahl
salen viele deutsche Firsten
einst zu Worms im Kaisersaal.

,Herrlich“, sprach der Flrst von Sachsen,
,ist mein Land und seine Macht.
Silber hegen seine Berge
wohl in manchem tiefen Schacht.”

~Seht mein Land in Gpp’ger Fille,
sprach der Kurfurst von dem Rhein.
,Gold’'ne Saaten in den Talern,
auf den Bergen edler Wein!*

,GrolRe Stadte, reiche Kloster”,
Ludwig, Herr zu Bayern, sprach,
,schaffen, dass mein Land den Euern
wohl nicht steht an Schéatzen nach.”

Eberhard, der mit dem Barte,
Wirttembergs geliebter Herr,
sprach: ,Mein Land hat kleine Stadte,
tragt nicht Berge silberschwer.

Doch ein Kleinod halt’s verborgen,
dass in Waldern noch so grof3
ich mein Haupt kann kihnlich legen
jedem Untertan in” Schol3.”

Und es rief der Herr von Sachsen,
der von Bayern, der vom Rhein:
,Graf im Bart, lhr seid der Reichste!
Euer Land tragt Edelstein!®

Justinus Kerner — ,Der reichste Furst* (1818)
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1 Einleitung

1.1 Relevanz neurologischer Erkrankungen

Erkrankungen des Zentralen Nervensystems (ZNS) haben meistens einschnei-
dende Folgen fir die Betroffenen. Enden sie nicht tdédlich, gehen sie in aller Regel
mit starken Beeintrachtigungen der Lebensqualitat wie beispielsweise voruber-
gehenden oder auch anhaltenden sensomotorischen Ausféllen, Aphasie,
Apraxie, Koma einher. Die Behandlung ist in den meisten Féllen rein symptoma-
tisch. Manche Therapien, eine nachfolgende Pflege oder eventuelle Rehabilitati-
onsmafBnahmen sind in aller Regel teuer, was Erkrankungen des ZNS nicht nur
fur die Patienten und ihre Angehérigen, sondern auch fir Kranken-, Renten- und
Pflegeversicherung und damit letztendlich auch fir Politik und Steuerzahler bzw.
die Sozialversicherungspflichtigen relevant macht. Laut Deuschl et al. (2016) la-
gen die Ausgaben der gesetzlichen Krankenversicherung im Jahr 2004 allein fir
die Behandlung von Demenzerkrankungen in Deutschland bei tber 5,5 Milliarden
Euro.

Zu den zentralnervésen Erkrankungen gehdren neben Infektionen bakterieller,
viraler sowie protozoischer Erreger, auch zerebrovaskulare (z. B. Schlaganfalle,
arterielle Aneurysmen und Hirnblutungen), autoimmune (z. B. Optikusneuritis
und Multiple Sklerose), neurodegenerative (z. B. Morbus Alzheimer, Morbus
Huntington, idiopathisches Parkinson-Syndrom und weitere parkinsonverwandte
und dementielle Erkrankungen), traumatische und (para-)neoplastische Erkran-
kungen oder Syndrome (Glioblastome oder sekundare Tumore). Hinzu kommen
beobachtete inflammatorische Veranderungen wahrend des Alterungsprozesses
oder metabolischer Erkrankungen, beispielsweise bei Diabetes Mellitus oder Adi-
positas (Nicolas, Lanzmann-Petithory und Vellas, 1999; Holloszy und Fontana,
2007; Witte et al., 2009; Trepanowski et al., 2011; Tremblay et al., 2012; Anton
und Leeuwenburgh, 2013; Golbidi et al., 2017) oder bei psychiatrischen Erkran-
kungen wie Depressionen (Alboni et al., 2017).

Bei nahezu all diesen (und noch vielen, teils nicht primar neurologischen, weite-
ren) Erkrankungen bzw. in all diesen Erkrankungsspekiren konnten mittlerweile

Veranderungen und/oder Reaktionen auf die pathologischen Prozesse der



Mikrogliazellen (MG) sowohl beim Menschen (Streit und Sparks, 1997; Streit et
al., 2005; Walker und Lue, 2015; Maxan et al., 2018) als auch im Mausmodell
nachgewiesen werden (Streit et al., 2005; Lalancette-Hébert et al., 2007; Hin-
wood et al., 2013; Walker und Lue, 2015; Hellwig et al., 2016; Alboni et al., 2017;
Voet, Prinz und van Loo, 2019). Auch gibt es starke Indizien daflr, dass sich
Stoffwechselerkrankungen wie Adipositas und Diabetes Mellitus negativ auf die
Gehirnhomdostase auswirken und die Aktivitat und Morphologie von Mikroglia-
zellen beeinflussen (Lee, Seroogy und Mattson, 2002; Mattson und Wan, 2005;
Patel et al., 2005; Bachstetter et al., 2015; Mattson, Longo und Harvie, 2017;
Mattson et al., 2018).

Laut den von der Deutschen Gesellschaft flir Neurologie (DGN) veréffentlichten
Leitlinien belaufen sich die Inzidenzen jeweils in Deutschland (jahrlich pro
100.000 Einwohnern) fur Demenzerkrankungen (inkl. Morbus Alzheimer) auf
etwa 300 (Deuschl et al., 2016), flr das idiopathische Parkinsonsyndrom insge-
samt auf 16 bis 20, je nach Alter und Geschlecht aber bis zu 1.800 (DGN, 2016),
fir Multiple Sklerose auf 16 bis 18 (Hemmer, 2021). Die genannten Inzidenzen
sind als exemplarisch fir drei groBe neurodegenerative bzw. autoimmune Er-
krankungen zu verstehen. Die Aufz&hlung kénnte fir andere Erkrankungen fort-
gesetzt werden.

Infektionen des ZNS dagegen sind in Deutschland dank des Klimas und der fort-
schrittlichen Infrastruktur — insbesondere der medizinischen Versorgung — insge-
samt eher selten bzw. selten tddlich, weltweit aber dennoch weiterhin ein groBBes
Problem. Zunehmende Migration, Flichtlingsbewegungen, Reisen im Rahmen
der Globalisierung und der Klimawandel kénnten die Fallzahlen in Deutschland
zukinftig erheblich erhéhen. Wie von Figarella et al. (2020) einleitend beschrie-
ben, leiden Milliarden von Menschen weltweit an protozoischen Infektionen, die
jahrlich etwa 500.000 Todesfalle bedingen. Dies beinhaltet u.a. die von dem pro-
tozoischen Erreger Trypanosoma brucei ssp. (Tb) ausgeldste Humane Afrikani-
sche Trypanosomiasis (HAT; Grundlagen werden in einem spateren Kapitel er-
lautert), welche im Endstadium auch das ZNS befallt und nachweislich zu einer
mikroglialen Reaktion fuhrt (Chimelli, 2011; Maloba, Ngotho und Rajesh, 2012).
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Dies alles impliziert, dass Mikrogliazellen in den physiologischen und patho-
physiologischen Prozessen in all diesen Erkrankungen eine Rolle spielen mus-
sen. Erst wenn die Pathomechanismen dieser Erkrankungen und die
immunologische Reaktion auf diese sowie alle weiteren homdostaseaufrechter-
haltenden Aufgaben der MG verstanden wurden, kann auch eine nachhaltige,
kausale Therapie fur diese Erkrankungen entwickelt oder ggf. sogar an einer Pro-

phylaxe gearbeitet werden.

Im Folgenden werden deshalb neben anatomischen Grundlagen und grund-
legenden Kenntnissen zur mikroglialen Morphologie und (Patho-) Physiologie
auch grundlegende Kenntnisse zur Afrikanischen Schlafkrankheit erlautert, die
hier als Modell pathophysiologischer Prozesse herangezogen wurde, um eine
quantifizierte Analyse der mikroglialen Morphologie im Infektionsverlauf vor-

nehmen zu kénnen.

1.2 Anatomische Anmerkungen

Das ZNS ist das vermutlich wichtigste Organsystem in Vertebraten. Es lenkt und
koordiniert Bewegungen, verarbeitet Sinneswahrnehmungen und Lernprozesse,
nimmt maBgeblichen Einfluss auf andere Organsysteme und ist der Sitz von Be-
wusstsein und Emotionen. Kurz gesagt: Alle Informationen des Korpers laufen
hier zusammen, werden verarbeitet und gespeichert und ggf. wird darauf
reagiert. Es initiilert und koordiniert Bewegungsablaufe. Zusatzlich ist es der Ort
der ,héheren Funktionen‘ der GroBhirnrinde wie eben beispielsweise des Be-
wusstseins (Aumdller et al., 2017; Alves De Lima, Rustenhoven und Kipnis, 2020;
Schinke, Schulte und Schumacher, 2022).

Das ZNS setzt sich zusammen aus dem Gehirn und dem Rickenmark.
Ersteres befindet sich in der Schadelhdhle, zweiteres im Spinalkanal der Wirbel-
saule. Hier wird bereits deutlich, wie wichtig es evolutiondr gesehen war, das
wichtigste der Organsysteme adaquat vor Schaden zu schitzen: Das gesamte
ZNS wird von knéchernen Strukturen umgeben. Hinzu kommt eine Ummantelung
des gesamten ZNS mit den drei sogenannten Meningen (lat. fir Hirnh&ute). Von
peripher nach zentral sind dies: die Dura mater (lat. fir harte Hirnhaut; auch nur
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Dura), die Arachnoidea (lat. fir Spinnengewebshaut) und die Pia mater (lat. fir
weiche Hirnhaut; auch nur Pia). Arachnoidea und Pia mater werden haufig als
Leptomeninx zusammengefasst. Veranschaulicht wird dieser Aufbau in Abbil-
dung 1. Hier findet sich auch der auBBere Liquorraum (Subarachnoidalraum), der
mit Liquor (cerebrospinalis) geflllt ist. Neben der Versorgung mit Nahrstoffen und
dem Schutz vor StéBen fihrt das Umspulen des Gehirns mit Liquor dazu, dass
das Gehirn in einer Art Wasserbett schwimmt, somit weich gelagert ist und durch
den Auftrieb das effektive Eigengewicht auf das Parenchym vermindert wird (Korf
und Schiebler, 2007; Aumdller et al., 2017; Alves De Lima, Rustenhoven und
Kipnis, 2020; Schiinke, Schulte und Schumacher, 2022; Trepel, 2022).

/ Gehirn

Kranium
Kopfbehaarung \
Kopfhaut
Schadelknochen

periostale Schicht
meningeale Schicht
Arachnoidea
Subarachnoidalraum

/

__arachnoidale

Trabekel Wirbelkdrper
Weilke Substanz  Pia mater Graue Substanz 0
Leptomeningeales : : [
Gefan Wirbelkorper —_|
Subarachnoidalraum —_|
Dura mater —
Rickenmark
Pia mater

Abbildung 1: Lokalisation und schiitzende Strukturen des ZNS

In der Abbildung sind links schematisch die Lokalisation des ZNS in seinem knéchernen Panzer,
rechts oben die ZNS-schitzenden anatomischen Strukturen von peripher nach zentral im
Cranium und rechts unten die gleiche Situation fiir den Spinalkanal dargestellt. Abbildung ange-
lehnt an Alves De Lima, Rustenhoven und Kipnis (2020).
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Die Dura mater ist eine ledrige, derbe Haut. Sie verfligt iber ein meningeales —
auf welches die Arachnoidea folgt — und ein periostales Blatt, welches dem
Schadelknochen direkt anliegt. In den meisten Bereichen liegen diese Blatter di-
rekt aneinander, in manchen Bereichen bilden sie aber Duplikaturen, in denen
die sogenannten Gehirnsinus verlaufen. Diese Sinus durae matris dienen dem
vendsen Abfluss des Gehirns. In sie miinden mittels Briickenvenen alle kleineren
Venen des Gehirns (Aumdller et al., 2017; Alves De Lima, Rustenhoven und
Kipnis, 2020; Schinke, Schulte und Schumacher, 2022; Trepel, 2022).
AuBerdem legen Veroffentlichungen der letzten Jahre nahe, dass ein meningo-
lymphatisches System existiert. Diese LymphgefaB3e verlaufen parallel zu den
ven@sen Sinus in diesen Duplikaturen und drainieren in zervikale Lymphknoten
(Alves De Lima, Rustenhoven und Kipnis, 2020).

Die Arachnoidea folgt direkt auf das meningeale Blatt der Dura mater. Unter ihr
liegt der Subarachnoidalraum. Dieser verfigt Uber die namensgebenden
spinnennetzartigen Auslaufer, die bis zur Pia mater ziehen. Sie werden als Trab-
ekel bezeichnet. Der Subarachnoidalraum ist mit dem hirnversorgenden Liquor
geflllt. Durch den Subarachnoidalraum ziehen sich auch die sogenannten lepto-
meningealen Blutgefale. Eine Diffusion zwischen Liquor und Blut wird durch ein-
geschrankte Permeabilitat erschwert. Bei gréBeren Saugetieren lassen sich Zot-
ten der Arachnoidea finden, die sich durch die Dura mater in die oberen Sinus
ziehen und dort Liquor an das vendse Blut abgeben (Korf und Schiebler, 2007;
Aumdller et al., 2017; Alves De Lima, Rustenhoven und Kipnis, 2020; Schiinke,
Schulte und Schumacher, 2022; Trepel, 2022).

Die Pia mater folgt unterhalb des Subarachnoidalraumes und liegt dem Gehirn
direkt auf. Sie ist die letzte Struktur, die das Erreichen des eigentlichen Gehirn-
parenchyms verhindert. Unter der Pia mater folgt ndmlich (zumindest im Bereich
der GroBhirnrinde) direkt die graue Substanz, in der die Zellkérper der Nerven-
zellen liegen. Die Piafolgt den gehirnversorgenden Arteriolen weit bis in die Nahe
ihres Kapillarbetts, ist im Verlauf aber immer rudimentérer ausgebildet (Korf und
Schiebler, 2007; Aumdller et al., 2017; Alves De Lima, Rustenhoven und Kipnis,
2020; Schiinke, Schulte und Schumacher, 2022; Trepel, 2022).

Die Meningen umhdllen nicht nur das Gehirn, sondern ziehen zusammen mit dem
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Ruckenmark durch das Foramen magnum. Hier trennt sich das auBere vom in-
neren Durablatt. Das au3ere Durablatt liegt am Periost des Wirbelkanals an. Zwi-
schen den beiden Durablattern findet sich im sogenannten Epiduralraum Fettge-
webe mit einem dichten Venengeflecht. Die beiden Blatter vereinigen sich am
Ende des Wirbelkanals wieder (beim adulten Menschen auf Héhe S2 — S3). Dem
inneren Durablatt liegt die Arachnoidea direkt an. Im Bereich der Nervenwurzeln
setzt sich die Arachnoidea in das Perineurium der Spinalnerven fort. Hier finden
sich auch kleine Wurzeltaschen, in denen Liquor in das Lymphsystem abgege-
ben wird, sodass ein stetiger Lymphabfluss von zentral nach peripher stattfindet.
Am kaudalen Ende des Ruckenmarks wird der Duralsack von der Arachnoidea
und Dura gebildet. Die Pia mater spinalis folgt dann als letzte Hirnhaut und be-
deckt im Rickenmark die weil3e statt der grauen Substanz, da anders als im Ge-
hirn hier die weil3e statt der grauen Substanz auf3en liegt. Auch im Rickenmark
befindet sich im Subarachnoidalraum Liquorzum Schutz und zur Versorgung des
Nervengewebes (Korf und Schiebler, 2007; Aumdiller et al., 2017; Alves De Lima,
Rustenhoven und Kipnis, 2020; Schinke, Schulte und Schumacher, 2022; Tre-
pel, 2022). Aus dem Rickenmark treten die sogenannten Spinalnerven aus, die
in die Peripherie ziehen und diese innervieren. Hier wird fir gewdhnlich der Be-
ginn des peripheren Nervensystems verortet (Korf und Schiebler, 2007; Aumuller
etal., 2017; Schiinke, Schulte und Schumacher, 2022). Die Versorgung des ZNS
mit notwendigen Stoffen, wie beispielsweise Glukose und Sauerstoff, erfolgt Gber
die arteriellen BlutgefaBe und den Liquor cerebrospinalis. Der Liquor befindet
sich im sogenannten Ventrikelsystem (innerer Liquorraum) und im Subarachnoi-
dalraum (&uBerer Liquorraum). Der innere Liquorraum setzt sich im Gehirn aus
den beiden Seitenventrikeln (Ventrikel | und Il), dem dritten und vierten Ventrikel
(Ventrikel Il und 1V), dem Aquaeductus mesencephali sowie im Rickenmark aus
dem Zentralkanal zusammen (s. Abbildung 2). Die Seitenventrikel stehen jeweils
durch ein Foramen interventriculare mit dem dritten Ventrikel in Verbindung. Un-
terhalb der Commissura posterior geht der dritte Ventrikel in das Aquaeductus
mesencephali Uber, welches wiederum den dritten mit dem vierten Ventrikel ver-
bindet. Nach kaudal schlie3t sich an den vierten Ventrikel der Zentralkanal des
Ruckenmarks an. Im vierten Ventrikel steht der innere Liquorraum mit dem
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auBeren Uber die Apertura mediana und zwei Aperturae laterales in Verbindung
und ermdglicht so den Austausch, Abfluss und die Erneuerung des Liquors im
bzw. Uber den duBeren Liquorraum (Aumdller et al., 2017; Schinke, Schulte und
Schumacher, 2022; Trepel, 2022).

Ill. Ventrikel Seitenventrikel

Recessus suprapinealis ; .
Foramen interventriculare

Recessus pinealis

Abdruck der Commissura ant.
Lamina terminalis

Recessus opticus

Recessus infundibuli

Abdruck der
Commisura post.
IV. Ventrikel
Aquaeductus mesencephali

Apertura lat.
ventriculi quarti

Zentralkanal

Abbildung 2: Ventrikelsystem

Die Abbildung zeigt das Ventrikelsystem des Craniums beim Menschen; der Zentralkanal als Li-
quorraum des Rickenmarks ist zervikal abgeschnitten. Gezeigt werden auBerdem Berthrungs-
punkte angrenzender anatomischer Strukturen des umliegenden Nervengewebes, beispiels-
weise der Commisurae anterior et posterior. Abbildung angelehnt an Korf und Schiebler (2007).

Der innere Liquorraum wird von einer einschichtigen Ependymzellschicht ausge-
kleidet. Laut Trepel (2022) gehdren die Ependymzellen zu den Gliazellen und
sind iso- bis hochprismatische Epithelien. Sie sind mit ihren Mikrovilli am Trans-
port des Liquor cerebrospinalis, welcher von den Plexus choroidei der vier Ventri-
kel gebildet wird, beteiligt und bilden auch geringe Mengen des Liquors selbst.
Bei den Plexus choroidei handelt es sich um stark vaskularisiertes Bindegewebe,
auf dem spezialisierte Ependymzellen sitzen, die auf die Produktion von Liquor
spezialisiert sind. Da die Plexus choroidei anatomischen Bezug zum dritten und
vierten Ventrikel sowie zu einem gefensterten Kapillarendothel besitzen, werden
sie manchmal zu den Zirkumventrikuldren Organen (ZVO) gezéahlt. Allerdings
verfligen sie Uber keine eigenen Neurone, wie die restlichen ZVO. Beim Liquor
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handelt es sich um eine klare, farblose sowie sehr protein- und zellarme FlUssig-
keit. Neben den bereits beschriebenen Zirkulations- und Resorptionsmechanis-
men existiert auBerdem eine parazellulare Passage des Liquors an den Epen-
dymzellen vorbei in die interstitielle Flissigkeit. Die Blut-Hirn- und Blut-Liquor-
Schranke verhindern allerdings einen Ubertritt in das Gehirnparenchym
(Duvernoy und Risold, 2007; Korf und Schiebler, 2007; Trepel, 2022).

a Blut-Arachnoidea-Schranke b Blut-Hirn-Schranke ,
Dura mater AstrozytenfiiBchen Pe/' izyt
durales =
2 astrozytare
Blutgefaﬂ\f.-'f.i‘-‘%fibf ? - Basalmembran
. = =y — glatte
Arachnoidea s GefiRmuskelzelle = A : Zritrg z
leptomeningeales | 7= === eees———= zerebrales. ® @ @ Venole/veng
Gefa ® & "o e & BlutgefiR Kapillare *® e @
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C

Ependymzelle

Epithelzelle

Erythrozyt—— =
- > > \Kapillare

Endothelzelle /

Blut-Liqour-Schranke

Abbildung 3: Diffusionsbarrieren im ZNS

Die Abbildung veranschaulicht schematisch die drei Barrieren im ZNS, die das Gehirnparenchym
von der Peripherie abgrenzen sollen: (a) die Blut-Arachnoidea-Schranke, (b) die Blut-Liquor-
Schranke und (c) die Blut-Hirn-Schranke. Die Blut-Arachnoidea-Schranke besteht aus dem
Epithel der Arachnoidea und trennt den Liquor cerebrospinalis im Subarachnoidalraum (zentral)
von den weiter peripher liegenden Strukturen wie beispielsweise den Sinus durae matris (a). Im
Subarachnoidalraum verlaufen leptomeningeale Blutgefa3e, die wie die anderen intrazerebral
verlaufenden GeféBe Uber eine Blut-Hirn-Schranke verfligen. Die Blut-Hirn-Schranke wird von
den Endothelzellen der BlutgeféaBe und ihren besonders dichten Zell-Zell-Kontakten gebildet und
trennt das intravasale Blut vom Gehirnparenchym (c). Die Blut-Liquor-Schranke wird von Epithel-
zellen der Plexus choroidei gebildet. Sie trennen die Plexus choroidei vom inneren Liquorraum
(b). RBC: Erythrozyt; VSMC: glatte GefaBmuskelzelle. BBB: Blut-Hirn-Schranke. BMB: Blut-Ara-
chnoidea-Schranke. BCSFB: Blut-Liquor-Schranke. CSF: Liquor cerebrospinalis. Abbildung an-
gelehnt an Alves De Lima, Rustenhoven und Kipnis (2020).

Es wird deutlich, wie wichtig es evolutionar ist bzw. war, das ZNS vor Schaden
zu schitzen. Diese Schadigung kann allerdings nicht nur auf physikalischem
Wege geschehen, sondern auch auf pharmakologischem oder biochemischem
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Wege. Deshalb ist es auBerordentlich wichtig, dass die Hombostase im ZNS
streng Uberwacht und reguliert wird.

An der Aufrechterhaltung der Homdostase sind daher die folgenden Barrieren
maf3geblich beteiligt, deren Aufgaben darin bestehen, dass kein unkontrollierter
Ubertritt von Substanzen jeglicher Art aus dem Blut in das Gehirparenchym
moglich ist. Im ZNS sind drei dieser Barrieren beschrieben, die entsprechend
auch den Ubertritt von Erregern, Proteinen, Antikérpern, Immunzellen oder
Medikamenten aus dem Blut ins Gehirnparenchym erschweren oder behindern
(s. Abbildung 3): die Blut-Hirn-Schranke, die Blut-Liquor-Schranke und die Blut-
Arachnoidea-Schranke. Die duralen BlutgefaBe weisen Fenestrierungen auf, so-
dass eine solche Barriere zwischen dem Duralraum und dem auf3eren Liquor-
raum notig ist. Diese Aufgabe wird vom Epithel der Arachnoidea Gbernommen,
welches das Blut vom subarachnoidalen Liquor trennt. Die Blut-Liquor-Schranke
bildet dagegen die Barriere des inneren Liquorraums zwischen den Endothelzel-
len des Plexus choroideus, die den Liquor in die Ventrikel sezernieren, und den
fenestrierten BlutgefaBen, die die Plexus choroidei mit Blut versorgen. Die Blut-
Hirn-Schranke wiederum trennt das Blut der versorgenden BlutgeféaBBe vom Ge-
hirnparenchym und befindet sich Uberwiegend in den BlutgefaBen des Subara-
chnoidalraums (Abbott, Rbnnback und Hansson, 2006; Alves De Lima, Rusten-
hoven und Kipnis, 2020; Trepel, 2022). Interessanterweise liegen Neurone meist
nicht mehr als 8 bis 20 um von einer Kapillare entfernt, wahrend die Entfernung
zum Liquorraum auch Milli- oder Zentimeter betragen kann, was einem drei- bis

vierstelligem Faktor entsprache (Abbott, R6nnback und Hansson, 2006).

Defizienzen im Bereich der genannten Barrieren sind charakteristisch fir eine
Reihe an pathologischen ZNS-Veranderungen, wie beispielsweise nach Trau-
mata oder bei Neurodegeneration (Zlokovic, 2008). Laut Duvernoy und Risold
(2007) gibt es allerdings auch ohne pathologische Prozesse im Bereich der ZVO
abschnittsweise weniger strikt ausgebildete Barrieren. Auf die unterschiedlichen
Barrieren und die ZVO wird im Folgenden naher eingegangen.

17



1.2.1 Blut-Hirn-Schranke

Die sogenannte Blut-Hirn-Schranke besteht im eigentlichen anatomischen Sinne
lediglich aus den mittels tight junctions sehr eng miteinander verbundenen En-
dothelzellen der Blutgefal3e, insbesondere der KapillargefaB3e. Sie bilden die ei-
gentliche Diffusionsbarriere zwischen Blut und Gehirnparenchym (einschlieBlich
der interstitiellen FlUssigkeit) und verhindern weitestgehend eine parazellulare
Passage (Trepel, 2022). Kleinere Gase wie N2, O2, CO2 oder Xe und Molekile
mit einer Masse < 18 Da bzw. mit weniger als 10 Wasserstoffbindungen kénnen
allerdings frei diffundieren, dazu gehdren u.a. auch lipophile Substanzen wie Bar-
biturate oder Ethanol (Abbott, R6nnbéack und Hansson, 2006). Die Wand der Ka-
pillar-gefal3e besteht aus einem durchgangigen, einschichtigen Endothel. Dieses
besitzt — anders als beispielsweise in der Leber oder der Milz und ausgenommen
der ZVO (s. 1.2.4) — keine Poren oder Fenster. Des Weiteren verfligen die En-
dothelzellen Uber Kanalproteine zur strikten Regulierung der Stoffaufnahme und
-abgabe in das bzw. aus dem ZNS. Die lonenkonzentrationen wie beispielsweise
K* werden in einem engen Bereich gehalten; lonen mit zwei Ladungen, etwa Ca?*
und Mg?*, kdnnen kaum frei durch die Blut-Hirn-Schranke diffundieren. Den
Transport gréBerer oder geladener Teilchen vermitteln Transportmolekile, ins-
besondere um die Konzentration wichtiger Substanzen wie beispielsweise Glu-
kose zu optimieren und (neuro-)toxische Substanzen zu eliminieren (Serlin et al.,
2015). Um dieser Funktion gerecht werden zu kdnnen, sind die Kapillarendothe-
lien &hnlich peripherer Epithelzellen apikal und basolateral gegliedert (Betz, Firth
und Goldstein, 1980; van Itallie und Anderson, 2006), besitzen aber einen héhe-
ren Anteil an Mitochondrien, um mittels aktiven Transportes unter Hydrolyse von
Adenosintriphosphat (ATP) die Konzentrationsgradienten aufbauen zu kénnen
(Oldendorf, Cornford und Brown, 1977; Serlin et al., 2015). In den Reviews von
Abbott et al. (2006; 2010) wird ausfihrlich auf Transportwege und molekularen
Aufbau der Blut-Hirn-Schranke eingegangen. Abbott et al. (2006) listet auBerdem
einige Moleklle auf, die die Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke herabsetzen,
darunter: ATP, Bradykinin, Histamin, Serotonin, Glutamat, Adenosin, Prostaglan-
dine, Leukotriene, Interleukine (IL) IL-1a, IL-1B, IL-6, Tumornekrosefaktor TNF-
a, freie Radikale und NO.
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Die folgenden Ausfuhrungen zur Blut-Hirn-Schranke basieren auf dem Review
von Sharif et al. (2018), die Primarliteratur ist diesem Review zu enthehmen:
Sharif et al. (2018) fihren neben dem Kapillarendothel weitere unerlassliche
Komponenten auf, die maBgeblich an beispielsweise der Angiogenese und Re-
gulation von Homdostase und Durchblutung des ZNS sowie Aufrechterhaltung
und Modulation der Blut-Hirn-Schranke beteiligt sind. Diese weiteren Komponen-
ten scheinen auch daftr (mit-)verantwortlich zu sein, dass die besonders dichten
Zell-Zell-Abstande durch die tight junctions in der Blut-Hirn-Schranke tberhaupt
erst ausgebildet werden. Zu diesen weiteren Komponenten gehdren Perizyten,
Immunzellen und Astrozyten sowie die Basalmembran und die
Extrazellularmatrix. Der Raum zwischen Basalmembran und den Neuronen wird
Virchow-Robin-Raum genannt. In diesen befinden sich interstitielle FlUussigkeit
sowie perivaskulare Immunzellen (s. Abbildung 4). All diese Strukturen werden
zusammen mit den zugehdrigen Neuronen auch als Neurovaskulédre Einheiten
bezeichnet.

An der abluminalen Seite werden die Endothelzellen unvollstandig von Perizyten
bedeckt. Diese sind etwa in einem Verhaltnis von 3:1 (Endothelzelle zu Perizyt)
in die Basalmembran eingebettet. Trotz der Bindungen mittels N-Cadherin, gap
und tight junctions haben die Perizyten keinen vollumfanglichen Kontakt zu den
Endothelzellen. Mittels langen Membranerweiterungen regulieren sie den Blut-
fluss. Obwohl sie nicht die komplette Endothelzell-Schicht bedecken, werden sie
nach Beschadigung oder Entfernung schnell wieder erneuert, was darauf hin-
weist, dass sie fur die Blutzirkulation im ZNS und die Integritét der Blut-Hirn-
Schranke wichtig und auBerdem flir die Angiogenese und Wartung der Blut-Hirn-
Schranke-Permeabilitat relevant sind.

Astrozyten gehéren zu den Gliazellen, welche das AuBere der Basalmembran
und der Perizyten mit ,fiRchenahnlichen’ Auslaufern ihrer Zellmembran umman-
teln. Sie stehen durch einen Dystroglycan-Dystrophin-Komplex mit der Basal-
membran in Kontakt, welcher mit Agrin innerhalb der parenchymalen Basal-
membran interagiert. Sie beteiligen sich an der Blut-Hirn-Schranke, indem sie die
Immunregulation und die Uberwachung der elektrochemischen Aktivitat und des
parenchymalen Wasser- und Metabolitenhaushaltes beeinflussen. Auch eine
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Beteiligung in der embryonalen Entwicklung wird diskutiert (Noell et al., 2011;
Reemst et al., 2016).

Astrozytenfliichen
Basalmembran

Endothelzelle
Virchow-Robin-Raum l

1)

Endothelzelle
Gap junction

Astrozyt

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Blut-Hirn-Schranke

In der Abbildung sind schematisch die Blut-Hirn-Schranke bildenden Endothelzellen sowie um-
gebende Strukturen wie die Virchow-Robin-Raume, die Pia mater, die Glia limitans, Peri- und
Astrozyten und Neurone des Gehirnparenchyms dargestellt. Angedeutet sind auch Transportpro-
teine der Blut-Hirn-Schranke (Glucosetransporter, K*-Kanal und Aquaporin4-Kanal). Besonders
hervorzuheben sind hier der Virchow-Robin-Raum zwischen Endothelzellen und der Pia mater
sowie die direkt zentral der Pia mater anliegenden ,AstrozytenfiBchen’. Abbildung angelehnt an
Sharif et al. (2018).

Im Bereich der Blut-Hirn-Schranke finden sich perivaskulare und meningeale
Makrophagen sowie Mikroglia (MG). Die ersten beiden entstammen der mo-
nozytaren Zelllinie. Die perivaskuldren Makrophagen findet man fir gewoéhnlich
auf der abluminalen Seite der Blut-Hirn-Schranke, insbesondere innerhalb der
Virchow-Robin-Raume. Ahnlich peripherer Makrophagen phagozytieren sie zel-
lulare Ablagerungen, Pathogene etc. Sie lassen sich entsprechend ihrer Na-
mensgebung in der ndheren Umgebung von BlutgeféaBen (perivaskular) bzw. in
den Hirnhduten (meningeal) finden. Im Bereich der Dura mater sind neben den
meningealen Makrophagen auBBerdem eine gro3e Spannweite weiterer Immun-
zellen (einschlieBlich Naturlicher Killerzellen und T-Zellen) bzw. im Bereich der
Pia materlediglich T-Zellen zu finden. Es konnte auBBerdem gezeigt werden, dass
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perivaskuldre und meningeale Makrophagen auf periphere Immunaktivierung re-
agieren und somit maBgeblich an der Weiterleitung peripherer Stimuli an ZNS-
Makrophagen (einschlieBlich MG) sein kénnten.

Die MG kommen urspringlich aus dem Dottersack und wandern wé&hrend
frihester Entwicklung in das Gehirnparenchym ein. Sie sind fir die angeborene
Immunreaktion sowie die Antigenprasentation verantwortlich und beteiligen sich
an der neuronalen Entwicklung. Die kuirzliche (Wieder-)Entdeckung des
meningolymphatischen Systems l&sst uns die Rolle der Blut-Hirn-Schranke bei
der Regulierung der erworbenen Immunitat Gberdenken (Yuhas, 2012; Alves De
Lima, Rustenhoven und Kipnis, 2020). Die MG werden in einem eigenen Kapitel
(s. 1.3) ausfuhrlicher diskutiert.

Die Basalmembran ist eine komplexe Sammlung von Biomolekilen und formt die
extrazellulare Matrix um BlutgefaBe und Perizyten. Sie befindet sich in direktem
Kontakt mit den bereits beschriebenen AstrozytenfiBchen, ist etwa 30 bis 40 nm
dick und enthalt Moleklle wie Kollagen 4, Fibronektin, Heparinsulfatproteogly-
kane und Laminine. Die Basalmembran wird in die vaskulare und die pa-
renchymale Schicht unterteilt. Beide Schichten dienen, wie die Blut-Hirn-
Schranke selbst auch, als physikalische Barriere und Schutz vor chemischen Sig-
nalen und scheinen die Einwanderung von T-Zellen zu behindern. Die vaskulare
Schicht wird durch Exkretionsprodukte der Endothelzellen und der Perizyten ge-
bildet und enthalt a4- und a5-Laminin. Die parenchymale Basalmembran geht
auf Astrozyten zurtick und enthalt a1- und a2-Laminin (Wu et al., 2009).

1.2.2 Blut-Liquor-Schranke und Hirnhaute

Im Bereich der Plexus choroidei und der Dura mater finden sich gefensterte Ka-
pillaren mit erhéhter Permeabilitdt. Um zu verhindern, dass ein unregulierter
Stoffaustausch zwischen Blut und Liquor bzw. Blut und Gehirnparenchym statt-
findet, gibt es ahnlich zur Blut-Hirn-Schranke weitere Barrieren.

Im Bereich der inneren Liquorrdume ist das die Blut-Liquor-Schranke. Sie wird
von fenestriertem Kapillarendothel, der darunterliegenden Basalmembran und
von spezialisierten Ependymzellen — den Epithelzellen der Plexus choroidei —
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und ihren tight junctions, gebildet (Trepel, 2022). Im Bereich der &uBeren Liquor-
rdume bilden, wie in den Reviews von Engelhardt, Vajkoczy und Weller (2017)
und Alves De Lima, Rustenhoven und Kipnis (2020) umfassend dargestellt, die
Arachnoidea und die Pia mater eine weitere Schranke zwischen Blut und Liquor
(Blut-Arachnoidea-Schranke) aus, die einen Ubertritt von Molekiilen aus dem In-
terstitium der Dura bzw. den in der Dura verlaufenden gefensterten Kapillaren in
den Subarachnoidalraum und damit in den Liquor unterbindet. Die Epithelzellen
der Arachnoidea sind mit tight junctions untereinander verbunden. Die leptome-
ningealen Gefafle, also die Gefale, die innerhalb des Subarachnoidalraums ver-
laufen, besitzen wiederum eine Blut-Hirn-Schranke, also ein dichtes, ungefens-
tertes GefaBendothel. Hinzu kommen weitere typische Wandschichten bei gré-
Beren GefaBen wie die Media und Adventitia. Im Vergleich dazu besitzt die Blut-
Hirn-Schranke laut Pardridge (1986) eine um den Faktor 2000 gréBere Aus-
tauschoberflache als die Blut-Liquor-Schranke. Der Ubertritt von Substanzen aus
dem Liquorins Gehirnparenchym bzw. umgekehrt ist also nicht uneingeschrankt
mdglich. Dies lasst sich daran belegen, dass sich die Zusammensetzung von Li-
quor und parenchymaler Extrazellularflissigkeit unterscheiden. Abbott et al.
(2010) beschreiben in inrem Review den Anteil der interstitiellen Flissigkeit am
Liquor zwischen 10 bis 60 %.

Im Bereich der auBeren Liquorrdume liegt zwischen dem Liquorund dem Gehirn-
parenchym die Pia mater. Der genaue Aufbau der Pia mater wird in der Literatur
sehr stiefmutterlich behandelt und kaum adaquat oder differenziert dargelegt.
Haufig findet man eine Beschreibung des Aufbaus der Leptomeninx, allerdings
kaum eine Differenzierung in die beiden an der Leptomeninx beteiligten Hirn-
haute Pia und Arachnoidea. Entsprechend sind Informationen lber Schichtung
und Zell-Zell-Kontakte der Pia mater cerebralis sehr dirftig. So legt eine sche-
matische Darstellung im anatomischen Atlas von Schiinke, Schulte und Schuma-
cher (2022) nahe, dass es sich lediglich um ein einschichtiges Epithel handelt.
Uber die Pia mater spinalis wird jedoch von Kayalioglu (2009) berichtet, dass sie
drei- bis sechsschichtig sei. Die Pia mater cerebralis ist dagegen laut Adeeb et
al. (2013) ein- bis zwei- und laut Hutchings und Weller (1986) ein- bis dreischich-
tig. Laut Alcolado et al. (1988) verfiigt die Pia tber Desmosomen. Desmosomen
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und Gap junctions wurden auch von Hutchings und Weller (1986) beschrieben.
Alcolado et al. (1988) sowie Hutchings und Weller (1986) beschreiben auBerdem,
dass die Pia mater sich je nach Spezies stark unterscheiden kann und nirgends
so stark ausgepragt zu sein scheint, wie beim Menschen. Da die Pia mater spi-
nalis und die Pia mater cerebralis aber am Foramen magnum ineinander Uber-
gehen, selben embryologischen Ursprungs sind und auch tatsachlich ahnliche
Aufgaben wahrzunehmen scheinen, liegt eine Ahnlichkeit im Aufbau sehr nahe —
ist aber aktuell nicht zweifelsfrei zu belegen. Hinweise darauf, dass die Pia mater
(wie die Arachnoidea) Uber eigene tight junctions verflgt, wurden dagegen in der

durchgefihrten Literaturrecherche nicht gefunden.

Die Pia mater steht in Verbindung mit der Adventitia grOBerer Hirnarterien oder
ersetzt diese im Verlauf. Sie bedeckt die GefalBe beim Eintritt in das Gehirnpa-
renchym, bildet dort die Virchow-Robin-R&dume und grenzt diese vom Subarach-
noidalraum ab (Gouveia-Freitas und Bastos-Leite, 2021; Trepel, 2022). Das
Epithel der Pia mater ist &hnlich der Blut-Hirn-Schranke weitestgehend imperme-
abel, verfugt laut Alcolado et al. (1988) jedoch Uber keine tight junctions. In den
tieferen Hirnschichten ist die gefaBbedeckende Pia immer rudimentérer ausge-
bildet. Auf kapillarem Niveau liegen dem Gefal3 keine pialen Zellen mehr auf
(Gouveia-Freitas und Bastos-Leite, 2021). Die zerebralen Venen scheinen ledig-
lich von Zellinseln der Pia und damit nicht durchgehend bedeckt zu sein, was
eine postkapillare Extravasation von Zellen vereinfachen kdnnte (Alcolado et al.,
1988). Die Pia mater ist selektiv permeabel fir geléste Substanzen und manche
Immunzellen, nicht aber flr Erythrozyten. Hutchings und Weller (1986) konnten
dies beispielsweise in menschlichem Gewebe bei Subarachnoidalblutungen und
Leptomeningitis belegen. Der Pia mater liegt nach zentral eine Basalmembran
und dann die Glia limitans an, die von den EndfliBchen der Astrozyten gebildet
wird (Dasgupta und Jeong, 2019). Zu den unter physiologischen Bedingungen in
der Dura gefundenen Immunzellen gehéren neben (meningealen) Makrophagen
auch Dendritische Zellen, T- und B- Lymphozyten, Monozyten, Neutrophile, Na-
tarliche Killerzellen. In der Pia wurden Uberwiegend Makrophagen, Dendritische
Zellen, T-Zellen und Neutrophile gefunden (Alves De Lima, Rustenhoven und
Kipnis, 2020). Cloyd und Low (1974) beschreiben, dass sich im Bereich der
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inneren Liquorrdume zwischen Liquor und Gehirnparenchym die Ependymzell-
schicht befindet, die die Ventrikel vollstandig auskleidet. Im Gegensatz zu den
Epithelzellen der Plexus choroidei besitzen die Ependymzellen allerdings keine
tight junctions, sondern lediglich Zonulae adherentes.

1.2.3 Virchow-Robin-Raume

Bei den Virchow-Robin-Radumen handelt es sich um perivaskulare Rdume zwi-
schen dem Gehirnparenchym und den hirnversorgenden BlutgefaB3en, die teils
von der Pia begleitet werden. Zum Gehirnparenchym hin werden die Virchow-
Robin-Raume von einer Basalmembran und der Glia limitans abgegrenzt (vgl.
Abbildung 4). Hier finden sich typischerweise auch perivaskulare Makrophagen.
Die Virchow-Robin-Raume umfassen neben dem eigentlichen Raum auch die
den Raum flllende extrazelluldre Flissigkeit und die darin liegenden Zellen.
Virchow-Robin-Raume sind an der paravaskularen Drainage von Metaboliten be-
teiligt, scheinen am sogenannten ,glymphatischen System* mitzuwirken und wer-
den somit ebenfalls mit der perineuralen und meningealen Lymphdrainage in
Verbindung gebracht (Yuhas, 2012; Alves De Lima, Rustenhoven und Kipnis,
2020; Gouveia-Freitas und Bastos-Leite, 2021; Trepel, 2022).

1.2.4 Zirkumventrikuldre Organe (ZVO)

Laut Duvernoy und Risold (2007) sind ZVO anatomische Strukturen, die mit dem
dritten Ventrikel (die Neurohypophyse inkl. der Eminentia Mediana,
Organum vasculosum laminae terminalis, Organum subfornicale, Organum sub-
commissurale, Glandula pinealis) bzw. dem vierten Ventrikel (Area postrema) as-
soziiert sind (vgl. Abbildung 5). Laut Trepel (2022) werden die ZVO von soge-
nannten Tanyzyten gebildet. Bei Tanyzyten handelt es sich um (mit den Epen-
dymzellen verwandten) spezialisierte Gliazellen in den Ventrikelwénden. Sie kdn-
nen auch neuronale Aufgaben wahrnehmen und direkt mit Liquorund Blut in Ver-
bindung treten (Trepel, 2022). Ein Zellpol der Tanyzyten scheint mit dem gefens-
terten Kapillarendothel, welches im Bereich der ZVO haufig gefunden werden
kann, in Kontakt zu stehen. Der andere Zellpol der Tanyzyten steht im Kontakt
mit dem Liquorraum oder dem periventrikularem Neuropil. Die Tanyzyten und die
anderen Ependymzellen verflgen Uber tight junctions (Barshes, Demopoulos
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und Engelhard, 2005). Laut Bentivoglio et al. (2018) kdnnte es zwischen der Emi-
nentia mediana und den Nuclei arcuati eine Grenzzone geben, in der die Tanyzy-
ten Uber keine tight junctions verfligen.

In der Literatur finden sich unterschiedliche Aussagen Uber Anzahl, Funktion und
strukturellen Aufbau der ZVO unterschiedlicher Spezies. Einig sind sich die Au-
toren darin, dass die KapillargefaBe all dieser Organe ein fenestriertes Endothel
besitzen, sodass das Blut und das Nervengewebe dieser Organe leichter mitei-
nander interagieren kénnen, was sie stark von dem restlichen ZNS mit seiner
Blut-Hirn-Schranke unterscheidet. Das Vorhandensein dieser fenestrierten Kapil-
laren und der Bezug zum Ventrikelsystem sind auch der Grund, warum manche
Autoren die Plexus choroidei mit zu den ZVO zahlen; andere wiederum versehen
die Plexus choroidei mit einer Sonderstellung, da sie keine eigenen Neurone ha-
ben (Duvernoy und Risold, 2007; Korf und Schiebler, 2007; Aumduller et al., 2017;
Kaur und Ling, 2017; Trepel, 2022). Manchmal werden die ZVO nach ihren teils
mutmaBlichen Funktionen in sekretorische (Neurohypophyse und Glandula pine-
alis) und sensorische Organe (die anderen) unterteilt. Allerdings gibt es einige
Widersprlche, die dieser strikten Einteilung zumindest teilweise entgegenstehen,
da auch einige sensorische ZVO Stoffe sezernieren (Duvernoy und Risold, 2007;
Wong et al., 2013; Ufnal und Skrzypecki, 2014; Kaur und Ling, 2017). Des Wei-
teren berichten Ufnal und Skrzypecki (2014), dass ZVO an der Regulation des
Blutdrucks beteiligt sein kdnnten. Auch wurden einige blutdruckwirksame Hor-
mone als Neurotransmitter im ZNS nachgewiesen, sodass die ZVO als ,Briicke’
zwischen peripherem und zentralem Hormonsystem sowie integrativer Bestand-
teil zur Abstimmung neuronaler und humoraler Signale fungieren kénnten. Die
Hypophyse liegt in der Fossa hypophysealis Sellae turcicae und lasst sich in A-
deno- und Neurohypophyse unterteilen. Die Adenohypophyse ist embryologisch
gesehen kein Teil des Gehirns (Trepel, 2022). Die Neurohypophyse lasst sich
wiederum in Infundibulum (Hypophysenstiel) und den Lobus posterior unterteilen.
Im Lobus posterior treffen die Axonenden der hypothalamischen Nuclei suprao-
pticus et paraventricularis, die die Hormone Vasopressin und Oxytozin syntheti-
sieren, auf ein ausgepragtes Kapillarsystem mit dem bereits erwahnten ZVO-ty-
pischen gefensterten Endothel. Die Bildung und Freisetzung der Hormone in das
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Blut wird Gber Osmorezeptoren und Afferenzen aus verschiedenen Kernen des
Hirnstamms und des limbischen Systems geregelt. Der Hypophysenstiel verbin-
det die Hypophyse mit dem Hypothalamus. In Richtung des Hypothalamus lauft
das Infundibulum verdickt aus. Diese Verdickung wird Eminentia mediana ge-
nannt. Die Eminentia mediana liegt zwischen den beiden Ncl. arcuati des Hypo-
thalamus. Deshalb wird die Eminentia mediana zusammen mit den beiden Ncl.
arcuati auch haufig als ,arcuate nucleus-median eminence complex‘ bezeichnet.
Die Eminentia mediana verfugt Uber ein Pfortadersystem, in das Steuerhormone
abgegeben werden, die auf die Adenohypophyse wirken. Diese reagiert darauf
wiederum mit der Ausschittung glandotroper Steuerhormone. Dieses Pfortader-
system besitzt ein oberflachliches und ein tiefes Kapillarnetz, welche untereinan-
der Anastomosen ausbilden, deren Funktion aber noch nicht ganzlich verstanden
ist (Duvernoy und Risold, 2007; Korf und Schiebler, 2007; Kaur und Ling, 2017).

Die folgenden anatomischen und physiologischen Ausfiihrungen zu den
ZVO basieren auf den Ubersichtsarbeiten von Duvernoy und Risold (2007)
sowie Kaur und Ling (2017). Die eigentliche Priméarliteratur ist diesen Arbeiten
zu entnehmen. Ergdnzungen erfolgen an den mit Zitaten gekennzeichneten

Stellen mittels (neuro-)anatomischer Fachbiicher und Atlanten.

Die Héhle des dritten Ventrikels wird rostral von der Lamina terminalis begrenzt,
welche sich wiederum rostral von der vorderen Kante des Chiasma opticum bis
dorsal zur Commissura anterior ausdehnt. Transversal wird die lamina terminalis
von einer Falte begrenzt, die Gber dem Chiasma opticum den Recessus suprao-
pticus bildet. In der Lamina terminalis liegt das Organum vasculosum laminae
terminalis. Es besteht aus einem Netzwerk kapillarer GefaBschlingen, das die
gesamte Falte der Lamina terminalis auskleidet (Schinke, Schulte und Schuma-
cher, 2022). Bei Katzen konnte kein Kontakt des Ventrikels mit den tiefer gehen-
den GefaBschlingen festgestellt werden. Insgesamt ahnelt der Aufbau des Kapil-
larsystems aber dem des Pfortadersystems der Neurohypopyhse, welche topo-
grafisch lediglich durch das Chiasma opticum voneinander abgegrenzt werden.
Typisch fir das Organum vasculosum laminae terminalis sind die topografischen
Beziehungen der Subarachnoidalrdume der prachiasmatischen Zisterne mit dem
oberflachliche Kapillarnetz sowie der Ventrikelhéhle mit dem tiefen Kapillarnetz.
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Auch im Organum vasculosum laminae terminalis stehen die Neurone Uber das
gefensterte Endothel im direkten Kontakt mit humoralen Substanzen. Eventuell
kénnte das Organum vasculosum laminae terminalis als Osmoregulator dienen
und eine Rolle bei der Freisetzung von Vasopressin spielen. Auch bis zum Or-
ganum vasculosum laminae terminalis reichende hypothalamische Neuronenfa-
sern wurden beschrieben, die Gonadoliberin-Vesikel enthalten. So kdnnte das
Organum vasculosum laminae terminalis auch in die zyklische Produktion der
hypophyséren gonadotropen Hormone involviert sein (Duvernoy und Risold,
2007; Kaur und Ling, 2017).

Das Organum subfornicale ist eine kleine, median gelegene Struktur, die un-
terhalb des namensgebenden Fornix auf Hohe der rechten und linken For-
nixsaule zu finden ist (Schiinke, Schulte und Schumacher, 2022). Interessanter-
weise treffen hier die Seitenventrikel auf den dritten Ventrikel. Der GefaBaufbau
ahnelt dem der anderen ZVO. Das verflochtene Kapillarnetz bildet groBe Ma-
schen aus, von denen einige Schlingen in der Nahe des Ventrikels gefunden wer-
den kénnen. Embryologisch scheinen das Organum subfornicale und das Or-
ganum vasculosum laminae terminalis aus der primitiven Lamina terminalis her-
vorzugehen und ahnliche Funktionen zu haben. Sie werden dann wahrend der
Entwicklung durch die Commissura anterior getrennt. Aufgrund der erhdhten Per-
meabilitat in den Kapillaren des Organum subfornicale kdnnen dessen Neurone
auf die Plasmaspiegel von Angiotensin Il reagieren. Viele der Neuronenfasern
ziehen zu den Nuclei paraventricularis et supraopticus und kdnnten somit die
Freisetzung von Vasopressin (mit-)regulieren. Es scheint, als kdnnte das Or-
ganum subfornicale fir das Durstgefiihl bei Dehydratation verantwortlich sein
(Duvernoy und Risold, 2007; Kaur und Ling, 2017).

Das Organum subcommisurale besteht aus groBen kuboiden Ependymzellen,
die die vordere und untere Flache der hinteren Kommissur bedecken. Es liegt
oberhalb der Offnung des Aquaeductus mesencephali und bildet das Dach des
Aquaduktkanals bis zum Recessus mesocoelicus (Schiinke, Schulte und Schu-
macher, 2022). Das Organum subcommisurale wurde bisher in allen Vertebraten
beschrieben, allerdings verschwinden die Vaskularisierung und der recessus me-
socoelicus beim Menschen wéahrend der Embryonalentwicklung.
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Abbildung 5: Schematische topographische Darstellung der ZVO in mediosaqqi-
taler Ansicht

Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung der topographischen Verhéltnisse im Bereich
des dritten und vierten Ventrikel s und der Lage der ZVO sowie des Plexus choroideus, der in der
Literatur manchmal zu den ZVO gezé&hlt wird. EM: Eminentia mediana; OVLT: Organum vascu-
losum laminae terminalis; SFO: Organum subfornicale; GP: Glandula pinealis; SCO: Organum
subcommisurale; PC: Plexus choroideus; AP: Area postrema; V4: vierter Ventrikel; cc: Corpus
callosum; fx: Fornix cerebri. Angelehnt an Bentivoglio, Kristensson und Rottenberg (2018).

Bei Katzen besteht die Durchblutung dagegen aus einem ausgedehnten und a-
nastomosierenden Netzwerk zwischen der Ependymschicht und der Commis-
sura posterior. Auch hier zeigen sich wieder zahlreiche Kapillarschlingen. Die
Auspragung der Vaskularisierung variiert stark zwischen den Spezies. Im Unter-
schied zu anderen ZVO hat dieses Organ allerdings eine normale Blut-Hirn-
Schranke und kein gefenstertes GeféaBendothel. Die Ependymzellen sezernieren
ein Glykoprotein, welches die Reissner-Fasern bildet. Diese Fasern ziehen am
gesamten Aquéadukt entlang bis zum vierten Ventrikel. Dem Organum subcom-
misurale wurden bereits einige Funktionen zugeschrieben, allerdings bislang
ohne experimentelle Evidenz (Duvernoy und Risold, 2007; Kaur und Ling, 2017).

Die glandula pinealis wird haufig nicht zu den ZVO gezahlt, da sie als primar
melatoninproduzierende Drise vor allem aus Pinealozyten gebildet wird. Beim
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Menschen steht die Glandula pinealis Gber die Recessus pinealis et suprapinea-
lis des dritten Ventrikels mit diesem in Kontakt. Ihre Kapillaren bilden ein dichtes,
groBkalibriges und anastomosierendes Netzwerk. Das Kapillarendothel ist wei-
testgehend charakteristisch fir ZVO, allerdings abhangig von der untersuchten
Spezies. Beim Menschen kénnen wiederum diverse Areale unterschieden wer-
den; beispielsweise kdnnen in zentralen und dorsalen Teilen typische Lappchen
mit fir ZVO charakteristischen Kapillarschlingen und gleichzeitig in den unteren
Anteilen eine diffuse Sammlung von Pinealozyten mit kleinkalibrigen Kapillaren
und erhaltener Blut-Hirn-Schranke gefunden werden. Die Glandula pinealis ist
mafgeblich an der Regulation des zirkadianen Rhythmus beteiligt (Duvernoy und
Risold, 2007; Aumuller et al., 2017; Kaur und Ling, 2017; Trepel, 2022).

Die Area postrema bildet zusammen mit den Ncll. Tractus solitarii das Brech-
zentrum (Aumdller et al., 2017; Trepel, 2022). Die Area postrema befindet sich
am kaudalen Ende des Gehirns am Ubergang der Medulla oblongata zum R-
ckenmark in der Rautengrube (Schiinke, Schulte und Schumacher, 2022) und ist
damit das kaudalste der ZVO. Sie besteht aus einem rechten und linken Anteil,
die am Boden des vierten Ventrikels auf dem Obex miteinander in der Medianlinie
verbunden sind. Die Area postrema steht in Verbindung zur Offnung des Zentral-
kanals im vierten Ventrikel. Ihre Vaskularisierung ist charakteristisch fiir ZVO: ein
dichtes Netzwerk groBkalibriger, anastomosierender und gefensterter Kapillarge-
faBe mit zahlreichen GefaBschleifen. Zusammen mit den Nuclei tractus solitarii
et dorsalis nervi vagi bildet die Area postrema das dorsomediale Mark bzw. den
vagalen Komplex, welches bzw. welcher ein wichtiger Bestandteil des autono-
men Nervensystems darstellt und eine Rolle bei der kardiovaskularen und respi-
ratorischen Regulation spielt (Duvernoy und Risold, 2007; Kaur und Ling, 2017).

1.3 Mikrogliazellen

Neben den Nervenzellen existieren einige weitere Zellgruppen im ZNS, die als
Neuroglia zusammengefasst werden. Zu diesen gehdren beispielsweise Astro-
und Oligodendroglia, welche neuroektodermalen Ursprungs sind (Aumdller et al.,
2014). Garaschuk und Verkhratsky (2019) legen in ihrem Review ausfihrlich dar,
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dass Pio del Rio Hortega im friihen 20. Jahrhundert erstmals zusétzlich zu diesen
Gliazellen die Mikrogliazellen (MG) beschrieb, welche, wie wir heute wissen, al-
lerdings von erythromyeloischen Vorlauferzellen aus dem Dottersack (Ginhoux
etal., 2010; Ginhoux und Prinz, 2015) und nicht von neuroektodermalen abstam-
men. Zusatzlich konnten Lawson et al. (1990) zeigen, dass die mikrogliale Zell-
dichte stark zwischen grauer und wei3er Substanz bzw. je nach untersuchtem
Gehirnareal variiert. MG gelten traditionellerweise als ,Immunzellen’ des ZNS.
Hinzu kommen laufend ,neu-entdeckte‘ Funktionen sowohl im Bereich der Immu-

nologie als auch im Bereich der Homd&ostaseerhaltung.

1.3.1 Historisches und Embryonalentwicklung

Urspriinglich galten Gliazellen nur als sogenannte Stitzzellen; heute wissen wir,
dass sie mafBgeblich an der Homdostase, der Immunabwehr (z. B. MG) und der
elektrischen Isolation von Nervenzellen (Oligodendrozyten) beteiligt sind (Aumil-
ler et al., 2014). MG sind Immunzellen des Gehirns und stammen von fetalen
Makrophagen ab, die wéhrend der frihesten Embryonalentwicklung noch vor
Ausbildung der Blut-Hirn-Schranke aus dem Dottersack in das Neuralrohr ein-
wandern. Bei Mausen findet dies typischerweise um den achten Tag der Embry-
onalentwicklung (E8) statt (Ginhoux et al., 2010; Kierdorf et al., 2013; Ginhoux
und Prinz, 2015), wahrend die Ausbildung der Blut-Hirn-Schranke in M&usen not-

wendigerweise spater (ab E9,5 post conceptionem) beginnt (Hogan et al., 2004).

Ginhoux und Prinz (2015) zeigten in ihren Parabioseexperimenten, dass sich
Monozyten und vom Knochenmark abstammende Zellen nicht an der Er-neue-
rung der mikroglialen Population beteiligen. In Zusammenschau mit den Arbeiten
von Ajami et al. (2007), Ginhoux et al. (2010), Goldmann et al. (2013), Hashimoto
et al. (2013) und Yona et al. (2013) lasst sich also sagen, dass die aus dem
Dottersack eingewanderten mikroglialen Vorlauferzellen im physiologischen Zu-
stand als ihr eigenes Stammzellreservoir dienen und selbst die bei Pathologien
auftretende Mikrogliose nahezu ausschlieBlich aus der im ZNS anséassigen Po-
pulation stammt. Jedoch kann eine Schadigung der Blut-Hirn-Schranke eine Ein-
wanderung von Immunzellen in das ZNS erméglichen. Wahrend kurz lebende

Monozyten unter diesen pathologischen Umstanden nur vortbergehend ins ZNS
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rekrutiert werden, kdnnen sich langer lebende, vom Knochenmark abstam-
mende, nicht-monozytare Zellen auch langfristig im ZNS ansiedeln und Funktio-
nen ahnlich den MG Gbernehmen (Ajami et al., 2007, 2011).

Die eben beschriebenen Vorlauferzellen aus dem Dottersack wandeln sich nach
ihrer Migration ins ZNS zu Uberwachenden Immunzellen um. Diesen Zustand
nennt man heute u.a. surveillance state. Sogenannte surveillant (iberwachende)
oder ramified (verzweigte) MG besitzen die Fahigkeit, ihre Auslaufer sehr schnell
von einem Ort zum anderen zu bewegen und chemotaktische Signale und Ho-
mdoostase zu monitoren (Kreutzberg, 1996; Stollg und Jander, 1999). Als Ableger
peripherer Immunzellen verfiigen MG Uber ,klassische' Immunrezeptoren myelo-
ischer Zelllinien. Dartiber hinaus exprimieren MG auch Rezeptoren fir Neuro-
transmitter und -modulatoren und besitzen dadurch die Féhigkeit, inre Umgebung
auf molekularer Ebene zu tberwachen (Pocock und Kettenmann, 2007; Ketten-
mann et al., 2011; Brawek und Garaschuk, 2013; Kettenmann, Kirchhoff und Ver-
khratsky, 2013). Lalancette-Hébert et al. (2007) konnten auBerdem in einem
Schlaganfall-Mausmodell zeigen, dass die Anwesenheit von MG neuroprotektiv
wirken muss, da die Kontrollgruppe nach Verschluss der mittleren Gehirnarterie
deutlich weniger Gewebeuntergang verzeichnete als die Gruppe mit reduzierter
MG-Anzahl (Herpes-Simplex-Virus-Thimidin-Kinase-mutante Mauslinie nach

Ganciclovirgabe).

Garaschuk und Verkhratsky (2019) beschreiben ausfihrlich, dass bereits Hor-
tega morphologische Variationen der MG auffielen (s. Abbildung 6), welche Uber
Verklrzung und Ausdiinnung der Verzweigung bis hin zum quasi fortsatzfreien
makrophagenahnlichen Phanotyp reichen (s. Abbildung 6). Die Beschreibung der
MG geht laut ihnen aber nicht nur auf Hortega zuriick. Sie erwahnen auch weitere
namhafte Neurowissenschaftler und -anatomen, die an der Erforschung der MG
beteiligt waren. Laut Ihnen gehdrten zu diesen beispielsweise Carl Frommann,
Franz Nissl, Ludwig Merzbacher und Alois Alzheimer. Diese gehdren zu den
friheren Beschreibern pathologieassoziierter Veranderungen der MG. Schon
Carl Frommann beschrieb laut Garaschuk und Verkhratsky (2019) einen Rick-
gang und eine Verkirzung der mikroglialen Processus sowie eine folgende
Mikrogliose wéhrend pathologischer Prozesse, sodass er dies miteinander in
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Verbindung brachte. Nissl, Alzheimer und Merzbacher benannten laut Garaschuk
und Verkhratsky (2019) dagegen wohl erstmals pathologisch-morphologisch ver-
anderte MG als ,Stabchenzellen® (rod cells), ,Gitterzellen® (grid cells) und ,Ab-

raumzellen’ (clearance cells).

Abbildung 6: Historisch beschriebene morphologische MG-Subtypen

Oben links ist ein Portrait Pio del Rio-Hortega zu sehen, unten links eine Zeichnung Hortegas von
Mikrogliazellen. Rechts sind Mikrogliazellen unterschiedlicher Morphologie zu sehen. (a) MG mit
dicken, verrohten Fortsatzen; (b) MG mit kurzen Fortsatzen und vergréBertem Soma; (c) hyper-
trophe MG mit Pseudopodien; (d, ) amdboide und pseudopodische Form; (f) MG mit phagozy-
tiertem Leukozyt; (g) MG mit zahlreichen phagozytierten Erythrozyten; (h) MG mit eingeschlos-
senen Fett-Granula; (i) MG in Mitose. Abbildung und Abbildungsiberschrift bernommen von
Garaschuk und Verkhratsky (2019), modifiziert nach Rio-Hortega (1932).

1.3.2 Beschriebene Funktionen von Mikrogliazellen
Die Morphologie der MG, die in einem spateren Kapitel ausfihrlicher erértert

wird, scheint allein nicht ausreichend zu sein, um die Funktion von MG im
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gesunden oder kranken ZNS ausreichend darlegen oder verstehen zu kdnnen.
Kombiniert man die Morphologiebeschreibung mit weiteren Methoden, kann die
Morphologie aber zumindest teilweise Aufschluss Uber das zu erwartende Ver-
halten geben (Norden et al., 2016). Alboni et al. (2017) zeigten auBerdem im
Falle einer Fluoxetinbehandlung von Mausen, dass auch Umwelteinflisse mor-
phologische Verdnderungen hervorrufen kdnnen und diese, im Rahmen dieser
Studie, lediglich durch Fluoxetin moderiert werden. Dies galt sowohl fir ,stress-
reichere’ als auch ,stressfreiere’ Umgebungen.

Wie von der Ubersichtsarbeit von Reemst et al. (2016) dargestellt, fallt die
Besiedlung des ZNS durch die mikroglialen Vorlauferzellen in etwa auf den Zeit-
raum der ersten Neuro- und Synaptogenese. Diese Ubersichtsarbeit bietet zu-
sammen mit den Reviews von Tay et al. (2017) und Mosser et al. (2017) einen
ausfiihrlichen Uberblick (iber die groBe Anzahl an Hin- und Nachweisen, laut de-
nen MG auch an der Entwicklung des ZNS und der Synaptogenese, an neurona-
ler Plastizitat, der Synapsenprozessierung, der Angiogenese und Vaskularisie-
rung des ZNS maf3geblich beteiligt sind. Erganzend dazu konnten Hagemeyer et
al. (2017) einen erheblichen Einfluss auf die Myelinisierung von Neuronen und
Hefendehl et al. (2014) auf Alterungsprozesse sowie Homdostasetberwachung
und -aufrechterhaltung des ZNS nachweisen. Eine Vielzahl von Publikationen
belegt auBerdem, dass MG auch an pathologischen Prozessen bzw. an der kor-
pereigenen Antwort auf diese beteiligt sind (Streit et al., 2005, 2009; Xue et al.,
2010; Bachstetter et al., 2015; Bisht, Sharma, Lacoste, et al., 2016; Shobin et al.,
2017; Mrdjen et al., 2018). Fur einen GrofBteil dieser Funktionen ist eine friihe
Besiedlung des ZNS unabdingbar. Kurzum: Die Funktionen der MG sind auBBerst
vielfaltig und es werden stetig mehr beschrieben. Auch beschrénken sie sich kei-

neswegs auf immunologische Prozesse.

1.3.3 Morphologische Beschreibung von Mikrogliazellen

In der Biologie wird haufig ein Prinzip herangezogen, laut dem sich Funktion und
Morphologie bedingen bzw. determinieren. Tatsachlich sind fir MG viele
unterschiedliche Funktionen und Morphologien bekannt; manchen Morphologien
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werden sogar spezielle Funktionen zugeschrieben, die bei anderen
Morphologien (bisher) nicht oder kaum beobachtet wurden. Da es schon
zahlreiche, sehr gute Arbeiten gibt, die sich mit den unterschiedlichen
Morphologien der MG befassen, und die qualitative Einteilung der MG nach
Morphologie fur die vorliegende Arbeit kaum eine Bedeutung hat, folgen nun eher
kurze Ausfilhrungen zu diesem Thema, um einen groben Uberblick zu geben.
Genaueres kann beispielsweise den Arbeiten, an die sich die folgenden
Ausfiihrungen des Kapitels 1.3.3 stark anlehnen, von Savage et al. (2019),

Boche et al. (2013) oder Tay et al. (2017) entnommen werden.

Die Morphologie der MG scheint stark vom Alter des jeweiligen Organismus, aber
auch vom (Aktivierungs-)Zustand abzuhangen, was beispielsweise von Boche et
al. (2013) ausfihrlich diskutiert wird. Aktiviert muss hierbei aber nicht
zwangslaufig als Reaktion auf Erreger mit konsekutiver Abtétung dieser Erreger
verstanden werden. Beispielsweise wurde von Vinet et al. (2012)
neuroprotektives Verhalten von MG beschrieben, ohne dass anhand der
mikroglialen Morphologie auf eine Aktivierung zu schlieBen war. Dartber hinaus
sollte auch die untersuchte Spezies immer bericksichtigt werden, da nicht
auszuschlieBen ist, dass es zwischen den unterschiedlichen Spezies
Unterschiede in Morphologie und Funktion geben kdénnte, was Gorse und
Lafrenaye (2018) zumindest teilweise belegen konnten. Auch scheinen manche
Morphologien in physiologischen Prozessen genauso vorzukommen wie in
pathophysiologischen, wobei hier die Funktion in den Fokus zu rlcken ist und
nicht zwangslaufig nur die (morphologische) Aktivierung. Im Rahmen des
sogenannten synaptic pruning (ein Prozess, der fur die Neuroplastizitat wahrend
der Embryonalentwicklung eine Rolle spielt) zeigen MG beispielsweise haufig
eine amdboide Morphologie (Perez-Pouchoulen, Vanryzin und McCarthy, 2015),
wahrend der Neuro- und Synaptogenese (Hagemeyer et al., 2017) und im
ausgewachsenen Alter sind ramified Morphologien dagegen sehr weit verbreitet
(Nimmerjahn, Kirchhoff und Helmchen, 2005; Vinet et al, 2012). Wahrend
pathologischer Prozesse kénnen sich die MG dann wiederum zu hypertropher
(Hellwig et al., 2016) oder amdboider Morphologie hin verandern oder sogar
dystroph werden (Streit et al., 2009; Bouvier et al., 2016), wobei eine amdboide
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Morphologie, wie eben erwahnt, ja auch wahrend der Embryonalentwicklung als
physiologisch beschrieben wurde. Dies deutet viel mehr darauf hin, dass die
amdboide Morphologie immer dann anzutreffen ist, wenn Phagozytose stattfindet
— unabhangig davon, ob von eigenem oder fremdem Material. Den Umstand,
dass eine Morphologie nicht unbedingt nur fir eine Funktion stehen kann oder in
unterschiedlichen Situationen auftritt oder die Benennung einer Morphologie
haufig dazu fahrt, dass man einer Zelle aufgrund ihrer Benennung weitere
Funktionen abspricht, wird von Paolicelli et al. (2022) ausfihrlich diskutiert. Sie
schlagen vor, weniger suggerierende und implizierende Beschreibungen zu
verwenden, um dieses Problem zukiinftig zu vermeiden. So sollte statt von einer
,aktivierten MG zukilnftig von einer ,auf Reiz x reagierenden MG’ gesprochen
werden, um deutlich zu machen, weswegen die MG aktiviert ist, und der Zelle
nicht weitere Funktionen abzusprechen. Ahnlich verhélt es sich mit der
,Uberwachungsfunktion‘ der ramified MG. Wahrend ramified eine rein
morphologische Beschreibung ohne implizierende Funktion ist, spricht eine
Unterteilung in surveillant und activated MG den ,aktivierten MG' jegliche
Uberwachungsfunktion ab; dass aber auch hypertrophe MG auf Umgebungsreize

reagieren, geht in dieser Einteilung verloren.

Entsprechend soll hier nur eine rudimentéar geartete Vorstellung der unterschied-
lichen Morphologien geboten werden, um ansatzweise der Vielzahl an Funktio-
nen und der damit verbundenen Morphologien gerecht zu werden. Genaueres
kann, wie bereits erwahnt, beispielsweise in den ausfihrlichen Reviews von Bo-
che etal. (2013), Tay et al. (2017) und Savage et al. (2019) nachgelesen werden.
Die fur die vorliegende Arbeit aufgenommen MG sollen auch nicht aufgrund ihrer
Morphologie stereotyp einer mikroglialen Subpopulation zugeordnet, sondern
vielmehr das Ausmaf ihrer inflammatorischen Aktivitat anhand quantitativer Pa-
rameter beschrieben werden.

Neben den bereits erwahnten ramified MG durften wahrend der Auswertung ver-
meintlich die amoeboid (améboide), dystrophic (dystrophe) und hypertrophic (hy-
pertrophe) Morphologien angetroffen worden sein, da diese am ehesten den bei
der Sichtung der mikroskopischen Aufnahmen angetroffenen Morphologien ah-
neln. Auch entsprache dies am ehesten den in der Literatur fir diese Subtypen
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beschriebenen Funktionen. Uber diese hinaus filhren Savage et al. (2019) wei-
terhin rod cells (Stabchenzellen), satellite MG (Satelliten-MG) sowie dark
MG (dunkle MG) und die gitter-like MG (Gitterzellahnliche MG) auf. Die im voran-
gegangenen Kapitel erwahnten ,Abrdumzellen‘ werden von Savage et al. (2019)
beispielsweise nicht mehr aufgefuhrt, finden sich aber in anderer Literatur durch-
aus noch, was wiederum unterstreicht, wie wichtig es fir diesen Forschungsbe-
reich ist, sich zeitnah auf einheitliche Benennungen zu einigen.

Die heute flir gewdhnlich als ramified MG bezeichneten MG sind von langen,
stark verzweigten Fortsatzen, kombiniert mit einem relativ kleinen und rundlichen
Soma gepragt. Jinno et al. (2007) gaben fir die Projektionsflache des Zellkbrpers
A = 49,5 um? an. Bei einem naherungsweise kugelférmigen Zellkorper entspra-
che dies einem Radius von rggma = 3,9 um, und unter der Annahme, dass die
Fortsatze auch naherungsweise ein kugelférmiges Gebilde aufspannen, entspra-
che der Radius der ,Fortsatzkugel’ rportsatze = 32,2 um (Jinno et al., 2007). Wie
bereits erwdhnt, sind diese Fortsatze nicht statisch, sondern in der Lage, schnell
ihre Position und Verzweigung zu verandern, was sie zu ihrer vermeintlichen
Uberwachungsfunktion erméchtigen sollte (Davalos et al., 2005; Nimmerjahn,
Kirchhoff und Helmchen, 2005). Nimmerjahn et al. (2005) kamen anhand ihrer
Untersuchungsergebnisse zu dem Schluss, dass die mikrogliale Population ein-
mal alle paar Stunden Kontakt mit dem gesamten Gehirnparenchym aufnimmt
und dabei aktiv in Kontakt zu anderen Gliazellen, Neuronen und BlutgefaBen tritt.
Laut Tremblay et al. (2010) kann auch Kontakt zu mehreren Elementen gleich-
zeitig stattfinden. Aus den Experimenten von Nimmerjahn et al. (2005) und Da-
valos et al. (2005) geht auch hervor, dass MG schnell auf Verletzungen des Neu-
ropils oder auf erh6hte ATP-Konzentrationen (im Sinne eines chemotaktischen
Signals) reagieren, indem sie ihre Fortsatze zur entsprechenden Lokalisation zu
bewegen versuchen. Auch im Falle multipler oder sich auBer Reichweite befin-
dender Signale wurde entsprechend reagiert. Tremblay et al. (2010; 2012) konn-
ten auBerdem zeigen, dass ramified MG auch Phagozytoseaktivitat aufweisen.
Dariiber hinaus scheint diese Subpopulation auch an synaptischer Ubertragung
und Plastizitat beteiligt zu sein. Die Ergebnisse von Vinet et al. (2012) legen
ebenfalls nahe, dass die ramified MG ,nicht nur iberwachen®. Sie konnten unter
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exzitotoxischen Kulturbedingungen zeigen, dass MG aktiv neuroprotektiv wirken
kénnen, ohne ihre Morphologie zu &ndern. Dies ist mitunter ein Grund, warum —
wie von Paolicelli et al. (2022) gefordert — vermehrt auf den Begriff ramified als
morphologische Beschreibung statt inactive oder surveillant als Aktivitats- oder
funktionelle Beschreibung zurtckgegriffen werden sollte.

Savage et al. (2019) vergleichen améboide MG morphologisch mit Makropha-
gen des restlichen Organismus. Entsprechend verfligen sie tber kaum bzw.
keine Fortsatze — geschweige denn eine komplexe Verzweigung. Hinzu kommen
vergleichsweise gro3e Somata. Trotzdem lassen sich elektronenmikroskopisch
kleine filopodienartige Fortsétze nachweisen (Tremblay et al., 2013), was dem
Vergleich mit herkdbmmlichen Makrophagen aber eher unterstitzen dirfte. Eine
makrophagische Morphologie lasst allerdings ebenfalls nicht automatisch auf ei-
nen aktivierten Zustand im Sinne eines pathologischen Prozesses schlieB3en,
was wiederum die Forderung von Paolicelli et al. (2022) nach einer rein morpho-
logischen Nomenklatur stlitzt. So konnten Hagemeyer et al. (2017) zeigen, dass
der amoéboide Subtyp fir die Induktion oligodendrozytischer Vorlauferzellen rele-
vant ist und damit konsekutiv auch fiir die folgende Myelogenese durch diese
Vorlauferzellen. Die Homdostase dieser Zellen im adulten Gehirn ist ebenfalls
abhangig von funktionalen MG. Entsprechend sollte dieser Subtyp bei der Erfor-
schung demyelisierender Erkrankungen — wie beispielsweise der Multiplen Skle-
rose — nicht auBer Acht gelassen werden. Im murinen Gehirn herrscht der rami-
fied Subtyp in den meisten Regionen aber ab P10 bis P15 vor (Perez-Pouch-
oulen, Vanryzin und McCarthy, 2015; Bennett et al., 2016; Hagemeyer et al.,
2017). Passend dazu konnten Parakalan et al. (2012) nachweisen, dass amdbo-
ide MG eher makrophagentypische Gene exprimieren, die beispielsweise Migra-
tion, Phagozytose und Zellzyklus betreffen, wahrend ramified MG eher Gene ex-
primieren, die mit Neuronenreifung, Synapsenlbertragung und Antigenpréasenta-
tion assoziiert sind. Natirlich findet sich die amdboide Morphologie aber auch als
Reaktion auf akuten Gewebeuntergang, was darauf hinweisen kdnnte, dass sich
MG als Ganzes (also inklusive Soma) in améboider Form Uber weitere Strecken
schneller fortbewegen kénnen (Boche, Perry und Nicoll, 2013). Darauf aufbau-
end konnten Davalos et al. (2005) und Nimmerjahn et al. (2005) bei adulten

37



Méausen in vivo zeigen, dass MG ihre Processus (und damit ihre Morphologie)
innerhalb von 30 bis 60 Minuten stark verandern kdnnen, um sie auf eine fokale
Verletzung oder ein chemotaktisches ATP-Signal zuzubewegen. Diese Experi-
mente konnten nahelegen, dass ein Wechsel der Morphologie von verzweigt zu
amaoboid in der gleichen Zeit mdglich sein kénnte, da in den Experimenten Fort-
satze teilweise vollstandig zurlickgebildet und gegeniberliegend neue in ver-
gleichbarer GréBe ausgebildet wurden. Entsprechend der beschriebenen Funk-
tionen konnten amdéboide MG in unterschiedlichen Spezies und Hirnregionen im
Rahmen physiologischer und pathologischer Prozesse gefunden werden
(Lawson et al., 1990; Bachstetter et al., 2015; Bouvier et al., 2016; Shobin et al.,
2017; Maxan et al., 2018; Barger et al., 2019).

In der Literatur werden hypertrophe MG auch als active oder reactive bezeich-
net. Laut Paolicelli et al. (2022) sollte die Beschreibung als reaktiv nicht auf die
gesamte Zelle oder den gesamten Zelltyp bezogen werden; vielmehr sollte man
anfangen, die Zellen als ,auf den Reiz x reagierend’ zu bezeichnen, um der Zelle
durch ihren Namen nicht die Méglichkeit, andere Funktionen wahrzunehmen, ab-
zusprechen. Boche et al. (2013) beschreiben die hypertrophen MG (verglichen
mit den ramified MG) mit deutlich kiirzeren und verdickten Fortsatzen, aber mit
noch starker ausgepragter Verzweigung. Eine Unterscheidung ist in der aktuellen
Forschung schwierig und erfolgt weitestgehend Utber die Morphologie, da keine
geeigneten Biomarker bekannt sind, die zur eindeutigen Differenzierung heran-
gezogen werden kdnnten. Ob eine verstérkte Verzweigung und die raus resultie-
rende héhere Anzahl an Fortsatzenden auch mit einer erhéhten Kommunikation
mit dem umliegenden Gewebe einhergeht, ist noch ungeklart. Teilweise wurde
jedoch eine Hochregulation von triggering receptor expressed by myeloid cells-2
(TREM2) und des cluster of differentiation-Molekil 33 (CD33) im Rahmen patho-
logischer Prozesse beschrieben (Guerreiro et al., 2013; Jonsson et al., 2013;
Bachstetter et al., 2015; Walker und Lue, 2015; Bouvier et al., 2016; Keren-Shaul
et al., 2017). TREM2 ist mit morphologischen Veranderungen assoziiert (Walker
und Lue, 2015). CD33 dagegen gilt als Risikofaktor fir die Entstehung von Mor-
bus Alzheimer und korreliert mit einer verminderten Phagozytoseaktivitat (Griciuc
etal., 2013; Malik et al., 2013). Der hypertrophe Subtyp wurde im Rahmen vieler
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unterschiedlicher, nicht nur das ZNS betreffender, pathologischer Prozesse be-
schrieben (Streit und Sparks, 1997; Hinwood et al., 2013; Walker und Lue, 2015;
Zanier et al., 2015; Hellwig et al., 2016; Maxan et al., 2018) und scheint als pro-
inflammatorischer Stimulus aufzutreten (Raj et al., 2014; Walker und Lue, 2015).
Der erste Kontakt zu solch einem Stimulus kdnnte als Priming fungieren, sodass
es zu Proliferation und Veranderung der Genexpression kommt. Beim zweiten
Kontakt erfolgt als Reaktion auf den Stimulus die Ausschittung hoher proin-
flammatorischer Zytokinspiegel (Norden und Godbout, 2013; Perry und Holmes,
2014).

Dystrophe MG werden auch als seneszente MG bezeichnet. Seneszente Zellen
sind Zellen, die sich nicht mehr teilen und ihren eigentlichen Aufgaben nicht mehr
oder nicht mehr ausreichend gerecht werden (Collado, Blasco und
Serrano, 2007; Hayat, 2014). Da sie auch im Rahmen des physiologischen Alte-
rungsprozesses beschrieben wurden (Streit et al., 2014) und nicht nur im Rah-
men pathologischer Prozesse (Fendrick, Xue und Streit, 2007; Xue et al., 2010;
Johnson et al.,, 2011; Maxan et al., 2018), lasst sich auch bei diesem Subtyp
zeigen, dass die Forderung nach einer morphologischen Beschreibung sinnvoll
ist (Paolicelli et al., 2022). Morphologisch sind die Fortsatze der dystrophen MG
— wiederum verglichen mit ramified MG — kurz, durchtrennt, nicht- oder dysfunk-
tional. Des Weiteren werden in der Literatur ein dilatiertes Endoplasmatisches
Retikulum, rundliche Verdickungen und Lipofuszinablagerungen (als Zeichen un-
vollstdndigen lysosomalen Abbaus, lysosomalen Stresses sowie lysosomaler
Uberladung) beschrieben (Streit et al., 2014). Streit et al. (2009) zeigten ex vivo,
dass diese MG nur verzdgert oder gar nicht auf proinflammatorische Stimuli rea-
gieren, weshalb sie darauf aufbauend die dystrophen MG als morphologisches
und funktionelles Gegenstick der hypertrophen MG bezeichnen. Streit et al.
(2014) und Tischer et al. (2016) zu Folge exprimieren diese MG inhomogene
Spiegel von lonized calcium binding adapter molecule 1 (iba-1), sodass keine
durchgehende Kontinuitat der Fortsatze mit dem rundlichen Soma mehr festzu-
stellen ist und lediglich lose, kleine, punktférmige Zytoplasmaansammlungen pe-
risomatisch zu finden sind. Ultrastrukturell konnten Tischer et al. (2016) allerdings

kleine ,Zytoplasmabricken® finden und diese Diskontinuitdt damit etwas
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relativieren. Diese Funde unterstltzen die Hypothese, dass diese seneszenten
Zellen keine neuroprotektiven oder phagozytotischen Aufgaben mehr wahrneh-
men (Bachstetter et al., 2015; Davies et al., 2017). Zusétzlich konnten Safaiyan
et al. (2016) sowie Thériault und Rivest (2016) zeigen, dass ein mikrogliaspezifi-
scher Rab7-knockout in Mausen zur Ansammlung hoher unléslicher Myelinspie-
gel im lysosomalen System der MG fihrt, was mit reduzierter Phagozytosekapa-
zitat und einer dystrophen Fortsatzmorphologie korreliert.

Stabchenzellen besitzen wenige oder keine radiaren Fortsatze (Tam und Ma,
2014), sind eher langlich mit bipolaren Fortsatzen (Taylor et al., 2014) und far
gewdhnlich in der Nahe neuronaler Bestandteile zu finden (Ziebell et al., 2012);
Graeber (2010) vermutete deshalb eine Beteiligung am synaptic pruning. Im Alter
nimmt die Zahl der Stabchenzellen zu. Auch scheinen sie mit einigen pathologi-
schen Prozessen assoziiert zu sein (Jorgensen et al., 1993; Wirenfeldt et al.,
2009; Lambertsen et al., 2011; Ziebell et al., 2012), wobei ihre Bedeutung im
Rahmen dieser Prozesse weitestgehend unbekannt ist (Bachstetter et al., 2015,
2017). Auch Satelliten-MG sind nicht selten mit kortikalen Neuronen assoziiert
(Baalman et al., 2015) und verfligen tber Membran-Membran-Kontakte zu die-
sen Neuronen (Wogram et al., 2016). Die elektrische Aktivitat der Satelliten-MG
kann unabhangig vom assoziierten Neuron erfolgen (Wogram et al., 2016).

Neben lichtmikroskopischen Methoden kommen auch elektronenmikroskopische
und immunhistochemische Methoden zur Beschreibung und Unterscheidung der
MG zum Einsatz. Ultrastrukturell lassen sich die bereits beschriebenen ,typi-
schen’ MG eindeutig erkennen. Von diesen lassen sich ultrastrukturell dunkle MG
und gitterzellahnliche MG unterscheiden (Savage et al., 2018). Die Ultrastruktur
kann allerdings ebenfalls um weitere Methoden (beispielsweise immunhistoche-
mische) erweitert werden, wodurch die Interaktion kleinster Fort-satze mit dem
Neuropil beschrieben werden konnte (Almolda, Gonzéalez und Castellano, 2013;
Savage et al., 2018). Tremblay et al. (2010) zeigten, dass 94% der mikroglialen
Fortsatze in der murinen Sehrinde mit anderen Zellen in Kontakt treten.

Gitterzellahnliche MG wurden von Tremblay et al. (2012) im Kontext altersbe-
dingten Verlustes sensorischer Funktionen in muriner Hirnrinde beschrieben. Sie
sind mit zellularen Ablagerungen gefullt, die wie Fettgranula aussehen. Deshalb
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auBerten sie den Verdacht, dass es sich bei diesen Zellen um das elektronen-
mikroskopische Aquivalent der bereits beschriebenen seneszenten bzw. dystro-
phen MG handeln kénnte. Dunkle MG wurden aufgrund ihrer hohen Elektronen-
dichte so benannt. Neben erhéhten Markern flr oxidativen und metabolischen
Stress sind sie fur den — eigentlich mikrogliatypischen — purinen Rezeptor P2RY 12
negativ. Auch verfligten CXsCR1-GFP-M&use Uber niedrige Level von iba-1 und
green fluorescent protein. Es wird vermutet, dass die Zellen am Synapsenverlust
im Rahmen chronischer Degeneration beteiligt sind, mit der sie assoziiert zu sein
scheinen (Bisht, Sharma, Lecours, et al., 2016; Wai Hui et al., 2018).

1.3.4 Wirkung peripherer Immunstimuli auf Mikrogliazellen

Bereits Elmquist et al. (1997) zeigten, dass MG bzw. ZNS-nahe Makrophagen
auf periphere Gabe von Lipopolysacchariden (LPS) — die typisch fur gramnega-
tive bakterielle Zelloberflachen sind — reagieren, beispielsweise indem sie ihre
Cyclooxygenase-2-Expression erhéhten, was wiederum zur vermehrten Bildung
von Prostaglandinen flhrte. Dartber hinaus konnten Norden et al. (2016) zeigen,
dass MG auf periphere LPS-Gabe mit Erh6hung von diversen Zytokinspiegeln
reagierten. Diese Reaktion konnte morphologisch auch verzdgert (24 bis 48 Std.)
in immunhistochemischen Verfahren (iba-1) gezeigt werden. Interessanterweise
lassen die Daten von Norden et al. (2016) vermuten, dass MG vor den Astrozyten
auf die peripheren Immunstimuli reagieren. Der Review von Dilger und Johnson
(2008) diskutiert die Interaktion zwischen Gehirn und Immunsystem bzw. peri-
pherem Stimulus und zentraler Wirkung ausfihrlich, auch beispielsweise in Ab-
héngigkeit vom Alter. Darlber hinaus zeigten Hoogland et al. (2015) in einer Me-
taanalyse von 51 tierexperimentellen Studien, dass eine periphere Immunreak-
tion eine systemische Inflammation und damit einhergehend eine Aktivierung der
zentralnervésen Immunzellen nach sich ziehen kann. Unterschiedliche Injekti-
onsregime mit sowohl LPS—Molekullen als auch mit lebenden und abgetdteten
Bakterien wurden in den unterschiedlichen Arbeiten angewandt. Gleichzeitig wur-
den in einem GroBteil der untersuchten Studien Hinweise darauf gefunden, dass
proinflammatorische Stimuli im ZNS neurodegenerative Entwicklungen férdern.
Chemokine scheinen fir diesen Zusammenhang eine Schlisselrolle zu spielen.

So wurde vermehrte Expression von TNF-a, Toll-like Rezeptoren (TLR-2 und
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TLR-4) und von IL-1B haufig beobachtet. Die Erhéhung einer der beiden ging
jeweils mit mikroglialer Aktivierung einher; allerdings erschienen manche MG
auch ohne IL-1B-Erh6éhung als ,reaktiv’. Fourrier et al. (2017) konnten dartber
hinaus zeigen, dass die Verabreichung von Docosahexaensaure (bzw. einem
Derivat) nach LPS-Gabe die IL-6- bzw. ggf. auch die IL-1B-Produktion sowie Re-
zeptorexpression deutlich reduzieren kann, was die These stitzt, dass IL-13 eine
Rolle bei der zentralnervésen Reaktion auf periphere Immunstimuli zu spielen
scheint. Cunningham (2013) schildert in seinem Review, dass IL-1 intrazellulare
Signalwege wie den NF-kB, die mitogen-aktiverte Protein-Kinase etc. aktiviert.
Die hochregulierten Signalwege sind fur die Induktion einiger Reaktionsmecha-
nismen verantwortlich, beispielsweise der induzierbaren NO-Synthase, der an
der Prostaglandinsynthese beteiligten Cyclooxygenasen, NADPH-Oxidase sowie
einiger Proteasen, einschlieBlich Matrix-Metalloproteasen und Plasminogenakti-
vatoren. Bezogen auf die im nachsten Kapitel dargelegte Trypanosomiasis sind
hier unter anderem die Arbeiten von Figarella et al. (2018) — die induzierbare NO-
Synthase betreffend — bzw. von Speidel et al. (2022) — die Metalloproteasen be-
treffend — zu erwahnen, wobei Speidel et al. (2022) noch keine Metalloprotease
identifizieren konnten (s. 1.4.4).

1.4 Trypanosoma brucei ssp. als Erreger der HAT

Die Afrikanischen Schlafkrankheit (oder auch Humane Afrikanische Trypano-
somiasis, HAT) — sowohl die west- als auch die ostafrikanische Form — ist eine
parasitare Infektionskrankheit, die durch die den Menschen befallenden protozo-
ischen Erreger Trypanosoma brucei rhodesiensis (Tbr, ostafrikanische Form)
und Trypanosoma brucei gambiensis (Tbr, westafrikanische Form) ausgeldst
wird. FUr tierische Wirte gibt es noch eine Vielzahl weiterer Arten (beispielsweise
Trypanosoma brucei brucei [ Tbb]). Als Vektor dient die in Afrika stdlich der Sa-
hara endemische Tsetse Fliege (Glossina palpalis spp.). Die beiden 0.g. Formen
sind geografisch entlang des Great Rift Valley streng getrennt. Flr Tbr stellen
Tiere den Haupt- und der Mensch lediglich einen Nebenwirt dar, wobei die ostaf-

rikanische Form beim Menschen seltener auftritt, dafiir aber einen deutlich
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fulminanteren Verlauf nimmt. Dies ist auf eine bedeutend schlechtere Anpassung
an den Menschen als Wirt zurGckfihren. Der Verlauf der ostafrikanischen Vari-
ante lasst sich als akute Erkrankung, die unbehandelt mit dem Tod innerhalb ei-
niger Wochen bis Monate endet, entsprechend gravierender als die westafrikani-
sche beschreiben. Die westafrikanische Form verlauft eher chronisch, langsam
Uber Jahre progredient, endet aber unbehandelt ebenfalls tédlich (Brun und
Stich, 2010; Aebischer et al., 2011; Schliter, 2019).

1.4.1 Klinischer Verlauf und Therapie der HAT

Die HAT verlauft nach einer lokalen Entziindungsreaktion und Erreichen des
Blutkreislaufes des Wirts via Lymphbahnen in zwei klinischen Stadien. Einige
Wochen nach Ubertragung des Erregers durch einen Biss der Tsetsefliege treten
Symptome des hdmatolymphatischen Stadiums (Stadium 1) wie Kopf- und Glie-
derschmerzen, Abgeschlagenheit, Hautausschlag, Hepato- und Splenomegalie,
Juckreiz, Odeme, Lymphadenopathie, Schiittelfrost und Fieber auf. Im
meningoenzephalitischen Stadium (Stadium 2) stehen zentralnervése Symp-
tome im Rahmen einer Meningoenzephalitis im Vordergrund, beispielsweise Ver-
wirrtheit, Umkehr des Schlaf-Wach-Rhythmus, Krampfanfalle, Kataplexie bis hin
zum Koma. Unbehandelt betragt die Letalitdt 100% (Brun und Stich, 2010;
Aebischer et al., 2011; Schliter, 2019). Der Erregernachweis erfolgte friher mit-
tels Blutausstrich oder Lymphknotenpunktion; eine zerebrale Beteiligung wird
mittels Liquordiagnostik nachgewiesen (Aebischer et al., 2011). Auch wurden seit
2012 mehrere Antigenschnelltests zur Diagnose von Tbg-HAT ent-wickelt, wel-
che aber nach wie vor der parasitologischen Bestatigung bedurfen. Dartber hin-
aus existieren serologische Verfahren (Trypanolyse, ELISA, Immunfluoreszenz)
sowie molekulargenetische Testungen (World Health Organization, 2021). Die
Therapie erfolgte bis vor kurzem mangels besserer Alternativen mit sehr neben-
wirkungsreichen Medikamenten — abhangig von Subspezies der Erreger und
Krankheitsstadium sowie abhangig von patientenspezifischen Faktoren — Gber-
wiegend intravends (i.v.), intramuskular (i.m.) und selten per os (p.o.) (World
Health Organization, 2019). Zur Behandlung von Tbg wurden bisher die Medika-
mente Eflornithin (i.v.), Melarsoprol (i.v.), Nifurtimox (p.o.) und Pentamidin (i.m.)
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sowie fur die Behandlung von Tbr Melarsoprol (i.v.), Pentamidin (i.m.) und Sura-
min (i.v.) eingesetzt, wobei die Tbr-HAT bei verzdgerter Behandlung innerhalb
weniger Wochen zu Multiorganversagen flihren und in das Stadium 2 voran-
schreiten kann. Die Patienten im Stadium 1 sind dabei mit weniger nebenwir-
kungsreichen Therapieregimen bedacht worden als Patienten im Stadium 2; al-
lerdings zeigten diese Therapien auch kaum bis keine Wirkung bei Patienten im
Stadium 2. Umgekehrt waren die Nebenwirkungen der Therapieregime flr das
Stadium 2 zu gravierend, um ihren Einsatz bei Erkrankungen im Stadium 1 zu
rechtfertigen. Entsprechend galt Pentamidin i.m. fir Tbg im Stadium 1 und eine
Nifurtimox-Eflornithin-Kombinationstherapie i.v. im Stadium 2 als Erstlinienthera-
pie. Eflornithin- oder Melarsoprolmonotherapien (Zweit- und Drittlinientherapie)
wurden kaum genutzt (World Health Organization, 2019).

Erganzend zur gerade geschilderten Therapie und ihren Nebenwirkungen, wurde
2019 Fexinidazol (p.o.) als erste rein orale Therapie in die Behandlungsleitlinien
der Weltgesundheitsorganisation (WHO) zur Behandlung der Tbg-HAT in Sta-
dium 1 und weniger schwer verlaufenen Féllen des Stadiums 2 aufgenommen;
die Behandlung der Tbr bleibt davon vorerst unberihrt (World Health
Organization, 2019). Dabei basiert die Auswahl der Therapie auf Alter und Kor-
pergewicht des Patienten sowie Liquourbefund. Fir Patienten ab 6 Jahren und
ab 20 kg Kdrpergewicht (kg KG) gilt bei weniger als 100 Leukozyten pro ul Liquor
Fexinidazol als Erstlinientherapie, bei nicht durchfihrbarer Liquoruntersuchung
oder mehr als 100 Leukozyten pro pl Liquor eine Nifurtimox-Eflornithin-Kombina-
tionstherapie. Bei Patienten unter 6 Jahren oder unter 20 kg KG wird bei unter
funf Leukozyten pro pl Liquor und nicht nachweisbaren Trypanosomen Pentami-
din empfohlen. Bei mehr als 5 Leukozyten pro ul Liquor oder nachweisbaren
Trypanosomen sowie bei nicht durchfihrbarer Liquoruntersuchung eine Ni-
furtimox-Eflornithin-Kombinationstherapie.

Zu den haufigeren, teils lebensbedrohlichen, Nebenwirkungen von Pentamidin
gehdren Anaphylaxie, Blutbildveranderungen, Elektrolyt- und Stoffwechsel- so-
wie Blutdruckentgleisungen, Azotédmie, Diabetes Mellitus, Hyp- und Parasthe-
sien, Pankreas- und Leberentziindungen, Hamaturie, akutes Nierenversagen,
Stevens-Johnson-Syndrom, Rhabdomyolyse, Ubelkeit und Erbrechen sowie
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Schmerzen, sterile Abszesse oder Nekrosen an den Injektionsstellen (Fachinfor-
mation zu Pentacarinat ® 300 mg, 2013; World Health Organization, 2019).

Bei Melarsoprol, einem arsenhaltigen Medikament, sind letale hamorrhagische
Enzephalitiden, Ubelkeit und Erbrechen, Diarrhoe, Fieber, Juckreiz, Kopfschmer-
zen, Krampfanfélle bis zum Koma, neurologische Stérungen, Wesensverande-
rungen, Hepatotoxizitat, Pruritus, exfoliative Dermatitis, Herz- und Nierenversa-
gen als Nebenwirkungen bekannt (World Health Organization, 2019).
Eflornithin ist ein Ornithin-Decarboxylase-Inhibitor, der lediglich intravends ver-
fugbar ist. Eflornithin ist in Kombination mit Nifurtimox eine der aktuellen Stan-
dardtherapien der Tbg-HAT und sollte auch als Kombinationstherapie verabreicht
werden. Nebenwirkungen sind Phlebitiden, Abszesse, Sepsis, Knochenmarkto-
xizitat (Anamie, Leukopenie, Thrombozytopenie), Fieber, Husten, Kopf- und
Bauchschmerzen, Pruritus, Hypertonie, Ubelkeit und Erbrechen, Diarrhoe, thera-
pierefraktdre Krampfanfalle und Koma. Die Knochenmarktoxizitat sowie lokale
und systemische Infektionen wurden — passend zur reduzierten Eflornithin-Dosis
— unter Nifurtimox-Eflornithin-Kombinationstherapie deutlich seltener beschrie-
ben als unter Eflornithin-Monotherapie (WHO Expert Committee on the Control
und Surveillance of Human African Trypanosomiasis.,2013; World Health Orga-
nization, 2019). Dartber hinaus wurden Resistenzen des Erregers beschrieben
(Kennedy, 2013).

Zu den Nebenwirkungen von Nifurtimox (p.o.) gehéren Gewichtsverlust und Ma-
gersucht, Schwindel, Krampfanfalle, Vergesslichkeit, Orientierungslosigkeit, De-
pressionen, Reizbarkeit, Schlafrigkeit, Insomnie, Parasthesien sowie gastrointes-
tinale Stérungen wie Durchfall und Erbrechen. Darlber hinaus gibt es Hinweise
auf Teratogenitat wahrend der Schwangerschaft (Coura und de Castro, 2002;
Castro, de Mecca und Bartel, 2006; World Health Organization, 2019).

Obwohl Suramin zahlreiche Enzyme inhibiert (beispielsweise RNA-Polymerase
und -Kinasen, Thymidinkinase, Urease, Hexokinase, Fumarase, Trypsin, reverse
Transkriptasen etc.), woraus sich eine Vielzahl an Nebenwirkungen ableiten lie3e
und auch lebensbedrohliche sowie tédliche Verlaufe beschrieben wurden, gilt Su-
ramin als sicherste Therapie der HAT. Als haufige Nebenwirkungen werden Fie-
ber und Nephrotoxizitdt beschrieben. Des Weiteren sind Urtikaria,
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Kreislaufdysregulationen, exfoliative Dermatitis, hdmolytische Anamien, perip-
here Neuropathien, Knochenmarktoxizitat (Agranulozytose, Thrombozytopenie)
und reaktive Enzephalopathien beschrieben (WHO Expert Committee on the
Control und Surveillance of Human African Trypanosomiasis, 2013).
Fexinidazol ist ein Nitroimidazol-Derivat, das ab sechs Jahren und 20 kg KG als
orales Medikament zur Behandlung der Tbg-HAT zur Verfigung steht. Die Ein-
nahme sollte zu einer ausreichend groBBen und fettreichen Mahlzeit stattfinden.
Zu den somatischen Nebenwirkungen gehéren Ubelkeit, Erbrechen, Kraftlosig-
keit, Appetitverlust, Kopfschmerzen, Schlafstérungen, Tremor, Schwindel, QT-
Zeitverlangerungen sowie Neutropenie. Hinzu kommen Nebenwirkungen wie
Halluzinationen, Agitation, Logorrhd, Verhaltensveranderungen sowie Angst-
und psychotische Stérungen (World Health Organization, 2019).

Es wird also deutlich, dass aufgrund der vielseitigen, schweren und haufigen
Nebenwirkungen sowie der teils obligat intravendsen oder intramuskularen An-
wendung (Eflornithin, Pentamidin, Melarsoprol, Suramin) und den damit verbun-
denen Risiken (Infektion, Blutung etc.) sowie der Resistenzentwicklung (Eflorni-
thin, Melarsoprol) und der Erregerspezifitat (Eflornithin, Nifurtimox) lange keine
gute Therapie (im Sinne der Vertraglichkeit und Anwendung sowie der nétigen
Infrastruktur) far die HAT zur Verfliigung stand.

Die Situation wurde durch die Einfilhrung von Fexinidazol zumindest teilweise
verbessert. Bezlglich der fulminanten Krankheitsverlaufen, den ausgepragten
Nebenwirkungsprofilen, der fir die Therapien teilweise notwendigen Infrastruktur
sowie der Tbr-HAT besteht allerdings weiterhin ein erheblicher Forschungs-
bedarf.

1.4.2 Lebenszyklus von Tb ssp.

Abbildung 7 dient als Schaubild fiir den komplexen Lebenszyklus von Tb ssp.
und veranschaulicht die unterschiedlichen Lebensphasen in den unterschiedli-
chen Wirten (Tsetsefliege und Sduger) sowie die damit verbundenen Phasen der
Entwicklung des Erregers. Der Mensch kann als Wirt je nach Subspezies des
Parasiten Haupt- oder Nebenwirt sein. Als Zwischenwirt dienen sechs Glossina-
Subspezies, wobei sowohl ménnliche als auch weibliche Fliegen als Ubertrager
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dienen. Abhangig von der Art des Zwischenwirtes, Temperatur und Umwelt dau-
ert der intravektorielle Lebenszyklusabschnitt 25 bis 50 Tage. Die Fliegen bleiben
ihr Leben lang, also zwei bis drei Monate, infektiés (Despommier, Gwadz und
Hotez, 1995). Noch ausfuhrlicher kann der Zyklus beispielsweise bei Mogk

(2014) nachgelesen werden.

Der gesamte Lebenszyklus findet extrazellular statt. Nach Infektion wahrend
einer Blutmahlzeit (1) einer Tsetsefliege wandern die Erreger tber die Lymph-
flissigkeit in den Blutkreislauf und entwickeln sich zu sog. Blutform-Trypanoso-
men (2). Uber den Blutkreislauf werden sie im ganzen Kérper verteilt und errei-
chen so auch andere Korperflissigkeiten wie beispielsweise den Liquor, aber
auch andere Organe, etwa Herz, aber insbesondere das ZNS. Tbr invadiert den
Liquor innerhalb weniger Wochen; Thg kann im Schnitt nach 300 bis 500 Tagen
im ZNS nachgewiesen werden (WHO Expert Committee on the Control und Sur-
veillance of Human African Trypanosomiasis, 2013). Die Fortpflanzung erfolgt
mittels Zellteilung (3). Im Verlauf der Infektion entwickeln sich einige sog. long
slender-Erreger zu sog. short stumpy-Erregern weiter. Diese sind im aktuellen
Wirt nicht mehr teilungsféhig, aber infektios fir Fliegen. Sie sind nicht lange Uber-
lebensfahig im Blutkreislauf des Wirtes und sterben intermittierend ab, wahrend
die long slender sich weiterhin teilen kdnnen (WHO Expert Committee on the
Control und Surveillance of Human African Trypanosomiasis, 2013). So entsteht
eine oszillierende Parasitamie im Blutkreislauf des Wirtes (Hamm et al., 1990;
Hesse et al., 1995; Reuner et al., 1997; Kubata et al., 2000); s. auch 1.4.3. Bei
der nachsten Blutmahlzeit einer Tsetsefliege nimmt diese die Erreger auf (4, 5),
und die zweite Haélfte des Zyklus beginnt. Im Mitteldarm der Fliege entwickeln
sich die Erreger zu prozyklischen Trypanosomen und vermehren sich weiter mit-
tels Zellteilung (6). Dann verlassen sie den Mitteldarm und entwickeln sich zu
Epimastigoten (7). Diese infiltrieren die Speicheldriise der Fliege und setzen die
Zellteilung fort (8). Hier wandelt sich ein Teil der Erreger in metazyklische try-
pomastigote Zellen um. Nun kann sich der Kreislauf wiederholen (WHO Expert
Committee on the Control und Surveillance of Human African Trypanosomiasis,
2013; CDC - Parasites - African Trypanosomiasis - Biology, 2022). Sexuelle Re-
produktion ist nicht obligatorisch, kommt bei Trypanosomen aber vor. Diese
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findet offenbar zwischen dem Mitteldarm und der Speicheldriise im Fliegenwirt
unter der Bildung klassischer haploider Gameten statt (WHO Expert Committee

on the Control und Surveillance of Human African Trypanosomiasis, 2013).

Stadien in der Tsetse-Fliege Stadien im Menschen
2 : G & Tsetsefliege nimmt eine Blutmahlzeit Die Erreger entwickeln sich
Epimastigoten vermehren sich in 1 und injiziert metazyklische Trypanosomen. P4l zu Bluistgrlom-Trypanosomen.

der Speicheldriise und entwickeln
sich zu metazyklischen Trypanosomen.

—

. Die Trypanosomen vermehren sich

i

7 Prozyklische Trypanosomen verlassen

den Mitteldarm und entwickeln sich zu Epimastigoten. via Zellteilung und verteilen sich im

Wirt Uber Korperflussigkeiten.

Die Blutstrom-Trypanosomen entwickeln

B e proklschen Topanosomen g Emeute Bumanizet durch
Sie vermehren sich via Zellteilhng. sine Tsetseflisge und Aufahme

der Blutstrom-Trypanosomen.

A= infektiose Stadien A= diagnostizierbare Stadien

Abbildung 7: Lebenszyklus Tb ssp.

Die Abbildung zeigt den Lebenszyklus von Tb ssp. Nach Infektion wéhrend einer Blutmahlzeit (1)
einer Tsetsefliege wandern die Erreger Uber die Lymphflissigkeit in den Blutkreislauf des
menschlichen Wirtes und entwickeln sich zu sog. Blutstrom-Trypanosomen (2). Es erfolgt eine
ungeschlechtliche Fortpflanzung mittels Zellteilung (3). Durch die Blutmahizeit infizieren sich Flie-
gen beim Menschen (4, 5). Im Fliegenwirt passen sich die Parasiten an den Fliegenwirt an, ver-
mehren sich mittels Zellteilung (6), bereiten sich auf die Transfektion auf den Menschen vor (7)
und wandern in die Speicheldriise der Fliege ein (8). Von hier an kann der Kreislauf neu beginnen.
Abbildung angelehnt an ,Centers for Disease Control und Prevention’ (2022).

1.4.3 Zellmorphologien von Tb ssp.

Wie von Mogk (2014) in seiner Dissertation bzw. seiner Arbeitsgruppe (Mogk,
Meiwes, BoBelmann, et al., 2014; Mogk, Meiwes, Shtopel, et al., 2014; Mogk et
al., 2017) ausfuhrlich beschrieben, handelt es sich bei afrikanischen Trypanoso-
men um einzellige, eukaryonte, geiseltragende Protozoen. lhre Lange variiert
zwischen 10 und 40 um. Es werden trypomastigote und epimastigote Formen
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unterschieden. Die Unterscheidung erfolgt anhand der Positionen von Geisel und
Zellkern zueinander. Bei der trypomastigoten Form liegt die Geiselbasis posterior
des Zellkerns, bei der epimastigoten Form anterior. Die Trypomastigoten werden
weiterhin in eine langliche (long slender) und eine kirzere Form (short stumpy)
unterschieden. Zwischen der long slender- und short stumpy-Form existieren
weitere intermedidre Varianten. Ein funktionelles Korrelat der unterschiedlichen
Trypomastigoten-Morphologien ist nicht bekannt, allerdings wird vermutet, dass
die langlicheren Formen besser an das Leben in den Meningen angepasst sind,
da sie im Blut Gberwiegend intermediate- und short stumpy-Formen nachweisen
konnten (Mogk, Meiwes, Shtopel, et al., 2014).

Kubata et al. (2000) fanden heraus, dass Prostaglandine nicht nur von den Wirts-
organismen produziert, sondern auch von den Trypanosomen produziert werden
und das Prostaglandin Fzq als Wachstumsfaktor fr die Trypanosomen fungieren
kdnnte. Figarella et al. (2005, 2006) konnten dartber hinaus nachweisen, dass
Prostaglandin D2 Apoptose in den Blutstrom-Trypanosomen ausldst und dieser
Prozess oxidativen Stress einschlie3t. Interessanterweise l16sen die Parasiten
Uber Prostaglandin D2 Apoptose in der eigenen short stumpy-Population aus (Fi-
garella et al., 2005). Die short stumpy-Formen sterben dann binnen vier Tagen
ab, wenn sie nicht durch einen Wirt aufgenommen werden. Die Infektion wird
dann Uber Zellteilung der long slender-Form im menschlichen Wirt aufrechterhal-
ten (s. 1.4.2). Bereits Ross und Thomson (1910) beschrieben eine oszillierende
Parasitdmie. Dieser Oszillation liegen nicht nur die oszillierenden und populati-
onsregulierenden Prostaglandinspiegel zu Grunde, sondern insbesondere auch
der Umstand, dass die Zellmembran der Blutform-Trypanosomen einer dichten
Schicht von variant surface glypoprotein (VSG) umgeben ist (Cross, 1975). Der
VSG-Mantel umgibt den gesamten Parasiten, einschlieBlich der Gei3el und der
GeiBeltasche. Gegen dieses VSG bildet das wirtseigene Immunsystem Antikér-
per, um den Parasiten zu eliminieren (Figarella et al., 2020). Allerdings verandert
sich die Zusammensetzung der VSG-Antigene im VSG-Mantel der unterschiedli-
chen protozoischen Individuen schneller als das Immunsystem passende Anti-
kérper produzieren kann (Cross, Wirtz und Navarro, 1998). Laut Overath und
Engstler (2004) sind Endo- und Exozytose auf den Bereich der Flagellumtasche
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beschrankt, was die Undurchlassigkeit des dichten VSG-Mantels fur Antikérper
gegen tiefer liegende Zielproteine unterstreicht. Durch die VSG-Variation kommt
es also auch zu einer Variation der gegen das VSG gerichteten Antikérper und
konsekutiv zu einer unzureichenden, aber anhaltenden Immunreaktion. Das Im-
munsystem ist quasi dauerstimuliert und kann die Infektion trotzdem nicht ada-
quat beherrschen (Figarella et al., 2020). Diese andauernde Stimulation des Im-
munsystems dlrfte seinerseits wiederum zur Ausschittung immunstimulierender
kérpereigener Substanzen fihren, welche prinzipiell auch Auswirkung auf das

zentralnervése Immunsystem haben kénnen (s. 1.3.4).

1.4.4 ZNS-Invasion im Rahmen einer Infektion mit Tb ssp.

Wie genau der Parasit im Rahmen der Infektion in das ZNS bzw. ZNS-assoziierte
Strukturen gelangt, ist nach wie vor nicht oder nur teilweise geklart. Prinzipiell
muss aber mindestens eine anatomische Barriere (Blut-Hirn- / Blut-Liquor- oder
Blut-Arachnoidea-Schranke) Uberwunden werden oder die Invasion Uber eine
anatomische Struktur stattfinden, in der diese Barriere nicht oder nicht so stark
ausgebildet ist, etwa entlang der Virchow-Robin-Raume, Uber fenestrierte Kapil-
lare oder Uber die ZVO, die zum einen eng mit dem Liquorraum und fenestrierten
Kapillaren in Verbindung stehen, zum anderen auch erheblich fir die Physiologie
des zirkadianen Rhythmus mit verantwortlich sind. Der zirkadiane Rhythmus wird
im meningoenzephalitischen Stadium der HAT maBgeblich beeinflusst. Flr das
Uberwinden der jeweiligen Barriere selbst kommen ebenfalls zwei Varianten in

Frage: transzellular oder parazellular (Wolburg et al., 2012).

Wie oben beschrieben, wére ein Uberwinden der Blut-Hirn-Schranke also ein
prinzipiell denkbarer Infektionsweg. Einige Studien scheinen diese Méglichkeit zu
bestatigen, auch wenn der Mechanismus unklar ist (Masocha et al., 2004; Amin
etal., 2010, 2012). Frevert et al. (2012) berichtet Gber ein direktes ,unphysiologi-
sches’ Eindringen der Parasiten in das Gehirnparenchym, wenn die Infektion der
M&ause mit einer hohen Parasitendichte, die wahrend eines normalen Infektions-
verlaufs aber fr gewoéhnlich gar nicht erreicht wird. Entgegengesetzt dazu waren
in anderen Studien Blutform-Trypanosomen nicht fahig, langer im
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Gehirnparenchym oder Liquor zu Uberleben oder sich zu teilen (Bafort, Schmidt
und Molyneux, 1987; Wolburg et al., 2012; Mogk, 2014). Bei Mogk (2014) fUhrte
eine Injektion der Erreger in die Seitenventrikel regelmaBig zur Parasitamie und
in den Ventrikeln sowie den Meningen konnten dann grof3e Mengen an Erregern
nachgewiesen werden. Daraus lasst sich schlie3en, dass die Protozoen vom in-
neren Liquorraum aus, die gesamte Peripherie des Wirtsorganismus befallen
kénnen. Eine Kokultivierung von Tbb mit Astrozyten flhrte dagegen zu einer Ver-
kiirzung der Lebensdauer von Tbb. Darlber hinaus fand Mogk (2014) neben den
gewdhnlichen long slender- und short stumpy- Formen im Blut eine vermeintlich
weitere slim-Form, die noch dinner und langer als die long slender-Form war,
nach ihrer Entdeckung dann aber auch im Blut nachgewiesen werden konnte.
Dies wurde dahingehend interpretiert, dass diese slim-Form eine mdgliche mor-
phologische Variante sein kénnte, die noétig ist, um das ZNS zu invadieren. An-
hand der in den Plexus choroidei nachgewiesenen Dichte an Trypanosomen be-
wertete Mogk (2014) die Lebensbedingungen eher als limitiert. Die meisten Pa-
rasiten konnten in dieser und anderen Arbeiten der Arbeitsgruppe in der Pia ma-
ter nachgewiesen werden. Entsprechend wére ein Uberwinden der Blut-Liquor-
Schranke und eine darauffolgende Verbreitung Uber den Liquor des Ventrikelsys-
tems sowie eine Besiedlung der Pia mater ebenfalls ein denkbarer Infektionsweg
(Wolburg et al., 2012; Mogk, 2014; Mogk, Meiwes, BoBelmann, et al., 2014). Da
in diesem Stadium noch keine Enzephalitis im eigentlichen Sinne beobachtet
wurde, empfahlen Wolburg et al. (2012) eine Unterscheidung des zweiten klini-
schen HAT-Stadiums in eine meningeale/meningitische und ein enzephalitisches
Stadium, wobei nicht alle Tiere das enzephalitische Stadium vor ihrem Tod er-
reicht haben. Diesen Umstand griffen Mogk et al. (2017) auf und benannten die-
ses rein meningeale Stadium ,ventricular meningeal stage, also etwa ,ventrikulo-
meningeales’ Stadium. Der Ubergang des meningealen Stadiums kann nach ei-
ner langen Zeitdauer erfolgen oder ausbleiben. Das vorgeschlagene dritte Sta-
dium der Enzephalitis erfolgt aufgrund massiver Infiltration der Trypanosomen in
das Gehirnparenchym. Eine Repopulation des Blutes im typischen oszillierenden
Verlauf kédnnte entsprechend von der Pia mater ausgehen (Wolburg et al., 2012;
Mogk, 2014; Mogk, Meiwes, Shtopel, et al., 2014).
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Die an die Pia mater angrenzende Glia limitans superficialis scheint ein unmittel-
bares Eindringen der Parasiten in das Gehirnparenchym zu verhindern. Stattdes-
sen konnte der Parasit den Virchow-Robin-Raume entlang der gehirnversorgen-
den BlutgefaBe folgen, um tiefere Regionen zu erreichen. Entweder schafft der
Erreger es irgendwann Uber die Glia limitans superficialis (unterhalb der Pia ma-
ter und in der Region der Virchow-Robin-Raume) oder er infiltriert das Gehirnpa-
renchym Gber die Blut-Hirn-Schranke (Speidel et al., 2022).

Die Population der Parasiten wird durch Ausschittung von Prostaglandin D2
durch die Parasiten selbst reguliert. Es werden auch weitere Prostaglandin (Ez,
F2qa) sezerniert. Erhdhte Prostaglandin-D2-Spiegel fihren dann zur Apoptose,
Uberwiegend der short stumpy-Formen (Figarella et al., 2005, 2006; Duszenko et
al., 2006). Metabolite und Prostaglandine werden dann vermutlich Gber Abgabe
in den Liquor entsorgt. In spateren Erkrankungsstadien kénnen auch erhdhte
Prostaglandinspiegel im Liquor nachgewiesen werden (Pentreath et al., 1990),
diese kdnnten aber ebenso wirtseigene Prostaglandine sein (Jennings et al.,
1979; Figarella et al., 2005). Diese erhdéhten Prostaglandinspiegel kdnnten mit-
verantwortlich fir die zentralnervésen Symptome im Krankheitsverlauf sein, da
insbesondere die ZVO in Ventrikelndhe liegen und mit dem prostaglandinreichen
Liquor in Kontakt treten kénnten; gleichzeitig wird insbesondere die Invasion der
ZVO durch die Parasiten beschrieben. Wie bereits erwahnt, sind die ZVO ent-
scheidend an der Regulation des zirkadianen Rhythmus beteiligt (Kristensson et
al., 2010). Akanuma et al. (2020) konnten zeigen, dass die Elimination von
Prostaglandin D2 im ZNS wahrend inflammatorischer Prozesse deutlich reduziert
wird und dass diverse Kanalproteine in der Blut-Hirn-Schranke fir die Elimination
relevant zu sein scheinen. Des Weiteren treten im Rahmen einer Infektion mit 7b
ssp. auch weitere Organbesiedlungen auf, beispielsweise der Hoden. Ahnlich der
Blut-Hirn-Schranke verflgt die von den Sertoli-Zellen gebildete Blut-Spermien-
Barriere Uber tight junctions, die mithilfe von Claudin-11-Molekilen gebildet wird,
weswegen eine Interaktion mit Claudin-11 zur Disposition gestellt wurde (Wol-
burg et al., 2012).

Die Morphologie der Trypanosomen kénnte fir die Invasion des ZNS bzw. in
ZNS-nahen Strukturen eine groBe Rolle spielen (Mogk, 2014; Mogk, Meiwes,
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BoBelmann, et al., 2014; Speidel et al., 2022). Speidel et al. (2022) untersuchten
in vitro einen moglichen Infektionsweg Uber die Epithelzellen der Plexus choroi-
dei. Sie hielten ein parazellulares Eindringen im Bereich der Plexus choroidei fir
wahrscheinlicher als ein transzellulares, da die ZellgréBen von Tbb und den
Epithelzellen der Plexus choroidei vergleichbar sind. Flr eine transzellulare Pas-
sage durch die Zellen der jeweiligen Barriere ware ein intrazellulares Stadium der
Parasiten notwendig; in den Lehrbtchern wird Tbb allerdings als obligat extrazel-
lular ohne jegliche intrazellulare Phase beschrieben. Bonnet et al. (2017) warfen
die Frage auf, ob es dennoch ein intrazellulares Stadium geben kdnnte, indem
sie ein Bild zeigten, auf dem ein Trypanosom innerhalb einer CMH-5-MG unter
in vitro Bedingungen zu sehen war und interpretierten dies so, dass der verwen-
dete Tb-Stamm die Fahigkeit besitzt, das Zytoplasma menschlicher MG zu infilt-
rieren. Auch einige wenige andere Studien konnten bereits afrikanische Trynpa-
nosomen innerhalb anderer Zellen, beispielsweise in Epithelzellen der Plexus
choroidei oder Astrozyten, nachweisen (Ormerod und Venkatesan, 1971; M O
Abolarin et al., 1982; Abolarin, Stamford und Ormerod, 1986; Stoppini et al.,
2000). Abolarin et al. (1986) interpretieren ihre Ergebnisse sogar dahingehend,
dass Tb aktiv die Ependymzellen invadieren und innerhalb dieser Zellen weiter-
leben. Stoppini et al. (2000) identifizierten lebende intrazellulare Trypanosomen
innerhalb von Astrozyten. Allerdings ist unklar, ob diese intrazellularen Trypano-
somen sich teilen konnten oder auch wieder in den Extrazellularraum gelangen
kdénnten. Sie gaben aber auch zu bedenken, dass T. cruzi, der Erreger der std-
amerikanischen Chagas-Krankheit, ein intrazellularer Erreger und mit Tb ver-
wandt ist. Wolburg et al. (2012) konnten elektronenmikroskopisch Erreger im
Stroma der Plexus choroidei und im Ventrikelsystem nachweisen, nicht jedoch
zwischen oder innerhalb der Epithelzellen der Plexus choroidei. Auch bei Figa-
rella et al. (2018) gibt es keinen Hinweis auf intrazellulare Trypanosomen. Dies
schlieBt eine transzellulare Passage zwar nicht aus, macht sie aber unwahr-
scheinlicher. Allerdings kénnen auch Leukozyten teilweise trotz ihrer GroBe
transzelluldr immigrieren (Steinmann et al., 2013), was die Immigrationsfahigkeit
abhangig von der GréBe zumindest relativiert.

Flr eine parazellulare Passage stellen die tight junctions der Epithelzellen ein zu
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Uberwindendes Hindernis dar. Speidel et al. (2022) fanden in vitro heraus, dass
die Zerstérung der tight junctions die Transmigrationseffizienz Uber eine artifizi-
elle Membran um den Faktor 10 erhéht. In vivo sind einige Mechanismen be-
kannt, fir die Metalloproteasen zur Uberwindung der tight junctions verwendet
werden (Kleiner und Stetler-Stevenson, 1999). In der Arbeit von Speidel et al.
(2022) konnte zwar noch keine beteiligte Metalloprotease identifiziert werden, al-
lerdings wurde eine mégliche mechanische Offnung des interzelluldren Spalts
mittels der GeiBeln oder zumindest eine mechanische Komponente zur Offnung
der tight junctions ebenfalls zur Disposition gestellt, da Scherkréfte die Funktion
von tight junctions beeinflussen kénnen (Citi, 2019).

Bentivoglio et al. (2018) beschreiben eine Invasion der Eminentia mediana. Dafur
mussten die Erreger die durch tight junctions verbundenen Tanyzyten Uberwin-
den. Zwar ware hier das Kapillarendothel auch gefenstert, allerdings sind sowohl
die Trypanosomen als auch Leukozyten deutlich gréBer als die Kapillarfensterun-
gen (60 nm) oder die schlitzférmigen Poren (5 nm), sodass sie eher Uber postka-
pillare Venolen einwandern kdnnten. Die gefensterten Kapillaren kdénnen ihre
Fenestrierungen auf metabolische Signale hin auch vergréBern, aber ob dies im
Rahmen der Inflammation erfolgt, ist nicht bekannt. Von der Eminentia mediana
ausgehend scheinen die Erreger die angrenzenden Ncl. arcuati zu invadieren.
Da die BlutgefaBe hier tber eine Blut-Hirn-Schranke verfligen, kénnte das Ein-
dringen mutmaBlich tber eine Grenzzone erfolgt sein, in der die Tanyzyten keine
tight junctions, sondern nur tGber adharente Verbindungen in Kontakt stehen sol-
len.

Im enzephalitischen Stadium scheinen Chemo- und Zytokine sowie Interferone
(IFN) oder Tumornekrosefaktoren (TNF) eine direkte oder indirekte Rolle zu spie-
len (beispielsweise CXCL-9, CXCL-10, CXCL-11, TNF-a, IFN-a, IFN-B, IFN-y).
Trypanosomen kénnen Immunzellen dazu bewegen, solche Stoffe (CXCL-10,
IFN-y) zu sezernieren (Kristensson et al., 2010; Amin et al., 2012; Laperchia et
al., 2017). Gleichzeitig wurde auch eine IFN-y-abhangiges Uberwinden der Glia
limitians von sowohl T-Lymphozyten als auch von Trypanosomen beschrieben
(Masocha et al., 2004). Zusétzlich kénnen TNF-a und IFN-y die Transkription der
induzierbaren NO-Synthase und damit die NO-Synthese verstarken. NO
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wiederum erhdht die Phagozytoseaktivitat von MG (Figarella et al., 2018). Im Ka-
pitel 1.2.1 wurden einige dieser und weitere Molekule bereits als permeabilitats-
beeinflussend genannt (Abbott, Rénnback und Hansson, 2006). Rodgers et al.
(2015) konnten dartber hinaus zeigen, dass das antiinflammatorische IL-10 in
ihrem murinen HAT-Modell wéhrend der enzephalitischen Phase zu einer Reduk-
tion der Parasitenlast, einer deutlich verbesserten Klinik, geringerer Auspragung
der Enzephalitis fihrte. Auch senkte die IL-10-Gabe die Spiegel proinflammato-
rischer Zytokine wie IFN-y und TNF- a.

1.4.5 Mikrogliazellen im Rahmen einer Infektion mit Tb ssp.

Die Auswahl an Literatur, die sich mit morphologischen Veranderungen der MG
im Rahmen einer Infektion mit 7b ssp. beschaftigt, ist sehr begrenzt. Zwar wurde
gelegentlich Uber eine diffuse Astrozytose und Mikrogliose sowie Uber eine
,mikrogliale Hyperplasie‘ und die Bildung ,mikroglialer Knotchen® berichtet
(Chimelli, 2011; Maloba, Ngotho und Rajesh, 2012), aber eine weiterfihrende
morphologische Beschreibung wurde kaum vorgenommen. Chianella et al.
(1999) berichteten darlber hinaus Uber morphologische Verdnderungen der MG
nach Infektion von Ratten mit Tbb. Die mikrogliale Morphologie wurde nach zwei
Wochen als noch mit den Kontrolltieren vergleichbar beschrieben. Dies kénnte
damit zusammenhangen, dass ein eher qualitativer Beschreibungsansatz unter
teils geringer lichtmikroskopischer VergroBerung gewahlt wurde. Ab der dritten
Woche wurde ein GroBteil der untersuchten Gewebe als auffallig beschrieben,
da es (1) zum Anstieg der Zellzahl und (2) zur Veranderung hin zur hypertrophen
Morphologie kam. Hypertrophe MG wurden in der GroBhirnrinde, insbesondere
in der Area piriformis und der ,Geruchsrinde‘ sowie in periventrikular und ventral
zum Hypothalamus liegenden Regionen beschrieben. Dieses Gebiet erstreckt
sich von der préaoptischen Region des anterioren Hypothalamus bis zur pramam-
millaren Region des posterioren Hypothalamus. Hier war die immunhistochemi-
sche Markierung insbesondere in der retrochiasmatischen Region sowie im Be-
reich der Ncl. arcuati und der hinteren, periventrikuldren Kerngebiete sehr stark
ausgepragt. Abgesehen von Chianella et al (1999) konnten in der

55



Literaturrecherche keine weiteren Arbeiten, insbesondere keine neueren inklu-
sive modernerer Methoden, gefunden werden, die sich mit der mikroglialen Mor-

phologie nach Infektion mit Tb ssp. beschéftigten.

Dennoch gibt es Arbeiten, welche die Reaktion der MG auf die Trypanosomen
untersucht haben. Beispielsweise konnte in vitro gezeigt werden, dass MG die
Protozoen phagozytieren kbnnen (Figarella et al.,, 2018). Tatsachlich scheinen
die MG dies fur gewdhnlich bei Kontakt zu Tb ssp. auch in vivo zu tun (Bafort,
Schmidt und Molyneux, 1987; Wolburg et al., 2012; Mogk, 2014; Mogk, Meiwes,
BoBelmann, et al., 2014; Mogk, Meiwes, Shtopel, et al., 2014), was die Frage
aufwirft, wieso dies — gemessen an der nachweislich steigenden vitalen Proto-
zoenanzahl im Gehirnparenchym — in fortgeschritteneren Krankheitsstadien nicht
mehr oder nicht mehr in gewohntem bzw. ausreichendem Ausmaf zu geschehen
scheint (Kristensson et al., 2010) oder warum es andererseits auch letale Krank-
heitsverlaufe ohne Invasion des Gehirnparenchyms gibt (Schmidt, 1983). Von
Mogk et al. (2017) wird in diesem Zusammenhang auch eine Aufteilung des me-
ningoenzephalitischen Stadiums in ein lymphatisches und ein enzephalitisches
Stadium vorgeschlagen und diskutiert. Denkbar wére eine Schwachung des Wir-
tes durch die systemische Infektion, ggf. verbunden mit Untererndhrung bzw.
mangelhafter Nahrstoffaufnahme und damit einhergehend auch eine Schwa-
chung des Immunsystems oder aber eine direkte Beeinflussung der Immunreak-
tion durch die Parasiten selbst, beispielsweise durch Ausschittung hemmender
Substanzen. Denkbar ware auch eine Kombination von beiden. Interessanter-
weise scheint eine proinflammatorische Systemreaktion die ZNS-Invasion zu be-
glnstigen, wobei u.a. IFN-y eine groBBe Rolle zu spielen scheint. Gleichzeitig kor-
reliert die ZNS-Invasion der Parasiten offenbar mit der ZNS-Invasion von Lym-
phozyten (Masocha et al.,, 2004; Amin et al., 2012). Diese lymphozytare ZNS-
Invasion findet laut Owen et al. (2008) vorwiegend im Bereich der postkapillaren
Venolen stattfindet. MG scheinen nach Kontakt zu den Trypanosomen vermehrt
NO zu produzieren, was vermutlich auf eine erhéhte Expression der induzierba-
ren NO-Synthase zurtickzufthren ist (Girard et al., 2000; Gobert et al., 2000; Fi-
garella et al., 2018). Auch bei der Bekampfung anderer protozoischer Infektionen
durch MG — beispielsweise einer Leishmaniose — wurde eine erhéhte Expression
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der induzierbaren NO-Synthase aufgrund erhéhter TNF-a-Spiegel beschrieben
und diskutiert (Ramos et al., 2014). Dies wirde auch mit dem im Kapitel 1.4.3
bereits erwahnten erhéhten oxidativen Stress Ubereinstimmen. Im Laufe der Zeit
wird die mikrogliale Reaktion auf die Infektion immer starker, was die Infektpro-
gression begunstigen kénnte. Quintana et al. (2022) veréffentlichten krzlich die
Analyse eines mikroglialen Transkriptomprofils mit der Hochregulation proin-
flammatorischer Gene und Chemokine, welche auch fir neurodegenerative Er-
krankungen beschrieben wurden. Gleichzeitig scheint IL-10 die Infektprogression

eher zu verlangsamen (Rodgers et al., 2015).

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Neurologische Stérungen treten in verschiedenen Formen auf und haben fast
immer einen erheblichen sozialen, aber auch finanziellen Einfluss auf das Leben
der Betroffenen. In entwickelten Landern umfassen diese Stérungen hauptsach-
lich neurodegenerative, autoimmune und vaskulare Krankheiten, wahrend infek-
tiose Krankheiten weltweit immer noch eine bedeutende Rolle spielen. Einige Er-
reger infizieren das Nervensystem und kdnnen Entzindungsreaktionen der Hirn-
haute (Meningitis, hdufig durch Bakterien) oder des Gehirns (Enzephalitis, meis-
tens durch Viren) auslésen. Bei der Humanen Afrikanischen Trypanosomiasis
(HAT), auch bekannt als Afrikanische Schlafkrankheit, handelt es sich um eine
parasitare Erkrankung, die im fortgeschrittenen Stadium eine Meningo-enzepha-
litis hervorruft. Der Erreger, Trypanosoma brucei (Tb), induziert eine Aktivierung
von Mikrogliazellen (MG).

Zahlreiche wissenschaftliche Studien haben gezeigt, dass MG, urspriinglich als
reine makrophagische Immunzellen beschrieben, an fast allen homéostaseerhal-
tenden Prozessen des Zentralen Nervensystems beteiligt sind. Daher sind sie
nicht nur bei der Bekdmpfung von Krankheitserregern involviert, sondern auch
an verschiedenen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen im Zu-
sammenhang mit den genannten Pathologien. Ein anerkanntes Prinzip in der Bi-
ologie ist es, dass Morphologie und Funktion von Zellen und anatomischen Struk-

turen eng koordiniert sind und man zumindest teilweise von der einen auf die

57



andere schlieBen kann. Daher ist es nicht Uberraschend, dass sich MG je nach
den derzeitigen Reizen oder Reaktionen, auf die sie reagieren, mit unterschiedli-
chen Morphologien prasentieren.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die morphologische Veranderungen der Mikroglia
wahrend der experimentellen Infektion mit T. brucei zu charakterisieren. Dabei
wurde die Reaktion der Mikrogliazellen sowohl morphologisch als auch hin-sicht-
lich ihrer Proliferation quantitativ beschrieben. Es wurde eine zuverlassige Me-
thode entwickelt, die auf der dreidimensionalen Rekonstruktion mithilfe von Ima-
ris Bitplane basiert. Aufbauend auf dieser Methode wurde eine weitere Methode
zur quantitativen morphologischen Analyse der Mikrogliazellen entwickelt. Durch
diese Forschungsarbeit wird ein Beitrag zur Erforschung der morpho-logischen
Veranderungen in Mikrogliazellen bei parasitaren Infektionskrankheiten des ZNS
geleistet. Die entwickelten Methoden ermdglichen eine detaillierte quantitative
Analyse der Mikrogliazellen und tragen so zum Verstandnis der zugrunde liegen-
den pathologischen Prozesse bei.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Die Tabelle 1 bis Tabelle 5 geben einen Uberblick iiber die verwendeten Labor-

gerate, Instrumente, Software, Chemikalien und Antikérper.

2.1.1 Laborgerate und Instrumente

Tabelle 1: Laborgerate und Instrumente

In der Tabelle sind alle verwendeten Laborgerate und Instrumente aufgefuhrt.

Geratename

Hersteller

Modell

Gefrierschrank -80°C

ThermoScientific

Forma 900 Series

Gefrierschrank - 20°C Liebherr Liebherr Comfort

Inkubator Heidolph Titramax 100

Kihlschrank 4°C Liebherr PremiumFrost

Kryostat Leica Cryostat CM 1950
Wild Heerbrugg _

Lichtokular, WF 10x/21B _ Leica 10447160
(Leica Plc.)

Magnet-Heiz-Inkubator | Heidolph MR 3001

MembraPure-Astacus

membraPure GmbH

MembraPure-Astacus

Mini-Zentrifuge

Labnet International Inc

SN 1104 1604

Pipetten

Eppendorf

2,5ul /10 pul /20 pl/ 100
pl /200 pl und 1000 pl

Vortex Gene 2

Scientific Industries

G560E

Waage

Swiss Quality

Precisa 185 AM-FR

Wasserbad

P-D Industriegesellschaft
GmbH Dresden

WB 5mT 8344102

Zwei-Photonenmikro-
skop mit verbauten
PMTs

Olympus

Olympus BXS1WI

Olympus

FV 300 Laser Scanning
Confocal System

Laser

MaiTai (Spectra Physics)

40x-Objektiv

Nikon Japan

NIR ApO 40x/0.80
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2.1.2 Medien, Puffer und L6sungen

Tabelle 2: Chemikalien

In der Tabelle sind alle verwendeten Medien, Puffer, L6sungen und weitere Che-

mikalien aufgefahrt.

Produktname Hersteller Bestellnummer | Chargennummer
Bovines Serumal-
. SERVA 11930 200084
bumin
Jackson Im-
148302 148577
Eselnormalserum muno Rese- 017-000-121
149841
arch
Kryogel Leica 39475237 22816
MembraPure entnommen via MembraPure-Astacus
VWR Chemi-
NacCl 27810.295 20B184138
cals
NaH2POa4 Roth K300.1 478274044
Naz2HPO4 Roth P030.1 476250920

Natriumcitratpuffer
(10 mM)

vierwdchentliche Herstellung, siehe unten

Phosphatgepufferte
Salzlésung (PBS)

wochentliche Herstellung, siehe unten

Prolong Gold Anti-
2184480
fade Mounting Me- | Invitrogen P36930
. 2204416
dium
Tri-Natriumcitrat
Roth 4088.1 067250905
Dihydrat
Tissue Tek Sakura 4583 2005702829
Triton X — 100 Sigma T9284 053K00262V
Tween 20 Sigma P9416 SLCB0668

Natriumcitratpuffer (10 mM)

Es wurden 2,941 g Tri-Natriumcitrat Dihydrat in 990 ml MembraPure-Aqua geldst.
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Danach wurde mit ca. 4 ml 1 M HCL auf pH 6,0 ad 1000 ml eingestellt. Dann
wurden 0,5 ml Tween 20 unter stetigem Rihren (Magnetrihrer) zugegeben.
Der Puffer wurde bei 4° C gelagert und innerhalb von vier Wochen verbraucht.

Phosphatgepufferte Salzlésung, pH 7,4 (PBS)

Zuerst wurde ein Liter einer zehnfachkonzentrierten PBS-Lésung hergestellt.
Hierflr wurden in etwas MembraPure-Aqua nacheinander 2,6 g NaH2PO4 (Mole-
kulargewicht 137,99 g/mol), 11,36 g Na2HPO4 (Molekulargewicht 11,36 g/mol)
und 87,5 g NaCl (Molekulargewicht 58,44 g/mol) gegeben und geldst. Nach Uber-
fihrung in einen Messkolben wurde auf 1000 ml aufgefillt und mittels Magnetrih-
rer inkubiert. Uber einen Faltenfilter wurde die zehnfache PBS-Lsung filtriert und

anschlieBend bei Raumtemperatur gelagert.

Fir die einfache PBS-L6sung wurden 900 ml Membra Pure Wasser mit 100 mi
der zehnfachen PBS-L&sung vermischt und anschlieBend der pH-Wert ge-mes-
sen. Die pH-Einstellung auf pH 7,4 erfolgte mittels 2 M NaOH (Ausgangs-pH ca.
6,6 - 7,3; der Verbrauch an 2 M NaOH lag bei ca. 100 - 150 pl).

2.1.3 Primare Antikorper

Tabelle 3: Priméare Antikbrper

In der Tabelle sind alle verwendeten priméren Antikdrper aufgefihrt.

. Wirtspe- Bestell- Chargennum-
Antikorper Hersteller
zies nummer mer(n)
BioRAD - AbD
Anti-CD68 Rat MCA1957 | 1807
Serotec
Fujifilm Wako
Anti-iba-1 Goat . CAF1113 | 011-27991
Chemicals
GR3211941-22
Anti-TMEM119 | rabbit abcam Ab209064
GR3211941-23
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2.1.4 Sekundare Antikorper

Tabelle 4: Sekundéare Antikdrper

In der Tabelle sind alle verwendeten sekundaren Antikorper aufgefuhrt.

o ] Produkt- | Wellen- Bestell- Chargen-
Antikorper | Wirt . Hersteller
hame lange hummer nummer
. Alexa .
anti-goat donkey 488 nm | Invitrogen | A11055 2134018
Fluor 488
Alexa
Anti-goat donkey 594 nm | Invitrogen | A11058 2045324
Fluor 594
Alexa
Anti-rabbit | donkey 488 nm | Invitrogen | A21206 2045215
Fluor 488
' Alexa
anti-rat donkey 594 nm | Invitrogen | A21209 2160060
Fluor 594

2.1.5 Software

Tabelle 5: Software

In der Tabelle sind alle verwendeten Softwareprogramme aufgefiihrt.

Softwarename Entwickler Version
Fiji (Imaged) open source
Fluoview Olympus 5.0
GraphPad Prism GraphPad Software 8.0.2
Imaris x64 Bitplane AG 9.6.0
Spectra-Physics Mai Tai | Spectra-Physics 0454-8260 Rev E

Zur Bedienung des Zwei-Photonen-Mikroskops wurde die Software Spectra-Phy-
sics Mai Tai und zur Sichtung sowie Einstellung, Justierung und Aufnahme die
Software Fluoview benutzt. Die Bildbearbeitung der mikroskopischen Aufnahmen
wurde je nach Fragestellung entweder mit Fiji (Imaged) bzw. Imaris Bitplane
durchgefiuhrt (siehe Methoden). Die Auszahlung der mit Fiji bearbeiteten Bilder
erfolgte mittels Microsoft Powerpoint. Die Datenverarbeitung und eine ggf. not-
(siehe Methoden) mittels Microsoft Excel

wendige Korrektur wurden
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vorgenommen. Die grafische und statistische Aufarbeitung und Analyse der ex-
portierten und ggf. korrigierten Daten erfolgte durch GraphPad Prism (siehe Me-
thoden).

2.1.6 Gewebe

Das Institut stellte mir das noétige Gewebe aus einem friheren, von der
medizinischen Fakultat der Universitat Tubingen finanzierten Projekt zur Verfu-
gung (Fortiine Program, Projektnummer 2465-0-0, Titel: The role of microglia for
controlling parasite invasion of the central nervous system: in vivo analysis in a
mouse model of African Trypanosomiasis, Beginn: April 2018), sodass
Injektion/Infektion, Opferung, Perfusion der Mause und Entnahme sowie
Fixierung des Gewebes bereits erledigt waren. Entnommen wurde das Gewebe
zwischen Oktober 2018 und Juni 2019. Gelagert wurde das fixierte Gewebe bei
einer Temperatur von -80 °C. Das genannte Gewebe wurde fiir die vorliegende
Arbeit im Zeitraum von Juni bis Oktober 2020 verwendet.

Gewebeart

Bei dem untersuchten Gewebe handelt es sich um Gehirne (ohne bulbi
olfactorii) von 30 ausgewachsenen, weiblichen und vier bis sechs Monate alten
C57BL/6-Wildtyp-Mausen. Die Tiere wurden unter als ,Specific-pathogen-free'
klassifizierten =~ Bedingungen  in  einem 12-stindlich ~ wechselnden
Tag-/Nachtrhythmus mit ad libidum Zugang zu Wasser und Nahrung In Raum 11
am |Institut fOr Pharmakologie und Toxikologie (Wilhelmstr. 56, 72074
Tubingen) fur das Tubinger Institut fir Neurophysiologie gehalten. Bis zum Ab-
schluss der Vorbereitungen wurden die Tiere zusammen, danach (post
infectionem) einzeln gehalten. Das Wohlbefinden der Tiere wurde mittels eines
Scoringsystems taglich kontrolliert und dokumentiert.

Untersuchungs- und Kontrollgruppen

Die Mause wurden in sechs Gruppen mit jeweils flnf Tieren aufgeteilt: jeweils
eine Gruppe, die zehn (10dpi), zwanzig (20dpi) oder drei3ig Tage (30dpi) nach
intraperitonealer Infektion (infec) mit Trypanosoma brucei brucei ([ Tbb], Stamm:
GVR 35 m-Cherry) geopfert wurden, sowie die jeweiligen Kontrollgruppen (ctrl),
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die zehn (10dpi), zwanzig (20dpi) bzw. drei3ig Tage (30dpi) nach intra-peritone-
aler Injektion einer PBS-Ldsung geopfert wurden.

Gehirnareale

Es wurden der periventrikuldre Raum (PVR), die lateral preoptic area (LPA) und
der Kortex untersucht, da in der Literatur bezuglich dieser Regionen eine An-
falligkeit flr parasitére Invasion beschrieben wurde.

2.2 Methoden
2.2.1 Immunhistochemische Verfahren

2.2.1.1 Schneiden des Gewebes

Das Gewebe wurde im Kryostaten bei -20 °C mit 50 um Schnittdicke koronar
geschnitten. Die ersten ,Anschnitte’ wurden verworfen, dann wurde weiter ge-
schnitten, bis die oben genannten Hirnareale im Schnitt mithilfe von Anatomieat-
lanten (Paxinos und Franklin, 2007; Franklin und Paxinos, 2008) unter dem Licht-
okular aufzufinden waren und anschlieBend wurden diese vorsichtig mit einem
Pinsel in mit PBS geflllte Well-Platten Uberfihrt. AbschlieBend folgten flnf
Waschgange mit PBS.

2.2.1.2 Labeling
Angefertigt wurden von jeder Maus jeweils mindestens drei Objekttrager sowie
jeweils Negativkontrolle, Kontrolle zum Primarantikbrper und Kontrolle zum

Sekundérantikdrper.

Zur Farbung wurden zwei Labeling-Protokolle verwendet: ein anti-iba-1-/anti-
CD68-Protokoll und ein anti-TMEM119-/anti-iba-1-Protokoll. Den Tabelle 3 und
Tabelle 4 kénnen alle Informationen zu den priméren und sekundéren Antikor-
pern entnommen werden. Verwendete Instrumente und Chemikalien sind in den
Tabelle 1 und Tabelle 2 aufgelistet.

2.2.1.2.1 anti-iba-1-/anti-CD68-Labeling
FlOr das anti-iba-1-/anti-CD68-Protokoll wurden die Schnitte zunachst flr zwei
Stunden in einer PBS-Blockierldsung bei Raumtemperatur inkubiert. Diese
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bestand aus PBS mit einem Zusatz von 10% Eselnormalserum sowie 1% Triton
X —100. Danach wurde das Gewebe fir 24 Stunden mit der antikérperhaltigen
Lésung bei einer Temperatur von 4 °C inkubiert. Die Antikérperlésung bestand
aus PBS mit einem Zusatz von 10% Eselnormalserum, 1% Triton X — 100 sowie
den primaren Antikérpern goat-anti-iba-1 (1:500) und rat-anti-CD68 (1:1000).

Nach dieser Inkubation erfolgten fiinf Waschgange mit PBS. Danach wurden die
Schnitte lichtgeschitzt bei Raumtemperatur flr zwei Stunden in einer an-deren
Antikérperlésung inkubiert. Diese bestand dieses Mal aus PBS und enthielt 2%
Bovines Serumalbumin sowie die sekundaren Antikbrper donkey-anti-rat Alexa
Fluor 594 sowie donkey-anti-goat Alexa Fluor 488 jeweils im Anteil von 1:1000.
Eine weitere Auswertung des CD68-Labeling erfolgt in dieser Arbeit nicht, da eine
ahnliche Auswertung am Institut bereits kirzlich durchgeflhrt wurde (Glcger,

2019) und lediglich das gleiche Protokoll verwendet wurde.

2.2.1.2.2 anti-TMEM119-/anti-iba-1-Labeling

FOr das anti-TMEM119-/anti-iba-1-Protokoll wurde zunachst ein Antigen-Ret-
rieval durchgefihrt. Hierfir wurden die Schnitte in Natriumcitratpuffer (10 mM)
dberflihrt, die Wellplatten wasserdicht verschlossen und fliir 15 Minuten bei 95°C
im Wasserbad inkubiert.

Sobald die Schnitte wieder auf Raumtemperatur abgekihlt waren, wurden die
Schnitte fir zwei Stunden in einer PBS-Blockierldsung inkubiert. Diese bestand
aus PBS mit einem Zusatz von 10% Eselnormalserum sowie 1% Triton X — 100.
Nach dieser Inkubation erfolgten fiinf Waschgéange mit PBS. Danach wurde das
Gewebe fir 72 Stunden mit der antikdrperhaltigen Lésung bei einer Temperatur
von 4 °C inkubiert. Die Antikrperldsung bestand aus PBS mit einem Zusatz von
10% Eselnormalserum, 1% Triton X — 100 sowie den primaren Antikérpern rabbit-
anti-TMEM119 (1:400) und goat-anti-iba-1 (1:500).

Nach dieser Inkubation erfolgten wiederum finf Waschgénge mit PBS. Danach
wurden die Schnitte lichtgeschitzt bei Raumtemperatur flir zwei Stunden in einer
anderen Antikdrperlésung inkubiert. Diese bestand dieses Mal aus PBS und ent-
hielt 2% Bovines Serumalbumin sowie die sekundaren Antikérper donkey-anti-
rabbit Alexa Fluor 488 sowie donkey-anti-goat Alexa Fluor 594 jeweils im Anteil
von 1:1000.
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2.2.1.3 Montieren

Daraufhin erfolgten abermals finf Waschgange mit PBS. Dann wurden die
Schnitte auf einem Objekttrager montiert. Nachdem die Schnitte korrekt ausge-
richtet und leicht angetrocknet waren, wurde ein Tropfen Prolong Gold Antifade
Mounting Medium auf jeden Schnitt gegeben. Die Schnitte wurden mit einem
passenden Deckglas bedeckt und die Rander mit einem farblosen, handelsibli-
chen Nagellack aus einem 0rtlichen Drogeriemarkt versiegelt. Die bestickten
Objekttrager wurden nach der Montage lichtgeschitzt bei 4 °C gelagert.

2.2.2 Zweiphotonenmikroskopie

Je nach zugrundeliegender Fragestellung wurden unterschiedliche Labeling-Pro-
tokolle, Hirnareale und unterschiedliche Einstellungen am Laser bzw. in der Flu-
oview-Software verwendet. Tabelle 6 gibt Aufschluss Uber den Zusammenhang
zwischen Fragestellung und verwendetem Labelingprotokoll bzw. die verwende-
ten Antikérper sowie die jeweils untersuchten Hirnareale. Auch wird jedem Zweck
eine Kategorie (A, B oder C) zugewiesen. Auf diese Kategorisierung wird spater
(u.a. in weiteren Tabellen) immer wieder Bezug genommen. Fir die 30dpi Auf-
nahmen der Kategorie A ist des Weiteren zu erwahnen, dass sie nicht selbst auf-
genommen und ausgewertet wurden, sondern dies im Rahmen der Masterarbeit
von Speidel (2020) geschah, die in Kooperation des Instituts fir Neurophysiolo-
gie und des Interfakultéaren Instituts flr Biochemie (beide Universitat Tabingen)

verfasst wurde.

Die mikroskopischen Aufnahmen erfolgten mittels Zweiphotonenmikroskopie

(Hersteller Olympus, s. Tabelle 1: Laborgerate und Instrumente) in den Hirnare-
alen Kortex, PVR und LPA. Lediglich fiir Kategorie C wurden ausschlieBlich Auf-
nahmen des Kortex gemacht. Fir diese Aufnahmen der Kategorie C wurden eine
héhere Auflésung und ein héheres Zoom gewahlt, um fir die Rekonstruktionen
eine bessere Bildqualitat zu erhalten. Tabelle 7 zeigt die unterschiedlichen Ein-
stellungen far VergréBerung, Zoom und Auflésung, Tabelle 8 stellt die Abmes-
sungen der Bilderstapel Uber die BildgroBe der jeweiligen Kategorie. Das Volu-
men V in um? eines Bilderstapels entspricht dem Produkt aus x, y und z (MaBBe
entnommen aus Tabelle 8). Entsprechend wurden alle Bilder mit 400-facher

66



optischer GesamtvergréBerung aufgenommen. Hinzu kommt ein zwei- bzw. vier-

facher Digitalzoom.

Tabelle 6: Kateqgorisierung

In dieser Tabelle ist jeder Fragestellung eine Kategorie zugeordnet und die je-
weils untersuchten Hirnareale und das verwendete Labeling aufgefthrt. Die
Kategorisierung wird spater immer wieder aufgegriffen.

. Ziel des primarer | Sekundarer An- | Hirnare-
Kategorie Labelings Antikorper tikérper ale
| rabbit-anti- | GOnKkey-anti-rab-
Bestimmung des TMEM119 & bit Alexa Fluor | Kortex,
A Anteils TMEM7/IBA- . 488 & donkey- PVR,
1+ goat-antl- | 1k joat Alexa LPA
iba-1 9
Fluor 594
Bestimmung der goat-anti- %gtzyl;ﬁjn;'r_%ggt Kortex,
B Zelldichte und An- | iba-1 & rat- | o donkey-anti-rat PVR,
zahl der Duplets anti-CD68 Alexa Fluor 594 LPA
Rekonstruktionen goat-anti- %gtzyéﬁjn;'r'iggt
C der Somata und iba-1 & rat- & donkev-anti-rat Kortex
Fortsatze anti-CD68 Al y
exa Fluor 594

Tabelle 7: VergréBerung

Die Tabelle gibt einen Uberblick Gber Zweck, VergréBerung und Aufldsung der
aufgenommenen Images aus den jeweiligen Kategorien.

. VergroBerung | VergroBerung | Zoom . Z-Achse
Kategorie (Okular) (Objektiv) | (Software)| AUTIOSUNG |~ Tige)
A 10x 40x 2X 512 x 512 25 um
512 x 512
B 10x 40x 2X 640 x 480 25 um
1024 x
C 10x 40x 4x 1024 25 um
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Tabelle 8: Image-Abmessungen

Die Tabelle stellt die Abmessungen der Bilderstapel der jeweiligen Kategorien
dar.

. .. MaBe
Kategorie Auflésung X [am] v [um] 2 [am]
A 512 x 512 177,173 177,173 25
B 512 x 512 177,173 177,173 o5
640 x 480 200,156 150,156
C 1024 x 1024 177,173 177,173 25

Zu Beginn einer Aufnahme wurden die jeweiligen Areale unter hundertfacher Ver-
groBerung mittels eines Lichtokulars und Anatomieatlanten (Paxinos und Fran-
klin, 2007; Franklin und Paxinos, 2008) aufgesucht und grob voreingestellt. Die
sekundaren Antikérper wurden mit einer Wellenldnge von 800 nm angeregt und
das emittierte Signal durch einen Strahlenteiler (580 nm) geleitet. Um das emit-
tierte Licht selektiv zu Gbertragen, wurde ein BP510/84-Filter fir den griinen Ka-
nal (iba-1 oder TMEM119) und ein LP568-Filter fir den roten Kanal
(iba-1 oder CD68) benutzt. AnschlieBend wurden unter zweiphotonenmikrosko-
pischer Sicht ein aufzunehmender Bereich gesucht und der Schnitt unter Sicht in
Z-Ebene durchgefachert, um zu gewahrleisten, dass das Labeling tief genug in
das Gewebe eingedrungen ist. Dabei wurden die Grenzen der Z-Ebene in der
Fluoview-Software definiert. Danach wurde in Mikrometerschritten eine automa-
tisierte Aufnahme des definierten Bereichs durch die Software durchgefihrt (fur
die Aufnahmen der Kategorie C ist zu beachten, dass bei jeder Aufnahme jeweils
lediglich eine Zelle im Fokus lag, sodass hier sichergestellt werden musste, dass
diese Zelle in allen drei Ebenen mittig liegt). Bei allen Aufnahmen wurde ein Kal-
man-Filter-Algorithmus von vier in der Fluoview-Software eingestellt, um Rau-
schen oder andere Ungenauigkeiten zu filtern.

Danach wurden die Aufnahmen des Bilderstapels auf Vollstandigkeit, Qualitat
und Verwendbarkeit Gberprift, die Lasereinstellungen dokumentiert und der Bil-
derstapel gespeichert. Dieser Vorgang wurde fir jede Aufnahme wiederholt. Ta-

belle 9 zeigt, welche Einstellungen fir die beiden im verwendeten Lasersetup
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integrierten photomultiplier tubes (PMT), die Laserintensitat usw. fir die jeweili-
gen Kategorien gewahlt wurden.

Tabelle 9: Einstellungen am Lasersetup

Die Tabelle gibt einen Uberblick, welche Einstellungen am Lasersetup fiir die je-
weiligen Kategorien getroffen wurden.

Kategorie | Intensitat PMT PMT Offset Offset
9 (488nm) (594 nm) (488 nm) | (594 nm)
A 300| 660 bis 760 610 bis 660 2 bis 8 0
B 250 bis 270 700 630 0 0
C 250 bis 300 660 bis 700 660 0 bis 4 0

Auch die Anzahl der aufgenommenen Bilder pro Maus bzw. Hirnareal variierten
abhéangig von ihrer Kategorie und damit von der dahinterstehenden Frage-stel-
lung. FUr die Kategorien A und B wurden fiir jede Maus drei Schnitte und pro
Schnitt drei Aufnahmen fir jeweils jedes der drei Hirnareale gemacht, sodass fur
jedes Areal in jeder Untersuchungsgruppe 5 * 3 * 3 = 45 Aufnahmen ausgewer-
tet wurden. Eine Untersuchungsgruppe umfasst die Aufnahmen von jeweils flnf
Mé&usen aus einem Areal. Entsprechend wurden fir die Kategorien A und B ins-
gesamt (also sechs Untersuchungsgruppen a fiinf Mausen und drei untersuchte
Areale) 45 = 6 * 3 = 810 Bilderstapel aufgenommen. Wie bereits erwahnt, wur-
den flr die Kategorie A keine eigenen 30dpi-Aufnahmen angefertigt (Speidel,
2020).

FiOr die Kategorie C wurden mindestens 15 Aufnahmen aus mindestens drei
Schnitten pro Maus angestrebt, um 5 * 15 = 75 Aufnahmen pro Unter-suchungs-
gruppe (alle im Kortex) zu erhalten. Tatsachlich ergaben sich 12 bis 18 Aufnah-
men pro Maus.

2.2.3 Bildbearbeitung

Bildbearbeitung mittels Fiji ImagedJ

Mittels Fiji Imaged (imagej.net/Fiji, NIH, v.1.53) wurden die 26 Einzelschnitte in
einem Abstand von 1 um der anti-TMEM119-/anti-iba-1-Aufnahmen (Kategorie
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A) zu einem Z-Stack gestapelt, und die beiden Kanale Ubereinandergelegt
(merge) und in ihrer Intensitat normiert. Die Normierung der Intensitat erfolgte
mittels der Fiji-eigenen Histogramme. Fir den anti-iba-1-Kanal wurde eine Inten-
sitédt von 1000 — 4000 und fir den anti-TMEM119-Kanal von 100 — 3000 gewahilt.
Je nach Intensitat des Labelings musste im anti-TMEM119-Kanal leicht variiert
werden, sodass die Intensitat teilweise auch auf 100 — 2000 eingestellt werden
musste. Danach kam mittels ,GEClquant’-Erweiterung ein sogenannter back-
ground subtraction Filter zur Anwendung, um die Zellen leichter vom Hintergrund-
bild unterscheiden zu kénnen. Pro Maus wurden drei Aufnahmen pro Gewebe-
schnitt und mindestens drei unterschiedliche Gewebeschnitte geimaged, sodass
pro Maus 3 *3 =9 bzw. pro Gruppe 3 * 3 x5 = 45 Bilderstapel aufgenommen
und untersucht wurden. Gezahlt wurden nur Zellen, deren Somata vollstandig im
Bilderstapel aufgenommen waren. Abhangig von Gehirnareal und Gruppenzutei-
lung wurden so fur 10dpi und 20dpi zwischen 50 und 193 Zellen gezahlt und
ausgewertet. Im Vergleich stehen nach 30dpi abhéngig von Gruppenzuteilung
und Gehirnareal lediglich 13 — 83 Zellen zur Verfigung, da Speidel (2020) nur
1/3 der Schnitte ausgewertet hat.

Die so entstandenen Bilder wurden in eine Powerpointprasentation tberfihrt, die
einzelnen Zellen gezahlt und in Microsoft Excel notiert. Hierbei wurden zwei
Gruppen angelegt: anti-TMEM119*/anti-iba-1+, d. h. Zellen, die sowohl mit anti-
TMEM119 als auch anti-iba-1 markiert wurden, und anti-TMEM1197/anti-iba-1+,
d.h. Zellen, die mit anti-iba-1, nicht aber mit anti-TMEM119 markiert wurden. Der

Anteil der anti-TMEM119- / anti-iba-1*-Zellen berechnet sich dann entsprechend

n(anti—TMEM1197)
n(anti—iba—1%) °

aus dem Verhéltnis

Bildbearbeitung mittels Imaris Bitplane
Die Auswertung der Aufnahmen der Kategorien B und C erfolgten durch Imaris
Bitplane (Version 9.6):

In den Aufnahmen der Kategorie B wurden Zellkérper mit der Spot-Funktion ma-
nuell identifiziert und deren Abstand zum nachsten gemessen. Analog zur Neu-
bauer-Zahlkammer wurde dabei versucht, angeschnittene Zellen dreier Seiten
nicht mitzuzdhlen und die angeschnittenen Zellen der drei jeweils
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gegenuberliegenden Seiten schon. So konnte eine Zellzahl pro Bilderstapel und
der Abstand zum jeweiligen nachsten Nachbarn (distance to nearest neighbour)

exportiert und mit Microsoft Excel weiterverarbeitet werden.

In den Aufnahmen der Kategorie C wurden die Zellkérper der einzelnen Zellen
mit dem Surface-Algorithmus rekonstruiert, um area (Objektoberflache der
Surface-Objekte), volume (Volumen) und sphericity (,Kugelférmigkeit’) zu bestim-
men. Um die Berechnungsdauer zu verklrzen, wurde grob optisch eine region of
interest (ROI) definiert (die Zelle von Interesse war immer in der Mitte des Bilder-
stapels). Alle weiteren Variablen und Einstellungen wurden weitestgehend bei
den von der Software empfohlenen Standardeinstellungen belassen, um die Er-
gebnisse des Algorithmus objektiv und vergleichbar zu halten. Dies bedeutet,
dass das Glatten der Objektoberflache auf einem Detaillevel von 0,173 pm und
das Tresholding des Algorithmus auf absolute intensity mit automatischer Be-
grenzung belassen wurde. Es folgte eine akribische Uberpriifung der Ergebnisse
auf ihre Richtigkeit, worauf sie exportiert und mit Microsoft Excel weiterverarbeitet
wurden. Insgesamt wurden jeweils 13 bis 28 SO pro Tier ausgewertet, die ge-

naue Anzahl kann Anhangstabelle 6 enthommen werden.

Danach folgte die Berechnung der mikroglialen Fortsatze und deren Verzwei-
gung mittels des filaments-Algorithmus. Hier wurde ebenfalls zur Verkirzung der
Berechnungsdauer grob visuell eine ROI (auch hier befand sich die Zelle von
Interesse in der Mitte des Bilderstapels) definiert, die flr die Fortsatze deutlich
groBer ausfiel als fur die Zellkérper. Auch beim filaments-Algorithmus wurde ver-
sucht, alle weiteren Variablen und Einstellungen weitestgehend bei den von der
Software empfohlenen Standardeinstellungen zu belassen, um die Ergebnisse
des Algorithmus objektiv und vergleichbar zu halten. Allerdings war hier der Be-
darf an manuellen Korrekturen, insbesondere an den Enden der Fort-satze, deut-
lich gréBer als beim surface-Algorithmus. Ein Starting Point definiert das Zentrum
einer Fortsatzrekonstruktion und sollte entsprechend mittig im Zellkérper liegen.
Die Rekonstruktion der Fortsatze erfolgt dann entlang einer Kette von Seed
Points. Bei der Kalkulation der Starting Points soll der gréBte Diameter eines
Fortsatzes angegeben werden. Allerdings verwendeten wir den Somadurchmes-
ser, da wir fir die Rekonstruktionen alle Fortsatze in einem Objekt haben wollten.

71



Die Werte fir den Somadurchmesser beliefen sich bei den Kontrollgruppen auf
4 bis ca. 7 um, bei den infizierten Gruppen konnten diese Werte héher ausfallen.
Die Kalkulation der Seed points basiert auf dem Diameter des diinnsten Fortsat-
zes, beispielsweise am Fortsatzende. Dies wurde bei der Standardeinstellung
von 0,259 um belassen. Die Thresholds fir Starting und Seed Points wurden
nicht oder nur geringfligig abgeandert. Der Algorithmus unterstitzt des Weiteren
die Funktionen Remove Seed Points Around Starting Point(s) und Remove Dis-
connected Segments, welche beide verwendet wurden. Der Standardwert fir Re-
move Seed Points Around Starting Point(s) war das doppelte des angegebenen
gréBten Diameters fur Starting Points. Der Standardwert fir Remove Disconnec-
ted Segments war standardmaBig bei 0,259 um bzw. der Einstellung des Diame-
ters des diinnsten Fortsatzes eingestellt (was in diesem Fall zum gleichen Ergeb-
nis fuhrt). Der Threshold (Absolute Intensity) und die Max Gap Length (5,18 um)
fir die Remove Disconnected Segments-Funktion wurden nicht veréndert. Der
Threshold (local contrast) fir die Berechnung der Dendrite Diameter (hier in der
Realitat mikrogliale Fortsatze und keine Dendriten) wurde ebenfalls nicht veran-
dert, insbesondere wurde das Volumen oder der Fortsatzdurchmesser nicht aus-
gewertet. Der Algorithmus wird mit all done beendet, um nicht das restliche Bild
auBerhalb der ROl im Nachhinein mitzuberechnen.

Wie bereits erwahnt, mussten insbesondere die Enden der Fortsatze auf ihre
Richtigkeit Uberprift und ggf. manuell korrigiert werden. Die Korrektur erfolgte
anhand des visuellen Signals der jeweiligen Zelle. Geléscht wurde dann ein Fort-
satzabschnitt an der vorgesehenen Stelle, dann erst erfolgte das Léschen des
ggf. Ubriggebliebenen falschlichen Restfortsatzes, um zu verhindern, dass die
Korrektur zu grof3 ausfallt.

Da es zu Variationen im Labeling der unterschiedlichen Bilderstapel kam, wurde
fir die Aufnahmen der Kategorie C der Imaris-eigene background subtraction-
Filter angewandt, um die Bildqualitat auszugleichen (Filter width 22,1 um).

Nach Anwendung des Filters musste der Algorithmus erneut durchgefiihrt wer-
den. Hierflr wurde die erste Rekonstruktion dupliziert, danach wurde der Algo-
rithmus far das Duplikat wiederholt. Das Vorgehen blieb das gleiche. Die erste
Rekonstruktion diente als Plausibilitdtsvorlage bei den manuellen Korrekturen
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der zweiten Rekonstruktion. Insgesamt wurden jeweils 12 bis 18 FO pro Tier
rausgewertet. Die genaue Anzahl kann der Anhangstabelle 7 entnommen wer-

den.

Da der filaments-Algorithmus keine Zellkdrper berlcksichtigt und deswegen Ver-
zweigungen der Fortsatze innerhalb des Zellkérpers berechnet, wurde die zweite
Rekonstruktion abermals dupliziert und an den visuellen Schnittpunkten mit dem
surface-Objekt abgeschnitten, sodass lediglich eine Rekonstruktion der Fortsatze
Ubrigblieb, die sich visuell innerhalb des jeweiligen surface-Objektes befand. Ab-
schlieBend wurden die Daten exportiert und in Microsoft Excel weiterverarbeitet.
Von Interesse waren fir den filaments-Algorithmus die gesamte Fortsatzlange (in
um), die Anzahl der Verzweigungs- und Endpunkte sowie die Anzahl der Sholl-
Intersections (filament length sum, no. of branch points, no. of terminal points,

no. of Sholl-Intersections).

AbschlieBend wurde eine Kopie der Imaris-Dateien mit den Zellen der Kategorie
C angelegt. In dieser Kopie wurde die Auflésung von 1024 x 1024 Pixeln Grund-
flache auf 512 x 512 reduziert. Die Daten der rekonstruierten Objekte &ndern sich
nach der Reduktion der Auflésung nicht. Die Reduktion war nétig, um den in Ima-
ris integrierten MatLab-Algorithmus convex hull im Programm ausflhren zu kén-
nen, da dieser keine hohen Auflésungen unterstitzte. Dieser Algorithmus gene-
riert ein polyedrisches Surface-Objekt, dessen Oberflache sich Uber alle End-
punkte des zugrundeliegenden Filaments-Objekts Uberspannt. Dieses Objekt
kann als Maf fir den von der Zelle Gberwachten Raum herangezogen werden.
AbschlieBend wurden die Daten exportiert und in Microsoft Excel weiterverarbei-
tet. Das Vorgehen wurde fir jede Zelle der Kategorie C wiederholt.

2.2.4 Datenverarbeitung und -auswertung

Alle Daten wurden nach Generierung bzw. Export zuallererst in Microsoft Excel
Uberflhrt und flr eine statistische sowie graphische Aufbereitung vorbereitet. Die
Daten der zur Kategorie A gehérenden Aufnahmen umfassten lediglich manuelle
Zahlungen und mussten entsprechend nicht weiter ver- oder bearbeitet werden.
Es wurden Bilderstapel aus drei Hirnarealen (Kortex, LPA und PVR) erstellt. Pro
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Maus wurden pro Hirnareal jeweils drei Aufnahmen aus drei Gewebeschnitten
erstellt. Entsprechend erhalt man bei fiinf Mausen pro Unter-suchungsgruppe 3 *
3 x5 = 45 Bilderstapel pro Untersuchungsgruppe und Hirnareal. Abhangig von
Gehirnareal, Infektionsdauer und Gruppenzuteilung wurden so zwischen 44 —
282 Zellen bzw. 0 — 21 Duplets gezahlt. Konsekutiv errechnet sich damit ein An-
teil an Duplets von 0% — 73,20%. Mithilfe von Microsoft Excel wurde dann zu-
nachst das Gesamtvolumen der untersuchten Bilderstapel pro Maus und Hirn-
areal berechnet. Dieses Gesamtvolumen entspricht der Summe der einzelnen
Bilderstapel pro Maus und Gehirnareal. Das Volumen eines Bilderstapels ent-
spricht dem Produkt aus den Abmessungen in x, y und Z-Richtung. Die Z-Aus-
dehnung wurde fir jeden Bilderstapel Gberprift und ggf. korrigiert, wenn das La-

beling dieses Bilderstapels nicht die vorgesehenen 25 um ausreichend markiert

. . . Zellzahl . .
hat. In Microsoft Excel wurde dann die Zelldichte als ~~-=-— und die Dupletdichte
Dupletzahl . R
als —2—222 jeweils in = berechnet.
Volumen ul

Das Volumen der zur Kategorie B geh6érenden Aufnahmen wurde aus den in Ta-
belle 8 genannten Daten fir jede Aufnahme individuell berechnet (zwei unter-
schiedliche Aufnahmeformate bzw. -auflésungen). Die Qualitat des Labelings in
den Bilderstapeln wurde kontrolliert und fir die Volumenberechnung, wenn nétig,
angepasst, wenn die vorgesehenen 26 Bilder analysiert werden konnten.

Die Zelldichte ergab sich aus Zellzahl pro Volumen. Der Abstand zwischen zwei
am nachsten zueinander liegenden Zellen (distance to nearest neighbour) wurde
direkt aus Imaris exportiert und diente als Maf3 fur die Anzahl der Duplets. Als
Duplet wurden alle Zellen mit einem Zell-Zell-Abstand kleiner 20 pm
gewertet. Entsprechend treten ,Duplets” immer mindestens zu zweit pro Bilder-
stapel auf. Analog zur Gesamtzelldichte konnten so Duplets pro Volumeneinheit
(Dupletdichte) und der Anteil an Duplets an der Gesamtzellzahl ermittelt werden.

Die Daten der zur Kategorie C gehdérenden Aufnahmen lassen sich nach dem

zugrunde liegenden Algorithmus (surface, filament und convex hull) unterteilen:
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Flr den surface-Algorithmus wurden die Daten area (Objektoberflache in pm?2),
volume (Objektvolumen in ums3) und sphericity (Kugelférmigkeit) bestimmt.
Diese surfaces (im Folgenden SO) wurden als annahernde Darstellung der Zell-
korper interpretiert.

Far die konvexen Hiillen des convex hull-Algorithmus wurde ebenfalls das Volu-
men des berechneten surface-Objekts (im Folgenden CHSO) bestimmt. Dieses
dient als Maf3 des von der zugehdrigen Zelle Gberwachten Volumens. Nach der
(nachfolgend erklarten) vollstandigen Rekonstruktion wurden dann die Volumina
der CHSO und der SO fir die jeweiligen Zellen in ein Verhaltnis gesetzt und der
Faktor fir den GréBenunterschied von tberwachtem Volumen zu Somavolumen
bestimmt.

Far den filaments-Algorithmus wurden filament length sum (Fortsatzgesamtlange
in um), no of branch points (Anzahl der Verzweigungspunkte), no. of terminal
points (Anzahl der Endpunkte) sowie no. of Sholl-Intersections (Anzahl der Sholl-
Schnittpunkte, abhangig von der Entfernung zum Starting Point in pm) bestimmt.
Diese filaments (im Folgenden FO) wurden als anndhernde Darstellung der Fort-
satzverzweigung interpretiert.

Die Werte filament length sum, no. of branch points und no. of Sholl-Intersections
wurden jeweils um die Werte des filaments korrigiert (subtrahiert), das sich ledig-
lich innerhalb des surface-Objektes befindet; die no. of terminal points wurden
unkorrigiert Gbernommen, da sie keiner Korrektur analog den vorgenannten Kor-
rekturen bedurfen. Fir die no. of Sholl-Intersections wurde eine area under the

curve (AUC) berechnet und dargestellt.

AnschlieBend wurden die Daten aus Microsoft Excel in GraphPad Prism Uber-

fihrt, statistisch getestet und graphisch mittels Box Plots dargestellt.

2.2.5 Statistik

Die statistische Testung wurde mittels GraphPad Prism 8.0.2 durchgefthrt. Far
samtliche statistischen Analysen wurde n = 5 (Anzahl der Mause pro Unter-su-
chungsgruppe) festgelegt.

Zuerst wurden die Daten mittels Shapiro-Wilk-Test und Kolmogorov-Smirnov-
Test in einem Konfidenzintervall von a = 0,05 auf Normalverteilung gepruft. Bei
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normalverteilten Daten erfolgte die statistische Testung dann mittels unpaarigem
T-Test (one-tailed), bei nicht normalverteilten Daten mittels Mann-Whitney-Test
(one-tailed). Eine two-tailed Testung war nicht erforderlich. Bei der Dupletdichte
wurde statt dem T-Test eine ANOVA-Testung durchgefihrt, da nicht alle Unter-

suchungsgruppen normalverteilt waren.

Ob die Verteilungen der jeweiligen Gruppen (n = 5) normalverteilt sind oder nicht,

kann graphisch auch mit einem QQ-Plot dargestellt werden. Anhangsabbildung

1 zeigt stellvertretend fir alle erwahnten Tests auf Normalverteilung einen QQ-
Plot fur die Zelldichte in der LPA der Kontroll- und infizierten Gruppe nach 30dpi.
Liegen die Messpunkte auf oder nahe an der Eichgeraden, ist die Wahrschein-
lichkeit far Vorliegen einer Normalverteilung hoch. Entsprechendes gilt flr die
dort gezeigte Verteilung.
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3 Ergebnisse

3.1 Zelldichte und Duplets

Zur Feststellung der Zell-Zell-Abstande und der Zelldichte wurden die Positionen
der Zellkdrper der anti-iba-1* Zellen mittels Spots in Bilderstapeln der Kategorie
B in Imaris Bitplane bestimmt und der Parameter distance to nearest neighbour
exportiert. Dieser Parameter gibt den kleinsten gemessenen Zell-Zell-Abstand in
Mikrometern an (fir Rohdaten vgl. Anhangsabbildung 3 bis Anhangsabbildung

5). Als Duplet wurde ein Zellpaar mit einem Zell-Zell-Abstand unter 20 um einge-
stuft. Abbildung 8 zeigt exemplarisch Spots aus Aufnahmen der LPA eines Kon-

troll- und eines infizierten Tieres.

Abbildung 8: Spots und Duplets

Die Abbildung zeigt exemplarisch Spots (graue und gelbe Kugeln) zweier Bilderstapel in der LPA
in der Imaris Bitplane Software nach 30dpi ([A] Kontroll- und [B] infiziertes Tier). Mit weiBen Pfei-
len wurden die gezahlten Zellen (graue Spots) markiert, mit roten Pfeilen angeschnittene Zellen,
die nicht gezahlt wurden. Die grauen Spots zeigen Zell-Zell-Abstande > 20 um, die gelben < 20
pum und wurden damit als Duplet gewertet. Der Balken in der rechten unteren Ecke entspricht
jeweils 10 pm.

Die Ergebnisse der Zelldichte sind der Anhangstabelle 1 und die Ergebnisse der

Dupletdichte der Anhangstabelle 2 zu entnehmen. In Abbildung 9 sind die Zell-

dichten der jeweiligen Gruppen gegeneinander als Box-Whisker-Plots aufgetra-
gen.
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Abbildung 9: Zelldichte

In der Abbildung ist die Zelldichte in i der Paarungen aus Kontroll- (schwarz) und infizierter

Gruppe (blau) jeweils nach den unterschiedlichen Zeitpunkten und in den unterschiedlichen Are-
alen als Box-Whisker-Plot dargestellt. Die Boxen zeigen jeweils die Werte des 1. bis 3. Quartils
sowie den Median. Die Whiskers Minimum und Maximum. Auf Signifikanz wurde mittels unpaa-
rem, one-tailed T-Test gepruft.

Nach 10dpi ([A], [B] und [C]) finden sich keine signifikanten Unterschiede (ns) zwischen Kontroll-
und infizierter Gruppe (p = 0.08 bis p = 0,33 je nach Areal). Im PVR ist nach 10dpi ein leichter
Anstieg der Zelldichte zumindest angedeutet (C). Im Plot fiir den Cortex nach 10dpi ist ebenfalls
zu erkennen, dass der Median der infizierten Mause deutlich Gber dem der Kontrolltiere liegt (A).
Lediglich ein Messpunkt der Kontrollmause liegt in (A) weit oberhalb der finf Messpunkte der
infizierten Gruppe.

Nach 20dpi ist der Unterschied im Kortex (D) weiterhin nicht signifikant (p = 0,064). In der LPA (p
= 0,0065) und im PVR (p = 0,0135) fand allerdings ein signifikanter Anstieg der Zelldichte statt
([E] und [F]).

Nach 30dpi ([G], [H] und [l]) sind die Unterschiede in der Zelldichte zwischen Kontroll- und
infizierter Gruppe in allen drei untersuchten Arealen signifikant (Kortex [p = 0,0014], LPA [p <
0,0001], PVR [p < 0,0001]).
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Die Box-Whisker-Plots in Abbildung 9 zeigen, dass sich die Zelldichten der Kon-
trollgruppen in allen untersuchten Hirnarealen nicht signifikant voneinander un-
terscheiden — vergleicht man sie jedoch mit der jeweiligen infizierten Gruppe, fallt
auf, dass sich bereits nach 10dpi eine Tendenz zur héheren Zelldichte in den
infizierten Gruppen abzeichnet, auch wenn dieser statistisch noch nicht signifi-
kant ist (p = 0.08 bis p = 0,33 je nach Areal).

Nach 20dpi ist der Median der infizierten Gruppen in den Arealen LPA und PVR
gegentber den Kontrollgruppen bereits auf 150% angestiegen, im Kortex dage-
gen noch nicht. Der Anstieg ist mit p = 0,0065 fur LPA und p = 0,0135 far PVR
jeweils signifikant.

Nach 30dpi ist die Diskrepanz zwischen den Gruppen in allen drei Hirnarealen
eindeutig signifikant. Im Kortex ist die mediane Zelldichte nach 30dpi auf etwa
150% (p = 0,0014), in der LPA auf etwa 300% (p < 0,0001) und im PVR auf
etwa 350% (p < 0,0001) angestiegen.

Entgegengesetzt dazu zeigt sich ein Rickgang des Zell-Zell-Abstandes in den
infizierten Gruppen gegenuiber den Kontrollgruppen (vgl. Anhangsabbildung 2).

Der Anteil an Duplets steigt entsprechend bei langerer Infektionsdauer in den
infizierten Gruppen gegentber den Kontrollgruppen ebenfalls an.
Die Dupletdichte wurde analog zur Zelldichte mit Anzahl der Duplets pro Volu-

meneinheit in 5 berechnet. Abbildung 10 zeigt entsprechende Box-Whisker-Plots

zu den Dupletdichten. Es zeigen sich laut ANOVA-Testung erst nach 30dpi sig-
nifikante Unterschiede (p = 0,0014 bis 0,0040, je nach Areal), wobei sich Unter-
schiede in der LPA bereits nach 10dpi und nach 20dpi sowohl im PVR als auch
der LPA andeuten. Zu berlcksichtigen gilt bei den Dupletdichten generell, dass
lediglich kirzlich stattgefundene Zellteilungen mit dieser Methode detektiert wer-
den. Inwiefern der signifikante Anstieg nach 30dpi auf eine Immigration periphe-
rer Immunzellen zurlickzuflhren ist, wird spater dargestellt.
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Abbildung 10: Dupletdichte

In der Abbildung ist die Dupletdichte in i der Paarungen aus Kontroll- (schwarz) und infizierter

Gruppe (blau) jeweils nach den unterschiedlichen Zeitpunkten und in den unterschiedlichen Are-
alen als Box-Whisker-Plot dargestellt. Die Boxen zeigen jeweils die Werte des 1. bis 3. Quartils
sowie den Median. Die Whiskers Minimum und Maximum. Auf Signifikanz wurde mittels ANOVA-
Testung geprift, da nicht alle Gruppen normalverteilt sind.

Nach 10dpi ([A], [B] und [C]) finden sich keine signifikanten Unterschiede (ns) zwischen Kontroll-
und infizierter Gruppe (p = 0,2433 fir LPA; fir PVR und Kortex p > 0,9999). In der LPA und im
PVR sind nach 10dpi Anstiege der Dupletdichte angedeutet. Nach 20dpi ([D], [E] und [F]) finden
sich nach wie vor keine signifikanten Unterschiede (NS) zwischen Kontroll- und infizierter Gruppe
(Kortex [p > 0,9999], LPA [p = 0,2729], PVR [p = 0,6425]). In der LPA und im PVR zeigen sich
weiterhin Tendenzen zu steigenden Dupletdichten. Nach 30dpi ([G], [H] und [I]) sind die Unter-
schiede in der Dupletdichte zwischen Kontroll- und infizierter Gruppe in allen drei untersuchten
Arealen signifikant (Kortex [p = 0,0040], LPA [p = 0,0014], PVR [p = 0,0039]).
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AbschlieBend Iasst sich also festhalten, dass die Anzahl der Immunzellen im In-
fektionsverlauf in allen drei Arealen — teils tendenziell, teils signifikant — ansteigt.
Nach 30dpi sind in allen drei Arealen nicht nur statistisch signifikante Unter-
schiede, sondern auch groBe nummerische Unterschiede in der tatsachlichen

Zell- und Dupletdichte vorhanden.

3.2 Anteil immigrierter Inmunzellen

Um auszuschlieBen, dass es sich bei dem Anstieg von Zell- und vermeintlicher
Dupletdichte lediglich um aus der Peripherie eingewanderte Immunzellen han-
delt, wurde mittels anti-TMEM119-/anti-iba-1-Doppellabeling Uberprift, in wel-
chen Arealen nach welchem Zeitpunkt wie viele Zellen aus der Peripherie einge-
wandert sind. Dieses Doppellabeling ist deshalb geeignet, da das anti-iba-1-La-
beling spezifisch fur alle Immunzellen (Ohsawa et al., 2004) und das anti-
TMEM119-Labeling weitestgehend spezifisch fur Mikroglia (Bennett et al., 2016;
Satoh et al., 2016, 2019) ist. Entsprechend sind MG zweifach markiert, wahrend
immigrierte Immunzellen lediglich mit anti-iba-1 markiert sind.

Dies erfolgte durch Bearbeitung der Aufnahmen der Kategorie A mittels Fiji
(Blued). Der anti-TMEM119-Kanal wurde gemal dem verwendeten AntikGrper
(donkey-anti-rabbit Alexa Fluor 488) grin und der anti-iba-1-Kanal (donkey-anti-
goat Alexa Fluor 594) rot dargestellt. Nach Uberlagerung der Kanéle (merge) er-
scheinen die Zellen gelb, die auf beide Labelings positiv reagieren. Der Anteil
immigrierter Immunzellen wurde bereits in einer Publikation aufgegriffen und ver-
Offentlicht (Uzcategui et al., 2023) .

In Abbildung 11 wird dies einmal exemplarisch dargestellt. In den jeweiligen Ka-
nalen bzw. dem merge werden die identifizierten Zellen mit wei3en Pfeilen mar-
kiert. Analog dazu wurden alle Aufnahmen der Kategorie A nach 10dpi und 20dpi
mittels Fiji dargestellt, Gberlagert, in Microsoft Powerpoint gespeichert und ma-
nuell ausgezéahlt. Das Ergebnis wurde in Microsoft Excel festgehalten. Die Auf-
nahmen der Kategorie A nach 30dpi wurden im Rahmen einer Kooperation des
Interfakultaren Instituts flir Biochemie und dem Institut fir Neurophysiologie
(beide Universitat Tlbingen) mit dem gleichen Gewebe fir eine Masterarbeit be-
reits erhoben und werden hier der Vollstédndigkeit halber erneut aufgegriffen, um
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eine Zusammenschau und Vergleich nach allen drei Zeitpunkten zu erméglichen
(Speidel, 2020).

Anti-TMEM119 Anti-IBA-1 merge
Alexa Flour 488 Alexa Flour 594

Abbildung 11: Doppellabeling in Fiji

Exemplarische Darstellung des Doppellabelings mit anti-TMEM119 und donkey-anti-rabbit Alexa
Flour 488 nach GECI-background subtraction in Fiji (A) sowie anti-iba-1 und donkey-anti-goat
Alexa Flour 594 (B) und der Uberlagerung beider Kanéle (C). Mit wei3en Pfeilen sind die Zellkdr-
per in den jeweiligen Kanalen gekennzeichnet. Die doppelt gelabelten Zellen erscheinen im
merge gelb. Der Balken in der rechten unteren Ecke von (C) entspricht 10um.

Die so ermittelten Daten sind in Abbildung 12 als Saulendiagramm dargestellt.
Um die Darstellung zu vereinfachen, wurde auf die Darstellung der anti-
TMEM119+-Zellen verzichtet, da diese alle anti-iba-1+ waren. Aus den in Abbil-
dung 12 dargestellten Daten lasst sich ein Anteil anti-TMEM119--/anti-iba-1+-Zel-
len von 0% bis 0,5% ablesen. Da im direkten Gruppenvergleich nach 10dpi und
20dpi weder in den Kontroll- noch in den infizierten Gruppen in keinem der drei
untersuchten Hirnareale eine erwahnenswerte Anzahl an anti-TMEM119--/anti-
iba-1*-Zellen zu finden war, muss von einem nahezu 100% Proliferationsanteil

ausgegangen werden, um den Anstieg der Zelldichten zu erklaren.

Fir die Gruppen nach 10dpi und 20dpi Iasst sich also festhalten, dass die unter
3.1 beschriebenen Anstiege der Zell- und Dupletdichte nicht auf Immigration pe-
ripherer Immunzellen zurlGckflhrbar sind und einer Proliferation der zentralner-

vésen Immunzellen entsprechen mussen.
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Abbildung 12: Saulendiagramme anti-TMEM--Zellen

Die Abbildung zeigt mittels Sdulendiagrammen die mittlere ausgewertete anti-iba-1+ bzw.
anti-TMEM119- Zellzahl pro Untersuchungsgruppe nach untersuchtem Gehirnareal und
Infektionsdauer. Um die Darstellung zu vereinfachen, wurde auf die Darstellung der anti-
TMEM119+-Zellen verzichtet, da diese alle anti-iba-1+ waren. Die mittlere ausgewertete
Zellzahl fallt nach 30dpi ([G], [H] und [I]) geringer aus, da die Daten von (Speidel, 2020)
stammen und nur 1/3 der Bilderstapel erstellt und ausgewertet wurden. Die Daten sind in
den Anhangstabelle 3 bis Anhangstabelle 5 aufgefihrt.

Nach 10dpi und 20dpi ([A] bis [F]) ist der Anteil an anti-TMEM119--/anti-iba-1+Zellen in
allen untersuchten Gehirnarealen in der Kontroll- sowie infizierten Gruppe jeweils ver-
nachlassigbar. Nach 30dpi ([G], [H] und [I]) steigt der Anteil der anti-TMEM119--Zellen in
der infizierten Gruppe erheblich an.
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Nach 30dpi steigt der Anteil anti-TMEM119--/anti-iba-1*-Zellen in der infizierten
Untersuchungsgruppe in allen drei untersuchten Hirnarealen an. Laut Speidel
(2020) belauft sich der Anteil an anti-TMEM119--/ anti-iba-1* -Zellen in der infi-
zierten Gruppe nach 30dpi fir den Kortex auf 41%, fur die LPA auf 37% und fur
den PVR auf 54%. Entsprechend handelt es sich bei 59% im Kortex, 63% in der
LPA und 46% im PVR um MG.

Basierend auf den Werten aus Anhangstabelle 5 zeigt Abbildung 13 verglei-

chende Box-Whisker-Plots fur alle drei untersuchten Hirnareale zwischen Kon-
troll- und infizierter Gruppe nach 30dpi. Der Anteil eingewanderter Immunzellen
ist in allen drei Arealen signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe (jeweils
p=0,004).

Daraus lasst sich ableiten, dass der Anteil aus der Peripherie immigrierten Im-
munzellen zu diesem Zeitpunkt nicht mehr vernachlassigbar ist. Entsprechend
sollten die Zahlen nach 30dpi um den Anteil immigrierter Zellen bereinigt werden,

was in 3.2.1 beschrieben wird.
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Abbildung 13: Anteil anti-TMEM119--Zellen nach 30dpi

Die Abbildung zeigt den Anteil der anti-TMEM119--/anti-iba-1+Zellen an der Gesamtzellzahl in der
Kontroll- (schwarz) und infizierten Gruppe (blau) nach 30dpi in allen untersuchten Hirnarealen als
Box-Whisker-Plots. Die Verteilungen sind nicht normalverteilt. Die Testung auf Signifikanz er-
folgte entsprechend mittels Mann-Whitney-Test; fir alle drei Gehirnareale gilt p = 0,004. Die Bo-
xen zeigen jeweils die Werte des 1. bis 3. Quartils sowie den Median. Die Whiskers
Minimum und Maximum. Basierend auf den Daten aus Anhangstabelle 5 (Speidel, 2020).
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3.2.1 Korrigierte Zelldichte nach 30dpi

Laut Speidel (2020) ergaben sich nach 30dpi mikrogliale Anteile von 59% im Kor-
tex, von 63% in der LPA und von 46% in der PVR. Multipliziert man die in Abbil-
dung 9 gezeigten Zelldichten nach 30dpi mit dem jeweiligen Anteil, erhalt man
néherungsweise eine korrigierte Zelldichte fur die reine MG-Population in den
entsprechenden Arealen nach 30dpi (s. Abbildung 14).

Abbildung 14 zeigt, dass auch die um den Anteil der aus der Peripherie immi-
grierten Immunzellen korrigierte Zelldichte, also reine mikrogliale Zelldichte oder
,Mikrogliadichte’ nach 30 dpi in allen untersuchten Arealen signifikant ist: Cortex
(p = 0,0321), LPA (p < 0,0001) und PVR (p = 0,0023). Verglichen mit den in
Abbildung 9 urspringlich gezeigten, unkorrigierten Zelldichten fallen die Unter-
schiede zwar etwas geringer, aber dennoch signifikant aus.
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Abbildung 14: korrigierte Zelldichte nach 30dpi

Die Abbildung zeigt Box-Whisker-Plots, die um den von Speidel (2020) ermittelten jeweiligen Fak-
tor angepasste Zelldichten fiir die Gehirnareale Cortex (59%) in (A), LPA (63%) in (B) sowie PVR
(46%) in (C) zeigen, jeweils in der Kontroll- (schwarz) verglichen mit der infizierten Gruppe (blau).
Die Unterschiede zur Kontrollgruppe sind nach wie vor signifikant im Cortex (p = 0,0321), in der
LPA (p < 0,0001) und im PVR (p = 0,0023). Die Boxen zeigen jeweils die Werte des 1. bis 3.
Quartils sowie den Median. Die Whiskers Minimum und Maximum.

So kann festgehalten werden, dass auch unter Berlicksichtigung der immigrierten
Immunzellen nach 30dpi nicht nur statistisch signifikante Unterschiede in der be-
reinigten Zelldichte festzustellen sind, sondern auch ein erheblicher Anstieg an
Mikrogliazellen in der infizierten Gruppe. In der LPA drlickt sich dies
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beispielsweise immerhin in einer Gber doppelt so groBen medianen Zelldichte
zwischen infizierter und Kontrollgruppe aus.

3.3 Morphologische Analyse

Die Morphologie der Mikrogliazellen erscheint je nach Infektionsdauer bereits vi-
suell-subjektiv mit starken Unterschieden. Abbildung 15 soll dies exemplarisch
zeigen. Neben diesen visuell-subjektiven morphologischen Unterschieden der
MG zwischen den Gruppen fiel auBerdem immer wieder auf, dass das anti-iba-
1-Labeling in den infizierten Mausen mit fortschreitendem Infektionsverlauf an
Intensitat zunahm. Zusatzlich zeigt die Abbildung auch, dass die Verwendung
eines background subtraction Filters zur Vereinheitlichung der Bildqualitat sinn-
voll ist, da sich diese teils stark unterscheiden kann. Um diese erwahnten visuel-
len Unterschiede objektivierbar zu machen, wurden mittels Imaris Bitplane Re-
konstruktionen von mikroglialen Zellkérpern und Zellfortsatzen aus Bildern der

Kategorie C angefertigt, deren Daten exportiert und ausgewertet wurden.

Diese morphologische Analyse ist auch Teil einer Publikation (Uzcategui et al.,
2023).
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Abbildung 15: Beispielbilder Imaris

(A) und (C) zeigen exemplarisch eine zentral aufgenommene MG einer 30dpi ctrl Maus — (A) vor
und (C) nach Anwendung des Imaris-eigenen background subtraction Filter. (B) und (D) zeigen
exemplarisch eine zentral aufgenommene MG einer 30dpi infec Maus — (B) vor und (D) nach
Anwendung des Imaris-eigenen background subtraction Filters. Bereits visuell fallen starke mor-
phologische Unterschiede zwischen den beiden Zellen auf: die Zelle des infizierten Tieres (D)
weist ein ,plumperes’, ,entrundetes’ bzw. ,unrunderes’ Soma sowie deutlich kiirzere Fort-sétze
auf als die Zelle der Kontrollgruppe in (C); des Weiteren imponiert das anti-iba-1-Labeling in der
infizierten Maus deutlich intensiver. Der Balken in der rechten unteren Ecke entspricht jeweils 10
pm. Diese Zellen werden im weiteren Verlauf immer wieder zur Veranschaulichung des Rekon-
struktionsprozesses gezeigt.
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3.3.1 Somata

Da die MG der infizierten Untersuchungsgruppen bereits visuell deutlich gréBere
und plumpere bzw. unférmigere (,unrundere‘) Somata aufwiesen, wurden die So-
mata rekonstruiert (exemplarisch s. Abbildung 16), um diese qualitative Beschrei-
bung quantifizierbar zu machen. Zur Beurteilung der SomagréBe werden die Pa-
rameter area und volume sowie zur Beurteilung der Somaform der Parameter

sphericity herangezogen.

Abbildung 16: Imaris Beispiel-Somata

Zwei exemplarisch dargestellte Soma-Rekonstruktionen der beiden zentral aufgenommen Zellen
aus Abbildung 15 (A: 30dpi ctrl; B: 30dpi infec). Das Soma der infizierten Zelle erscheint deutlich
gréBer als das Soma der Kontrolle. Es fallt auf, dass das Soma der Zelle in (B), verglichen mit
dem der Zelle in (A) deutlich ,entrundet’ bzw. ,unférmiger’ und gréfRRer ist. Der Balken in der rech-
ten unteren Ecke entspricht 10 pm.

3.3.1.1 SomagroBe

Die Box-Whisker-Plots in Abbildung 17 zeigen, dass die Somata aller infizierten
Gruppen gegeniber ihren Kontrollgruppen einen deutlichen und signifikanten Zu-
gewinn an area und volume aufweisen, was die bisher rein qualitativ beschriebe-

nen Unterschiede untermauert.
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Abbildung 17: Somagrdie

In der Abbildung sind vergleichende Box-Whisker-Plots der Kontroll- (schwarz) und infizierten
Gruppe (blau) aus den Daten der Somaoberflache (area) in pm2 und des Somavolumens in pms?
gezeigt. Die Boxen zeigen jeweils die Werte des 1. bis 3. Quartils sowie den Median. Die
Whiskers Minimum und Maximum. Statistische Signifikanz wurde mittels unpaarem, one-tailed T-
Test Uberpruft.

Fir die Somaoberflache ist in (A) bereits nach 10dpi (p = 0,0168), in (B) nach 20dpi (p = 0,0048)
und in (C) 30dpi (p = 0,0026) ein stetig groBer werdender signifikanter Anstieg in den infizierten
Gruppen im Vergleich zu den Kontrollgruppen zu sehen. Die Unterschiede sind zu allen Zeitpunk-
ten statistisch signifikant. Fir das Somavolumen zeigt sich in (D) nach 10 dpi (p = 0,0042), in (E)
nach 20dpi (p = 0,0087) und in (F) nach 30dpi (p = 0,0007) ein ahnlicher Verlauf.

Wahrend die mediane Oberflache nach 10dpi (p = 0,0168) und 20dpi (p = 0,0048)
lediglich um 15% bis 20% und das mediane Volumen nach 10dpi (p = 0,0042)
und 20dpi (p = 0,0087) um 10% bis 40% signifikant ansteigt, haben sich die me-
diane Somaoberflache (p = 0,0026) und das mediane Somavolumen (p = 0,0007)
nach 30dpi etwa verdreifacht.
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Es lasst sich also festhalten, dass die Somata im Infektionsverlauf erheblich an

Oberflache und Volumen zunehmen.

Da in dieser Auswertung der Vergleich der Somaform mit einer Kugel statt-findet,
lieBe sich dies mathematisch analog zur Berechnung der Oberflache und des
Volumens einer Kugel erklaren, da mathematisch gesehen die Oberflache einer

Kugel mit der zweiten Potenz des Radius (4 = 4nr?), das Volumen (V = %nr3)

aber mit der dritten Potenz des Radius wachst (s. Somaform).
Da es einen nicht-linearen Zuwachs von Somaoberflache und Somavolumen
gibt, scheint eine Annaherung tber die Kugelgeometrie nicht allzu abwegig.

3.3.1.2 Somaform

Die sphericity kann als Mal3 der Rundung verstanden werden, wobei eine spheri-
city = 1,0 einer perfekten Kugelform entspricht. In Abbildung 18 sind die Werte
fur die sphericity der einzelnen Gruppen als Box-Whisker-Plots dargestellt. Die
Box-Whisker-Plots zeigen, dass sich auch die Form der Kontrollgruppen keiner
perfekten Kugel entsprechen. Die medianen Werte der sphericity bewegen sich
in den Kontrollgruppen zwischen 0,55 und 0,62. Die Somaformen der Untersu-
chungsgruppen nach 10dpi unterscheiden sich nicht signifikant (p = 0,0728) von-
einander, allerdings lasst sich eine Tendenz zur Entrundung in der infizierten
Gruppe — verglichen mit der Kontrollgruppe — bereits erahnen. Diese Tendenz
wird nach 20dpi (p = 0,0044) und besonders nach 30dpi (p = 0,0002) signifikant.
Nach 20dpi hat die infizierte Gruppe im Median von ca. 0,62 auf 0,55 — also um
ca. 11% — und nach 30dpi von ca. 0,62 auf ca. 0,42 — also um etwa ein Drittel —

abgenommen.

AbschlieBend lasst sich also sagen, dass die Somata wahrend des Krankheits-
verlaufs nicht nur erheblich an GréBe gewinnen, sondern sich auch eine zuneh-

mende ,Entrundung’ der mikroglialen Somata beobachten Iasst.
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Abbildung 18: Sphericity

In der Abbildung sind vergleichende Box-Whisker-Plots der Kontroll- (schwarz) und infizierten
Gruppe (blau) aus den Daten der Sphericity als Maf3 fiir die Somaform nach 10dpi (p = 0,0728)
in (A), 20dpi (p = 0,0044) in (B) sowie 30dpi (p = 0,0002) in (C) zu sehen. Die Unterschiede sind
nach 10dpi nicht, jedoch nach 20 dpi und 30dpi statistisch signifikant. Die Boxen zeigen jeweils
die Werte des 1. bis 3. Quartils sowie den Median. Die Whiskers Minimum und Maximum. Statis-
tische Signifikanz wurde mittels unpaarem, one-tailed T-Test Uberprift.

3.3.2 Fortsatze

Abbildung 19 zeigt die fertige Rekonstruktion (Soma als SO und Fortséatze als
FO) der beiden bereits exemplarisch gezeigten Zellen aus Abbildung 15. Zur Be-
urteilung der GréBe der FO-Verzweigung wurde neben der Fortsatzgesamtlange
(filament length sum) das Volumen der convex hull surface objects (CHSO) be-
stimmt, um die rdumliche Ausdehnung zu beurteilen. Zur Beurteilung der Kom-
plexitat der Verzweigung wurde die Anzahl der Verzweigungs- und Endpunkte
sowie die Anzahl der Sholl-Intersections in Mikrometerabstédnden bestimmt.
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Abbildung 19: Imaris Rekonstruktion

In der Abbildung sind die zwei exemplarisch dargestellten Rekonstruktionen der beiden zentral
aufgenommen Zellen aus Abbildung 15 zu sehen. (A) zeigt das rekonstruierte FO der 30dpi ctrl
Zelle. (B) zeigt das Gegenstick der 30dpi infec Zelle. (C) und (D) zeigen die jeweiligen kombi-
nierten Rekonstruktionen aus SO und FO. Der Balken in der rechten unteren Ecke entspricht
jeweils 10 pm.

3.3.2.1 Raumliche Ausdehnung

Beim Erstellen der FO fiel auf, dass der filament-Algorithmus die Somata nicht
adaquat berlcksichtigt. Insbesondere flr die hier beschriebenen Zusammen-
héange der Morphologie wurde deshalb eine Korrektur der Parameter filament
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length sum, no. of branch pts. und no. of Sholl-Intersections vorgenommen. Dafir
wurde ein Duplikat der FO erzeugt und auf die Ausdehnung der SO gekirzt. Dies

ist exemplarisch in Abbildung 20 und Abbildung 21 dargestellt.

Abbildung 20: Zellrekonstruktion

Die Abbildung zeigt die zwei exemplarisch gezeigten Rekonstruktionen der Zellen aus Abbildung
15 bzw. Abbildung 19. (A) zeigt die Rekonstruktion inkl. SO und FO der 30dpi ctrl Zelle. (B) zeigt
das Aquivalent der 30dpi infec Zelle. Im Vergleich zu Abbildung 19 sind die Zellen vergré3ert und
ohne das zugrunde liegende Messsignal dargestellt. Somata und Fortsatze sind gut zu unter-
scheiden; die notwendigen Korrekturen sind in diesem Bild allerdings nicht identifizierbar. Die
Balken in der rechten unteren Ecke entsprechen jeweils S5um.

Abbildung 20 zeigt exemplarisch zwei Rekonstruktionen. Die Problematik der

notwendigen Korrekturen ist hier kaum ersichtlich. Betrachtet man jedoch Abbil-
dung 21, wird diese Problematik deutlicher. Insbesondere in der infizierten 30dpi
Gruppe umschlossen die SO einen Grolteil der FO und ,verfalschten’ die Daten

so teils erheblich.
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Abbildung 21: Somakorrekturen

(A) und (B) zeigen die zwei gezeigten Rekonstruktionen aus Abbildung 20 mit transparenten So-
mata. Das eigentliche FO ist weiterhin rot dargestellt. Innerhalb der Somata kommen blaue FO
zum Vorschein, die an den Grenzen der SO enden. Das blaue FO in der 30dpi ctrl Zelle (A)
erscheint kleiner als das der 30dpi infec Zelle (B), was sich durch das kleinere Soma erklaren
lasst. Diese blauen FO entsprechen einer ,geklrzten” Version der roten FO und haben aber ih-
rerseits eine nicht zu unterschatzende Gesamtlange und eine relevante Anzahl an Verzweigungs-
punkten. Der Balken in der rechten unteren Ecke entspricht fur (A) und (B) 5um.

Analog zu (A) und (B) zeigen (C) und (D) die transparenten SO allein mit dem darin befindlichen
blauen FO deutlich vergréBert, um deren Ausdehnung zu verdeutlichen. Bei den exportierten
Daten der blauen FO handelt es sich um die Korrekturdaten fir beispielsweise die Fortsatzge-
samtlange. (C) entspricht der Zelle der 30dpi ctrl Maus und (D) der 30dpi infec Maus. Der Balken
in der rechten unteren Ecke entspricht fir (C) 1um und fir (D) 2um (gréBerer Zoom in (A), da
kleineres Soma).

Bei den tlrkisenen Kugeln handelt es sich um die Projektion des Rekonstruktions-Startpunktes
des FO-Algorithmus in Imaris Bitplane. Sie kdnnen ignoriert werden.
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3.3.2.1.1 Fortsatzgesamtlange

Da die MG der infizierten Gruppen bereits visuell deutlich weniger und kirzere
Fortsatze zu haben scheinen, wurde die Fortsatzgesamtlange in um bestimmt,
um diese Hypothese zu belegen (vgl. Abbildung 15).

Da die Fortsatzgesamtlange in den initialen FO einen relevanten Anteil innerhalb
der Somata beinhaltet, wurden die Fortsatzgesamtlangen um diesen Anteil kor-
rigiert (subtrahiert). Dies ist exemplarisch flr die zwei Untersuchungsgruppen

nach 30dpi in Abbildung 22 dargestellt.
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Abbildung 22: Korrektur der Fortsatzgesamtlange

In der Abbildung sind exemplarisch fur die 30dpi Gruppen (schwarz: Kontrollgruppe, blau: infi-
zierte Gruppe) Box-Whisker-Plots dargestellt, die zeigen, wie grol3 die Korrektur im Fall der Fort-
satzgesamtlange ausfiel. In (A) sind die zu subtrahierende Korrektur, in (B) die unkorrigierten
Werte der Fortsatzgesamtlange und in (C) die korrigierten Werte dargestellt. Die Boxen zeigen
jeweils die Werte des 1. bis 3. Quartils sowie den Median. Die Whiskers Minimum und Maximum.
Statistische Signifikanz wurde mittels unpaarem, one-tailed T-Test Uberprift.

Der Median der in Abbildung 22 als Box-Whisker-Plots zu korrigierenden Fort-
satzgesamtlange liegt flr die Kontrollgruppen bei etwa 40 um, wahrend die un-
korrigierte Fortsatzgesamtlange ihren Median etwa bei 600 um hat. Dies ent-
spricht einem Anteil von etwa 6,7% an der unkorrigierten Fortsatzgesamtlange
der Kontrollgruppe. Fur die Infektionsgruppe liegt der Korrekturmedian bei etwa
90 um und die unkorrigierte Fortsatzgesamtlange bei knapp unter 500 um. Dies
entspricht einem Anteil von etwa 18% und ist damit — v.a. relativ gesehen — deut-
lich héher als in der Kontrollgruppe.
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Diese Feststellung wird durch die in 3.3.1 zuvor beschriebene Zunahme der So-

mavolumina im Infektionsverlauf gestitzt.

In Abbildung 23 wird die korrigierte Fortsatzgesamtlange der Kontrollgruppen je-
weils neben der infizierten Gruppe nach 10dpi, 20dpi und 30dpi mittels Box-Whis-
ker-Plots dargestellt.
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Abbildung 23: Fortsatzgesamtlédnge

In der Abbildung sind die korrigierten Fortsatzgesamtlangen in pm nach 10 dpi (p = 0,0071) in
(A), 20dpi (p = 0,0003) in (B) sowie 30dpi (p < 0,0001) in (C) fur die Kontroll- (schwarz) und
infizierte Gruppe (blau) als Box-Whisker-Plots dargestellt. Die Unterschiede zwischen Kontroll-
und infizierter Gruppe sind zu allen Zeitpunkten signifikant. Die Boxen zeigen jeweils die Werte
des 1. bis 3. Quartils sowie den Median. Die Whiskers Minimum und Maximum. Statistische Sig-
nifikanz wurde mittels unpaarem, one-tailed T-Test Uberprift.

Waéhrend die in Abbildung 23 als Box-Whisker-Plots aufgetragene Fortsatzge-
samtlange der Kontrollgruppen auf etwa dem gleichen Niveau liegt, 1asst sich
bereits nach 10dpi eine signifikante Abnahme des Medians um etwa 17% bei der
infizierten Gruppe nachweisen (p = 0,0071). Nach 20dpi (p = 0,0003) ist die Ab-
nahme um etwa 18% noch vergleichbar mit 10dpi. Nach 30dpi hat die
mediane Fortsatzgesamtlange nicht nur signifikant, sondern auch nummerisch

um etwa 35% abgenommen (p < 0,0001).

AbschlieBend lasst sich also festhalten, dass die Fortsatzgesamtlange der MG
im Krankheitsverlauf stark zurtickgeht.

3.3.2.1.2 Convex hull
Aus der Fortsatzrekonstruktion (vgl. Abbildung 19) wurde mit einem in Imaris in-

tegriertem MatLab-Algorithmus eine konvexe Hulle berechnet, die wiederum ein
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surface-Objekt (CHSO) erzeugt, dessen Oberflache sich von Endpunkt zu End-
punkt der Fortsatzrekonstruktion aufspannt (s. Abbildung 24). Das Volumen der

CHSO wird im Folgenden als MaB fir das im Moment Uberwachte Volumen der

MG herangezogen.

Abbildung 24: Imaris CHSO

In der Abbildung sind die zwei exemplarisch dargestellten CHSO der beiden zentral aufgenom-
men Zellen aus Abbildung 15; berechnet anhand der FO aus Abbildung 19. (A) zeigt die CHSO
der 30dpi ctrl Zelle und (B) die CHSO der 30dpi infec Zelle. Die CHSO sind transparent, damit
das zugrunde liegende FO zu sehen ist. Der Balken in der rechten unteren Ecke entspricht 10pum.

In Abbildung 25 sind die Volumina der CHSO der Untersuchungsgruppen in pms3
jeweils nach 10dpi, 20dpi und 30dpi als Box-Whisker-Plots nebeneinander abge-
bildet. Auch hier lasst sich nach 10dpi bereits eine Tendenz zur Volumenab-
nahme der infizierten Gruppe gegeniber der Kontrollgruppe erahnen (p =
0,0565). Dieser Unterschied wird nach 20dpi (p = 0,0234) und 30dpi (p = 0,0129)
signifikant.

Das mediane CHSO-Volumen der infizierten Gruppe hat nach 20dpi nicht nur
signifikant abgenommen, sondern I&sst sich auch nummerisch auf eine Abnahme
um etwa 14% und nach 30dpi um etwa 32% im Vergleich zur Kontrollgruppe be-
ziffern. Allerdings fallt ebenfalls auf, dass die Spannweite in der 30dpi infec-
Gruppe, verglichen mit den anderen fiinf Gruppen, deutlich verbreitert ist.

Um diese Entwicklungen deutlicher hervorzuheben, wurden die wahrend der
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fortschreitenden Infektion kleiner werdenden Volumina der CHSO (aufgrund ab-
nehmender Fortsatzlange und -verzweigung und damit konsekutiv kleineren be-
rechneten CHSO) durch die gleichermafBen gréBer werdenden Volumina der SO
dividiert, um das Verhéltnis zu bestimmen, in welchem die beiden GréBen kon-
vergieren:

V(CHSO)[um?3]

Verhaltnis = VO]

Dieser Quotient wird ebenfalls in Abbildung 25 mittels Box-Whisker-Plots darge-
stellt. Die Box-Whisker-Plots zeigen entsprechend auch, dass sich der Quo-tient

aus den beiden Volumina % in den Kontrollgruppen im Median etwa zwi-

schen 130 und 135 bewegt. Bereits nach 10dpi gibt es hier einen signifikanten
Unterschied (p = 0,0129) zur infizierten Gruppe. Der Quotient liegt in der infizier-
ten Gruppe lediglich bei etwa 110. Nach 20dpi betragt der Quotient im Median
nur noch etwa 85 bis 90 (p = 0,0003) und nach 30dpi liegt der Quotient im Median
bei etwa 35 (p < 0,0001). Entsprechend resultieren nummerische Abnahmen des
Medians um ca. 15% nach 10dpi, um ca. 31% nach 20dpi und um ca. 73% nach
30dpi. Die oben geschilderte Spannweite der Verteilung nach 30dpi ist flr den
Quotienten deutlich geringer ausgepragt. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass
bei deutlich verkleinertem CHSO-Volumen als MaB flr eine starker aktivierte Im-
munzelle auch ein deutlich vergréBertes SO-Volumen zu erwarten ist. Es lasst
sich also festhalten, dass nicht nur das vermeintlich momentan tberwachte Ge-
samtvolumen an sich, sondern auch dieses Volumen in Relation zum jeweiligen

Volumen der Somata im Infektionsverlauf massiv kleiner wird.

98



A 10dpi ,,-E- B 20dpi = C

40000 ns = 40000 * 40000

— v —

35000 3 35000 35000

30000 é E 30000
25000 é 3

30000

iiberwachtes Volumen/Zelle [pm®]
liberwachtes Volumen/Zelle [pm®

=S 25000 & 25000
>
20000 «» 20000 % 20000
[
15000 S 15000 15000
(]
10000 £ 10000 10000
ctrl infec .g ctrl infec ctrl infec
[) 10dpi cHsoO:s0 [= 20dpi cHsO:s0 F 30dpi cHso:s0
- 2007 " o 2007 Rk < 2007 ok ok ok
£ 180 H £ 180 £ 180
& 160 & 160 & 160
= 140+ Q = 1404 = 140+
E; 120 é § 120 Ez‘ 120
': 100—_ -: 100 i 100
2 80+ $ 80+ @ g 80+
g o0 £ 0] § e0-
; 40 ~>‘l 40 ~>°— 40 =3
20— 7— 20— +—— 20-
ctrl infec ctrl infec ctrl infec

Abbildung 25: Verhéltnis Convex-hull-surface-object (CHSO) zu Surface object
(SO)

Die Abbildung zeigt die als Box-Whisker-Plots aufgetragenen Volumina der CHSO in um? als Maf3
flr das Uberwachte Volumen pro Zelle nach 10dpi (p = 0,0565) in (A), 20dpi (p = 0,0234) in (B)
und 30dpi (p = 0,0129) in (C). AuBerdem zeigt die Abbildung Box-Whisker-Plots, die die Quotien-
ten far das Verhaltnis der Volumina der CHSO zu den Volumina der SO nach der Formel
—Véfjjf[):;’"]] nach 10dpi (p = 0,0129) in (D), 20dpi (p = 0,0003) in (E) sowie 30dpi (p < 0,0001) in
(F) darstellen. Dabei sind die die Kontrollgruppen jeweils schwarz und die infizierten blau darge-
stellt. Die Boxen zeigen jeweils die Werte des 1. bis 3. Quartils sowie den Median. Die Whiskers
Minimum und Maximum. Die statistische Testung erfolgte mittels unpaarem, one-tailed T-Test.
Die Unterschiede zwischen Kontroll- und infizierter Gruppe sind in (A) nicht, jedoch in (B) und (C)
statistisch signifikant. Durch die Berechnung des Quotienten werden die Unterschiede zwischen
Kontroll- und infizierter Gruppe zum jeweiligen Zeitpunkt deutlich gréBer und signifikanter ([D], [E]
und [F]). Auch die Verteilungsbreite erscheint in den Plots der Quotienten ([D] bis [F]) eher schma-
ler als in den Plots der zugehdrigen CHSO-Volumina ([A] bis [C]).

3.3.2.2 Komplexitat

3.3.2.2.1 Verzweigungs- und Endpunkte

Wie bereits erwéahnt erschienen die mikroglialen Fortsatze in den infizierten Grup-
pen deutlich kirzer und weniger verzweigt. Deshalb wurden zur Beurteilung der
Verzweigungskomplexitéat die Anzahl der Verzweigungs- und Endpunkte der
Fortsatzrekonstruktionen herangezogen. Da die Anzahl der Verzweigungspunkte
in den initialen FO einen relevanten Anteil innerhalb der Somata beinhaltet (vgl.
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analog Abbildung 21), wurden diese um diesen Anteil analog zur Fortsatzgesamt-
lange korrigiert (subtrahiert).

In Abbildung 26 ist die Anzahl der nicht korrekturbedurftigen Endpunkte (No. of
terminal Pts.) sowie die korrigierten Verzweigungspunkte (No. of branch Pts.) der
Untersuchungsgruppen jeweils nach 10dpi, 20dpi und 30dpi als Box-Whisker-

Plot nebeneinander aufgetragen.
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Abbildung 26: Fortsatzverzweigungspunkte und -endpunkte

Die Boxen zeigen jeweils die Werte des 1. bis 3. Quartils sowie den Median; die Whiskers
Minimum und Maximum. Auf statistische Signifikanz wurde mittels unpaarem, one-tailed T-Test
Uberprdft.

Die Abbildung stellt die Anzahl der korrigierten Fortsatzverzweigungspunkte als Maf flr die Kom-
plexitat der Gesamtverzweigung nach 10dpi (p = 0,0066) in (A), 20dpi (p = 0,0001) in (B) und
30dpi (p < 0,0001) in (C). Die Kontrollgruppen sind jeweils schwarz und die infizierten Gruppen
blau als Box-Whisker-Plots dargestellt. Die Unterschiede zwischen Kontroll- und infizierter
Gruppe sind zu allen Zeitpunkten statistisch signifikant.

Analog dazu ist die jeweilige Anzahl an Fortsatzendpunkten als weiteres Maf3 fiir die Kom-plexitat
der Gesamtverzweigung nach 10dpi (p = 0,0173) in (D), 20dpi (p < 0,0001) in (E) und 30dpi (p <
0,0001) in (F) dargestellt. Die Unterschiede zwischen Kontroll- und infizierter Gruppe sind auch
hier zu allen Zeitpunkten statistisch signifikant.
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In Abbildung 26 ist die Anzahl der Verzweigungspunkte der infizierten Gruppen
jeweils nach 10dpi, 20dpi und 30dpi neben der Kontrollgruppe als Box-Whisker-
Plot aufgetragen. Es lasst sich ablesen, dass die mediane Anzahl der Verzwei-
gungspunkte in allen Kontrollgruppen zwischen 49 und 51 liegt. Bereits nach
10dpi ist ein signifikanter Abfall der medianen Anzahl der Verzweigungspunkte in
der infizierten Gruppe zur Kontrollgruppe auf etwa 40 festzustellen (p = 0,0066).
Dies entspricht einer Abnahme der Verzweigungspunkte im Median um etwa
20%. Nach 20dpi ist ein signifikanter Medianabfall auf 36 (also um etwa 28%:; p
= 0,0001) und nach 30dpi auf 22 (um etwa 56%; p < 0,0001) fest-zustellen.

In Abbildung 26 ist auch ein Abfall der Fortsatzverzweigungsendpunktanzahl zu
erkennen. In den Kontrollgruppen liegt die mediane Anzahl der Endpunkte bei 59
bis 61. Bereits nach 10dpi ist ein signifikanter Medianabfall auf etwa 48 in der
infizierten Gruppe festzustellen — also um etwa 20% verglichen mit der
Kontrollgruppe (p = 0,0173). Nach 20dpi ist ein signifikanter Abfall auf 42, also
um etwa 30% (p < 0,0001), und nach 30 dpi ein signifikanter Abfall auf 41, also
um etwa 32% (p < 0,0001), festzustellen.

Auch hier lasst sich abschlieBend also festhalten, dass die Verzweigungen im
Infektionsverlauf nicht nur deutlich kiirzer, sondern auch deutlich weniger ver-
zweigt sind. Dies macht nach 30dpi bei den Verzweigungspunkten Uber die Halfte
und bei den Endpunkten etwa ein Drittel aus!

3.3.2.2.2 Sholl-Intersections

Die Sholl-Intersections geben Aufschluss darliber, wie haufig zirkular um das
Soma gedachte Kugeln von einem Fortsatz durchdrungen bzw. geschnitten wer-
den. So erhélt man Auskunft dartber, in welcher Entfernung zum Soma die meis-
ten Fortsatze zu finden sind, wie lange sich die weitesten Fortsatze ausdehnen
und ab welcher Entfernung die Zelle keine Fortsatze mehr aufweist.

Da die Anzahl der Sholl-Intersections in den initialen FO einen relevanten Anteil

innerhalb der Somata beinhaltet (vgl. analog Abbildung 21), wurden diese um

diesen Anteil analog zur Fortsatzgesamtlange korrigiert (subtrahiert).
In Abbildung sind die korrigierten Graphen flir diese Sholl-Intersections jeweils
flr 10dpi, 20dpi bzw. 30dpi und je nach Untersuchungsgruppe geplottet. Dabei
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stehen die griinen Graphen fur die Untersuchungsgruppe und die schwarzen
Graphen fur die infizierten Gruppen. Zuséatzlich Iasst sich an jedem Messpunkt
(also fur jeden Mikrometer) eine Standardabweichung in der jeweiligen Farbe ab-
lesen. Der verzégerte Anstieg zu Beginn der Graphen (ab ca. 4 um) lasst sich
durch die Korrekturen (Verzweigungen innerhalb der Somata) erklaren bzw. der
eigentliche Anstieg ist als Entfernung zum Ursprungsort der FO-Rekonstruktion
als erster Schnittpunkt auBerhalb des SO zu interpretieren.

Rein deskriptiv |asst sich festhalten, dass die Maxima (y-Achse) der Kontrollgrup-
pen bei 19 bis 21 Schnittpunkten liegen, wahrend die infizierten Gruppen lediglich
maximal 17 bis 19 Schnittpunkten aufweisen. Dartiber hinaus kann man erken-
nen, dass die Zellen der Kontrolltiere in einer Entfernung (x-Achse) von 14 um
zum Soma das maximale Ausmaf ihrer Verzweigung erreichen. Bei den infizier-
ten Gruppen lasst sich eine Linksverschiebung der max. Verzweigung auf 11 bis
13 um bis zum Erreichen der maximalen Verzweigung festhalten. Entsprechend
flachen die Kurven der infizierten Gruppen auch friiher ab und der letzte Schnitt-
punkt liegt Soma-naher als bei den Kontrollgruppen (34 bis 37 um bei den Kon-
trollgruppen bzw. 32 bis 35 um bei den infizierten Gruppen).

AbschlieBend lasst sich also festhalten, dass die Graphen der infizierten
Gruppen verglichen mit den Kontrollgruppen spater und weniger hoch ansteigen
sowie friher wieder abfallen. Es resultiert eine niedrigere Amplitude und ein
schmalerer ,Bauch’ in der Kurve (mit konsekutiv vermeintlich kleinerer Flache un-
ter dem Graphen, AUC).

Teile der beschriebenen Unterschiede liegen aber auf den ersten Blick scheinbar
im Rahmen der in der Abbildung angezeigten Standardabweichungen. Um die
Beurteilung der Daten aus Abbildung zu vereinfachen und abschlieBend zu be-
urteilen, wurde in Abbildung 28 die Flache unter den jeweiligen Kurven (AUC)
berechnet und als Box-Whisker-Plot dargestellt.
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Abbildung 27: Anzahl
der Sholl-Intersec-
tions

Die Abbildung zeigt die
korrigierte mittlere Anzahl
der Sholl-Intersections in
Schritten von 1um jeweils
nach 10dpi (A), 20dpi (B)
und 30dpi (C). Auf der X-
Achse ist der Radius in
um als vermeintliche Ent-
fernung zum Soma aufge-
tragen. Auf der Y-Achse
die jeweilige Anzahl der
Schnittpunkte  mit den
konzentrischen  Kreisen
um das Soma herum. Die
Kontrollgruppe wurde je-
weils in grin dargestellt,
die infizierte in schwarz.
Zusatzlich ist fir jeden
Messpunkt jeweils die
Standardabweichung auf-
getragen. Bereits visuell
|&sst sich festhalten, dass
die schwarze Kurve nach
allen drei Infektionsdau-
ern unterhalb der griinen
Kurve liegt und damit ein-
hergehend die Flache un-
ter der griinen Kurve stets
gréBer als die unter der
schwarzen Kurve sein
muss. Diese Diskrepanz
steigt im Infektionsverlauf.
Dennoch verlaufen je-
weils die beiden Kurven
nach 10dpi und 20dpi zu
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gen der jeweils anderen
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In Abbildung 28 l&sst sich ein zunehmender signifikanter Abfall der AUC im

Infektionsverlauf gegenltber den Kontrollgruppen festhalten. Liegt die mediane
AUC nach 10dpi (p = 0,0202) und 20dpi (p = 0,0010) noch etwa bei 88% gegen-
Uber der Kontrollgruppe, sinkt sie nach 30 dpi auf 74% (p = 0,0004). Diese Er-
gebnisse legen nahe, dass die oben im Rahmen von Abbildung beschriebenen
Unterschiede nicht nur deskriptiv nachweisbar, sondern auch statistisch signifi-
kant und nummerisch relevant sind. Entsprechend sind die Sholl-Intersections
bzw. deren AUC als aussagekraftiges Maf fir die Verzweigungskomplexitat her-

anziehbar ist.
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Abbildung 28: area under the curve der Sholl-Intersections

Die Abbildung zeigt die area under the curve (AUC) der Sholl-Intersections aus der Abbildung als
Box-Whisker-Plots. Die Boxen zeigen jeweils die Werte des 1. bis 3. Quartils sowie den Median.
Die Whiskers Minimum und Maximum. Auf statistische Signifikanz wurde mittels unpaarem, one-
tailed T-Test geprift. Die AUC dient als MaB fir die Verzweigungskomplexitat. Die schwarzen
Boxen entsprechen der jeweiligen Kontrollgruppe, die blauen der infizierten Gruppe. Die Unter-
schiede zwischen Kontroll- und infizierter Gruppe sind zu allen Zeitpunkten statistisch signifikant
(nach 10dpi [p = 0,0202] in [A], 20dpi [p = 0,0010] in [B] sowie 30dpi [p = 0,0004] in [C]).

Diese Ergebnisse reihen sich nahtlos in den anderen unter 3.3.2 beschriebenen
Erkenntnissen ein und sprechen fir eine deutliche Abnahme der Verzweigungs-
lange und -komplexitat bei voranschreitender Infektion.
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3.3.3 AQualitative Morphologiebeschreibung von Mikrogliazellen unter
quantitativen Gesichtspunkten

In den vorangegangenen Kapiteln wurde ausfihrlich die morphologische Veran-
derung der Somata und Fortsadtze bzw. der Fortsatzverzweigung im
Infektionsverlauf unter quantitativen Gesichtspunkten dargestellt. Im Kapitel 3.3.1
wurde erlautert, dass die Volumina der mikroglialen Zellkérper bei fortschreiten-
der Infektionsdauer im Vergleich zur Kontrollgruppe gréBer werden, wahrend ihre
Form zunehmend weniger rund ausfallt. Parallel dazu werden im Infektionsver-
lauf die Fortsatze zunehmend kirzer bzw. ihre Verzweigung weniger komplex,
was wiederum zu der Annahme fuhrt, dass die MG auch ein kleineres Volumen
Uberwachen — wie im Kapitel 3.3.2 ausgefuhrt.

In  Abbildung 29 werden abschlieBend jeweils drei reprasentative

Rekonstruktionen kortikaler MG aus den sechs unterschiedlichen Untersu-
chungsgruppen zur morphologischen Beurteilung nebeneinander dargestellt, um
die vorangegangenen Ergebnisse zu veranschaulichen. Der Mafstab bleibt hier-
bei fur alle Rekonstruktionen gleich!

Es lasst sich auch bei den in Abbildung 29 exemplarisch gezeigten Rekonstruk-

tionen nachvollziehen, dass

1
2

(1) die Somata im Infektionsverlauf gréBer werden,

(2)

(3) die Fortsatze bzw. die mutmaBliche Gesamtfortsatzlange kiirzer werden,
(4)

(5)

weniger rund imponieren,

4
5

die Verzweigungskomplexitat und
die vermeintlich Uberwachten Volumina (gemessen an dem von den

Fortsatzen Uberspannten Volumina) abnehmen.

Dies zeigt, dass die hier durchgeflhrten mikroglialen Rekonstruktionen mittels
Imaris Bitplane geeignet sind, um morphologische Veranderungen von MG im
Krankheitsverlauf der Trypanosomiasis qualitativ (3.3), aber insbesondere auch
quantitativ (3.2) zu belegen. Angesichts der Uberwiegend eindeutigen Ergebnisse
ist es gut denkbar, dass diese Methodik auch fur andere Fragestellungen

105



(beispielsweise bzgl. anderer Infektionen oder in neurodegenerativen

Prozessen) geeignet.

Dariber hinaus wurden die Zell- und Dupletdichte (3.1) als MaB fir die
Proliferation anhand in Imaris Bitplane dokumentierter Spots in zweiphotonen-
mikroskopisch aufgenommen Z-Stacks bestimmt. Auch diese Auswertung lieferte
— mit gewissen Einschrankungen — zuverlassige Ergebnisse, welche aber weni-

ger auf die Auswertung mit Imaris Bitplane zurtickzuflihren sind.
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control

Abbildung 29: Ubersicht morphologischer Verdnderungen im Infektionsverlauf

Die Abbildung zeigt jeweils neun reprasentative MG aus den Kontroll- (links) und infizierten Gruppen (rechts). Die Zellen sind je nach Infektionsdauer
(10dpi, 20dpi bzw. 30dpi) in den drei Zeilen organisiert. Es lasst sich festhalten, dass sich die Morphologie der MG aus den Kontrollgruppen kaum
unterscheidet. Parallel dazu wird deutlich, dass — wie in den Kapiteln 3.3.1 und 3.3.2 bereits dargestellt — die Somata im Infektionsverlauf immer gréBer
werden, wahrend die Fortsatze bzw. deren Verzweigungen immer kirzer bzw. weniger komplex werden. Der Balken in der jeweils unteren rechten Ecke
entspricht 10 pm.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurden Proliferation und Morphologie von MG in unterschiedli-
chen Gehirnarealen (LPA, PVR, Cortex) nach peritonealer Infektion mit Tbb
(Stamm: GVR 35 m-Cherry) in C57BL/6-Mausen nach unterschiedlichen Zeit-
punkten (10dpi, 20dpi, 30dpi) quantitativ ausgewertet und eine effektive Methode
zur 3D-Rekonstruktion der mikroglialen Morphologie mittels Imaris Bitplane etab-
liert, welche eine Beschreibung, Darstellung und Auswertung mikroglialer Mor-
phologien erméglicht. Die Verwendung von 3D-Rekonstruktionen ist an sich nicht
neu (Frevert et al., 2012; Coles et al., 2015; Hellwig et al., 2016; Davies et al.,
2017; Heindl et al., 2018; Althammer et al., 2020), wurde aber, meiner Recherche
nach, gerade im Kontext der HAT nur wenig verwendet. Die hier verwendete 3D-
Rekonstruktion basiert auf zweiphotonenmikroskopischen Bildern, die vom zu
untersuchenden Gewebe nach durchgefihrtem anti-iba-1-Labeling aufgenom-
men wurden. Bemerkenswerterweise fielen bei der Auswertung der Aufnahmen
gesteigerte Intensitaten mit zunehmender Infektionsdauer auf, was bei anti-iba-
1-Labelings bereits in der Literatur vorbeschrieben ist (Streit et al., 2009). Die
genannten Areale wurden ausgewabhlt, da in der Literatur ein bevorzugter Befall
des Liquors und Ventrikelsystems, der ZVO, die mit dem Ventrikelsystem asso-
ziiert sind und darauffolgend der Pia mater beschrieben wird (Wolburg et al.,
2012; Mogk, Meiwes, BoBelmann, et al., 2014). Es wurde auch ein friher Befall
von Teilen des Hypothalamus (beispielsweise der praoptischen Kerngebiete) be-
schrieben (Schultzberg et al., 1988), welche topographisch nahe den zuvor ge-
nannten Strukturen liegen. Die Ubersichtsarbeit von Bentivoglio et al. (2018) er-
ganzt diesen Sachverhalt. Damit schienen direkte MG-Erreger-Kontakte und eine
darauffolgende Veranderung der Morphologie von MG wahrscheinlich. In der Li-
teratur, beispielsweise den Ubersichtsarbeiten von Cunningham (2013) und
Hoogland et al. (2015) wurden allerdings auch morphologische Veranderungen
von MG nach peripheren Immunstimulationen, beispielsweise mit bakteriellem
Lipopolysaccharid (LPS) oder lebenden oder abgetbteten Bakterien, beschrie-
ben, ohne dass die MG direkten Kontakt zu Erregern hatten. Dies impliziert, dass
MG auch auf peripher ausgeschittete Botenstoffe (a. e. Chemo- und Zytokine)
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reagieren kdnnen, welche wiederum ihrerseits die Barrieren des ZNS Uberwinden
mussen, um eine Reaktion der im ZNS liegenden Zellen hervorrufen zu kénnen.
Eine Veranderung der Morphologie ist unter diesem Aspekt nicht mit einem di-
rekten Erregerkontakt gleichzusetzen.

Zunéachst wurde in dieser Arbeit die mikrogliale Zelldichte abhangig vom unter-
suchten Gehirnareal nach unterschiedlichen Zeitpunkten untersucht. Die Ergeb-
nisse zeigen, dass diese im Krankheitsverlauf ansteigt (vgl. Abbildung 9). Zwar
war der Anstieg nach 10dpi noch nicht signifikant, doch lie3 sich in den Box-
Whisker-Plots ein Anstieg im PVR nach 10dpi zumindest erahnen. Bei genaue-
rem Betrachten der einzelnen Datenséatze innerhalb der Untersuchungsgruppen
fiel auf, dass die Daten mancher Mause stark von den Daten der anderen Mause

innerhalb einer Gruppe abweichen konnten (vgl. Anhangsabbildung 6 und An-
hangsabbildung 7), was dazu beitragt, dass der Gesamteindruck nach 10dpi

nicht signifikant war. Deshalb empfiehlt sich fir nachfolgende Untersuchungen
eine Erhdéhung der Anzahl untersuchter Mause pro Untersuchungsgruppe. Au-
Berdem konnte eine Publikation (Uzcategui et al., 2023) mittels in vivo-Daten zei-
gen, dass die MG-Zelldichten bereits nach 10dpi in allen Arealen signifikant an-
steigen. Nach 20dpi war deren MG-Zelldichte im PVR und der LPA signifikant
erhéht, nach 30dpi auch im Cortex. Daraus kdnnte man ableiten, dass als erstes
der PVR und danach die LPA und abschlieBend der Cortex mit einer erhéhten
Zelldichte reagieren, vermutlich jeweils als Reaktion auf Erreger oder ein gewis-
ses Ausmaf an peripheren Stimuli auf die MG in den entsprechenden Arealen.
Auch Maloba et al. (2012) stellten perimeningeal eine deutliche und frihzeitige
Erhdhung CD68*-Zellen — welche auch nicht-mikrogliale Immunzellen beinhalten
kann (Rabinowitz und Gordon, 1991) — und mit zunehmender Entfernung zu den
Meningen eine weniger deutliche Zunahme fest. Tats&chlich diskutieren Ben-
tivoglio et al. (2018) in ihrem Review eine Invasion der Eminentia mediana und
interpretierten einen parasitaren Befall der an die Eminentia mediana angrenzen-
den Ncl. arcuati als von der Eminentia mediana ausgehend. Dies ware also mit
den vorliegenden Ergebnissen vergleichbar und wiirde diesen geschilderten zeit-

lichen Verlauf unterstitzen.
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Prinzipiell sind fur erhéhte MG-Zelldichten zwei Mechanismen denkbar:
Proliferation und/oder Immigration peripherer Zellen, wobei bei intakten Barrieren
des ZNS eine Immigration quasi ausgeschlossen ist (Hogan et al., 2004; Ajami
et al., 2007; Ginhoux et al., 2010; Goldmann et al., 2013; Hashimoto et al., 2013;
Kierdorf et al., 2013; Yona et al., 2013). Deshalb wurde im nachsten Schritt die
Dichte an Duplets untersucht (Dupletdichte als Surrogatparameter fir die Anzahl
der Zellteilungen). Als Duplet wurden — basierend auf den Ergebnissen von As-
kew et al. (2017) — zwei MG mit einem Zell-Zell-Abstand unter 20 um definiert
(Rohdaten vgl. Anhangsabbildung 2 bis Anhangsabbildung 5). In allen drei Are-

alen fanden sich nach 10dpi und 20dpi keine signifikanten Unterschiede (vgl. Ab-
bildung 10), aber auch hier war dennoch ein eindeutiger Trend in den Box-Whis-
ker-Plots flr den PVR und die LPA zu sehen, weshalb auch hier die genauen
Verteilungen innerhalb der Gruppen néher betrachtet wurden (vgl. Anhangsab-
bildung 8 und Anhangsabbildung 9). Auch hier kann man sehen, dass starke

Schwankungen innerhalb der Gruppen vorlagen, was bei n = 5 schnell zu einer
ausbleibenden statistischen Signifikanz fiihren kénnte. Deshalb kénnte eine Er-
héhung der untersuchten Mause pro Untersuchungsgruppe in nachfolgenden
Untersuchungen signifikante Ergebnisse produzieren und den geschilderten
,1rend“ als signifikant bestatigen. Nach 30 dpi war die Dupletdichte in der vorlie-

genden Arbeit in allen Arealen signifikant erhdht (vgl. Abbildung 10), was aber

mit Vorsicht zu interpretieren ist, da in den 30dpi infizierten Mausen die Zell-Zell-
Abstande teilweise so klein waren und die Zellen selbst so grof3 werden konnten,
dass abschnittsweise nahezu ausschlieBlich Duplets in einzelnen Aufnahmen
verzeichnet werden konnten (Daten/Bilder nicht gezeigt). Unter Berlcksichtigung
des im Folgenden beschriebenen Anteils immigrierter Zellen kommt auf3erdem
ein nicht zu vernachlassigender Anteil immigrierter Immunzellen hinzu. Tatséch-
lich konnte in einer Publikation (Uzcategui et al., 2023) in vivo flr den Kortex
gezeigt werden, dass der Anteil sich teilender Zellen unter ahnlichen Infektions-
bedingungen im Vergleich zu den Kontrollgruppen signifikant erhdht ist. Die Re-
gionen LPA und PVR sind mit diesem in vivo-Setup leider nur schlecht darzustel-

len. In dieser geplanten Veréffentlichung wurde allerdings nicht die Dupletdichte
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als Surrogatparameter zur Beurteilung der Proliferation gewahlt, sondern sich tei-
lende kortikale Zellen in vivo direkt nachgewiesen.

Da fir die erhdhten Zell- und Dupletdichten neben der Moglichkeit der
Proliferation auch die Mdglichkeit der Immigration peripherer Immunzellen in das
ZNS besteht, wurde im né&chsten Schritt untersucht, wie hoch der Anteil von Im-
munzellen aus der Peripherie in den unterschiedlichen Arealen nach den unter-
schiedlichen Zeitpunkten war. Es konnte in Zusammenschau mit der Arbeit von
Speidel (2020) unter Verwendung des makrophagenspezifischen anti-iba-1-
(Ohsawa et al., 2004) und eines weitestgehend mikrogliaspezifischen anti-
TMEM119-Immunolabelings (Bennett et al., 2016; Satoh et al., 2016, 2019) ge-
zeigt werden, dass der Anteil ins ZNS immigrierter Immunzellen nach peritonea-
ler Infektion mit Tbb von C57BL/6-Méausen nach 30dpi je nach Areal zwischen
37% und 54% betragt und statistisch signifikant ist [vgl.: Speidel, (2020)] nach
10dpi und 20dpi aber vernachlassigbar gering ist (vgl. Abbildung 12). Allerdings

wurden kurzlich auch einige Arbeiten publiziert, die belegen, dass TMEM119
nicht mikrogliaspezifisch zu sein scheint, was im Falle einer Expression in peri-
pheren Geweben die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit aber nicht zu sehr be-
einflussen durfte (Jiang et al., 2017; Zheng et al., 2018; Sun et al., 2021; Yang,
Wang und Zheng, 2021; Young et al., 2021; Vankriekelsvenne et al., 2022). Al-
lerdings wird die Zuverlassigkeit des Markers zur Unterscheidung von Makropha-
gen und MG unter pathologischen Bedingungen ebenfalls in Frage gestellt (Van-
kriekelsvenne et al., 2022). Young et al. (2021) konnten im Zusammenhang mit
einem Schlaganfall beispielsweise eine Abnahme der Expression von TMEM119
feststellen. Dies ware mit einer Herunterregulierung von TMEM119 unter patho-
logischen Bedingungen vereinbar. Unter den Untersuchungsbedingungen dieser
Arbeit war die Expression von TMEM119 allerdings stets bei einem GroBteil der
MG gegeben, sodass von einer sicheren Unterscheidung ausgegangen werden
kann. Dass sich unter den anti-TMEM119" Immunzellen auch eine kleine Subpo-
pulation von MG befindet, die TMEM119 runterreguliert haben, lasst sich aller-
dings nicht sicher ausschlie3en.

Nun wurde die zuvor bestimmte Zelldichte nach 30dpi auf den entsprechenden
Anteil der reinen MG-Population korrigiert und in Abbildung 14 erneut dargestellt.
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Die Unterschiede zur Kontrollgruppe blieben signifikant. Entsprechend ist auch
nach 30dpi von einem relevanten Anteil an Proliferation auszugehen, da auch die
korrigierte Zelldichte von 20dpi nach 30dpi anstieg.

Zwar wurde in der Arbeit kein direkter Erregernachweis erbracht, allerdings ist
eine erhdhte Zahl immigrierter Immunzellen bei erhdhter parasitarer Infiltration
des Gehirnparenchyms beschrieben (Masocha et al., 2004; Amin et al., 2012)
wobei es sich v. a. um Lymphozyten handelte (Masocha et al., 2004; Amin et al.,
2012). Geht man also davon aus, dass nach 30dpi eine Invasion des Parasiten
in das ZNS stattgefunden hat, dann befinden sich die infizierten Mause nicht
mehr in dem von Wolburg et al. (2012) und Mogk et al. (2017) zur Unterteilung
des zweiten klinischen HAT-Stadiums vorgeschlagenen ventrikulomengingealen
Stadium und es erfolgt eine direkte Interaktion der MG mit den Erregern innerhalb
des Gehirnparenchyms. Ein Nachweis von Trypanosomen fand in den untersuch-
ten Schnitten allerdings nicht statt.

Als nachstes wurde die Morphologie der MG genauer untersucht.
Veranderungen der mikroglialen Morphologie als Reaktion auf allerlei akute und
chronische Schaden des Gehirnparenchyms, wurden zu Beginn dieser Arbeit
ausfuhrlich diskutiert und dargelegt. Die Veranderung der mikroglialen Morpho-
logie als Reaktion der MG auf eine Infektion mit Tb ssp. ist in der Literatur nicht
systematisch untersucht (Chianella et al., 1999).

Interessanterweise ist in der Literatur — wie beispielsweise in den Reviews von
Cunningham (2013) und Hoogland et al. (2015) diskutiert — beschrieben, dass
MG nicht nur auf direkte Interaktionen mit Pathologien angewiesen sind, um auf
eine Infektion zu reagieren, sondern eben auch beispielsweise auf eine periphere
LPS-Injektion als Modell fiir eine bakterielle Infektion reagieren kénnen. Indizien
fir ein &hnliches Verhalten wahrend einer aktiven Infektion mit 7b. konnten in
dieser Arbeit gefunden werden. Dies wird auch von einigen Arbeiten gestitzt, die
keine direkte oder zeitlich verzégerte ZNS-Invasion beschrieben haben (Wolburg
et al., 2012; Mogk, 2014; Mogk, Meiwes, Shtopel, et al., 2014; Speidel et al.,
2022). Diese ware wiederum nétig, um direkte Erreger-MG-Interaktionen zu er-
moglichen, wie beispielsweise basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit nach
30dpi angenommen. Allerdings sind die Mechanismen und Wege der ZNS-
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Invasion bzw. die direkten Interaktion zwischen MG und Tbb prinzipiell noch nicht
besonders gut verstanden. Einige andere Autoren beschreiben beispielsweise
auch eine raschere ZNS-Invasion durch Tbb (Frevert et al., 2012), wobei Wolburg
et al. (2012) wiederum nachweisen konnten, dass artifiziell in das ZNS einge-
brachte Tbb nach wenigen Tagen nicht mehr im ZNS nachweisbar sind. Auch
konnten Figarella et al. (2018) zeigen, dass Tbb in vitro nach Kontakt mit MG
zeitnah von diesen phagozytiert werden kdénnen.

Zur Beurteilung der morphologischen Veranderungen der MG wurden hochauf-
|6sende, stark vergréBerte Bilder von kortikalen MG mittels Zweiphotonenmikro-
skopie aufgenommen und mittels Imaris Bitplane rekonstruiert. Eine ausgiebige
Analyse der Morphologien im PVR und der LPA fand in dieser Arbeit nicht statt,
da dies den Rahmen der Arbeit gesprengt hatte. Der Fokus der morphologischen
Analyse wurde auf den Kortex gesetzt. Dies erschien deshalb sinnvoll, da die Pia
mater und die Glia limitans, wie eingangs ausflhrlich beschrieben, als letzte Bar-
riere den Parasiten von dem Eindringen in das Gehirnparenchym abzuhalten
scheinen, wahrend mit dem Liquorraum assoziierte Areale frihzeitiger betroffen
sind.

Morphologisch erschienen, insbesondere nach 30dpi, bereits qualitativ starke
Unterschiede zwischen infizierter und Kontrollgruppe (vgl. Abbildung 15 und

Abbildung 29). Zur Quantifizierung wurden sowohl die Somata als auch die Fort-
satze analysiert. In den Kontrollgruppen waren die MG in allen Arealen zu allen
Zeitpunkten nahezu ausschlieBlich ramified (vgl. Abbildung 29). Diese Morpholo-
gie wird in der Literatur auch als surveillant state bezeichnet, was etwas irreflh-
rend ist, da es impliziert, dass andere Morphologien ihre Umgebung nicht mehr
Uberwachen, was aber nicht der Fall ist, da sie dann auch auf keine neuen Stimuli
reagieren kdnnten, was sie aber nachweislich prinzipiell kdnnen (Davalos et al.,
2005). Diese nomenklatorische Problematik wird von Paolicelli et al. (2022) aus-
fuhrlich diskutiert. Diese ramified Morphologie ist im Cortex des adulten und ver-
meintlich gesunden Gehirns weit verbreitet (Davalos et al., 2005; Nimmerjahn,
Kirchhoff und Helmchen, 2005; Jinno et al., 2007; Tremblay, Lowery und Ma-
jewska, 2010; Vinet et al., 2012). In den MG der infizierten Tiere zeichnete sich
im Krankheitsverlauf bei den Somata ein Trend zur VergréBerung (vgl. Abbildung
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17) und zur Entrundung (vgl. Abbildung 18) und bei den Fortsatzen ein Trend der
Verkirzung der Fortsatzgesamtlange (vgl. Abbildung 23) und Simplifizierung der
Verzweigungskomplexitat ab (vgl. Abbildung 26 bis Abbildung 28), was wiederum

mit einem vermeintlich kleineren Gberwachten Volumen einhergeht und die Fa-
higkeit der surveillance, zumindest bezlglich des Gberwachten Volumens (Abbil-
dung 25), drastisch einschréanken dirfte. Die MG veranderten sich also immer
mehr hin zur hypertrophen Morphologie, welche in der Literatur fiir gewdhnlich
als reaktiv auf eine pathologische Veranderung beschrieben wurde (Streit und
Sparks, 1997; Griciuc et al, 2013; Hinwood et al., 2013; Raj et al., 2014,
Bachstetter et al., 2015; Zanier et al., 2015; Bouvier et al., 2016; Hellwig et al.,
2016; Keren-Shaul et al., 2017; Hui et al., 2018; Maxan et al., 2018). Nach 30dpi
zeigten sich nahezu ausschlieBlich hypertrophe und amdboide Morphologien in
der infizierten Gruppe. Die amdboide Morphologie ist in der Literatur wiederum v.
a. im Zusammenhang mit der Phagozytose von Erregern, Zellen, Zellmaterial und
anderweitigen Ablagerungen beschrieben worden (Tremblay et al, 2013;
Bachstetter et al., 2015; Bouvier et al., 2016; Shobin et al., 2017; Maxan et al.,
2018). In diesem Zusammenhang sollte vielleicht noch erwahnt werden, dass in
der Literatur radidre Ausdehnungen von tber 30 pum im Radius fir ramified MG
beschrieben wurden (Jinno et al., 2007), was in der vorliegenden Arbeit — zumin-
dest in Z-Ebene — nicht abgebildet werden konnte, da die Dicke der Bilderstapel
fir die Rekonstruktionen in dieser Arbeit methodisch bedingt nur 25 um in Z-
Richtung umfassten und damit die Bestimmung der Ausdehnung in Z-Richtung
erheblich eingeschrankt wurde. Damit kénnte der (hier nicht abbildbare) Unter-
schied zwischen infizierten und Kontrollgruppen vermutlich noch gréBer ausfal-
len, da insbesondere ramified MG der Kontrolltiere von dieser Beschneidung be-
troffen sein durften. Dennoch lasst sich festhalten, dass sich anhand der Sholl-
Intersections in Abbildung 27 flr die Kontrolltiere (unter der Annahme, dass alle
rekonstruierten Zellen der Kontrolltiere morphologisch ramified sind) erahnen
lasst, dass in Einklang mit Jinno et al. (2007) (obgleich der unterschiedlichen Me-
thodik) 75omae < 4 um und rpyrtsacze > 30 um bestimmt wurden.

Hefendehl et al. (2014) beschrieben anhand &hnlicher Parameter (distance to
nearest neighbour, Zelldichte, Fortsatzlange, Fortsatzverzweigungspunkte etc.)
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tendenziell &hnliche Entwicklungen der mikroglialen Morphologie fir den physio-
logischen Alterungsprozess: groere und ,unrundere’ Somata, kirzere und we-
niger verzweigte Fortsatze, reduziertes Uberwachtes Volumen; sogar Zunahme
von ,unuberwachten’ Volumina bei gleichbleibender Zellzahl sowie Zunahme der
Zelldichte.

Wie einleitend beschrieben, bleibt der Pathomechanismus der eigentlichen ZNS-
Invasion von Tb ssp. nach wie vor weitestgehend ungeklart. Allerdings hatte
diese Arbeit auch nicht die Zielsetzung, sich an der Klarung des
Infektionsweges selbst zu beteiligen. Viel mehr ging es darum, die Reaktion der
MG auf die Infektion zu beschreiben. Es konnte gezeigt werden, dass die MG
sehr frih auf eine periphere Infektion mit Proliferation und geringeren morpholo-
gischen Veranderungen reagieren; auch wenn ein direkter Kontakt mit dem Er-
reger vermutlich noch nicht stattgefunden hat (nach 10dpi und 20dpi). Geht man
davon aus, dass nach 30dpi die Barrieren des ZNS von den Parasiten Gberwun-
den werden konnten und direkte Interaktionen zwischen MG und Parasiten statt-
fanden, erklart dies die massiven Veranderungen der MG weg von der rami-
fied hin zur hypertrophen und amdéboiden Morphologie als direkte Reaktion auf
die Erreger und um die Phagozytose der Erreger zu erleichtern. Ein direkter
Nachweis der Erreger im Parenchym fand allerdings in dieser Arbeit zu keiner
Zeit statt, sodass ein Beleg fur direkte Interaktionen, beispielsweise von Pha-
gozytose, in dieser Arbeit nicht erbracht wurde. Auch kénnten die MG ihre Mor-
phologie aufgrund chemotaktischer Signale veréndert haben, wie bereits mehr-

fach erwahnt.

AbschlieBend Iasst sich sagen, dass die dargestellten Ergebnisse belegen, dass
die hier durchgefiihrten mikroglialen Rekonstruktionen mittels Imaris Bitplane ge-
eignet sind, um morphologische Veranderungen von MG im Krankheitsverlauf
der Trypanosomiasis qualitativ (3.3), aber insbesondere auch quantitativ (3.2) zu
belegen. Angesichts der Uberwiegend eindeutigen Ergebnisse ist es gut denkbar,
dass diese Methodik auch fiir andere Fragestellungen geeignet ist, beispiels-
weise bzgl. Anderer Infektionen oder in neurodegenerativen Prozessen. Darlber
hinaus wurden die Zell- und Dupletdichte (3.1) als MaR3 fir Proliferation anhand

in Imaris Bitplane dokumentierter Spots in zweiphotonenmikroskopisch
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aufgenommen Z-Stacks bestimmt. Auch diese Auswertung lieferte mit gewissen
Einschréankungen zuverlassige Ergebnisse — welche aber weniger auf Imaris Bit-
plane zurlckzuflhren sind. Statistisch nicht-signifikante Ergebnisse kénnen
durch Erhéhung der untersuchten Mause und Schnitte ggf. zu signifikanten Er-
gebnissen fuhren. Die Verwendung der Dupletdichte als Surrogatparameter er-
scheint gerade angesichts der neueren in vivo-Daten und der zweifelhaften Ver-
wendbarkeit nach 30dpi im Kontext der HAT als weniger zuverlassig oder aussa-

gekraftig.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sollte im Mausmodell die Infektion mit Trypanosoma
brucei brucei (Tbb) naher untersucht werden, um Erkenntnisse Uber
Proliferationsverhalten und morphologische Verédnderungen von MG im Rahmen
dieser Infektion zu erhalten und um so ein besseres Verstandnis far mikrogliales
Verhalten im zeitlichen Verlauf von pathologischen Prozessen zu bekommen.
Dies sollte nicht qualitativ, sondern insbesondere quantitativ erfolgen, da quanti-
tative Analysen der morphologischen Veranderung von MG insbesondere im
Rahmen der Humanen Afrikanischen Trypanosomiasis (HAT) bisher wenig er-
folgten bzw. veroffentlicht wurden.

Verwendet wurde hierfliir ZNS-Gewebe aus einem anderen Projekt. Dieses Ge-
webe stammt von 30 weiblichen C57BL/6-M&usen, die in sechs Funfergruppen
aufgeteilt worden waren. Je nach Gruppenzuteilung, erhielten die Tiere eine int-
raperitoneale Injektion, entweder mit PBS (Kontrollgruppen) oder einer Parasi-
tensuspension, die den Parasiten Tbb (Stamm: GVR 35 m-Cherry) enthielt. Die
Tiere wurden 10, 20 oder 30 Tagen nach der Injektion eingeschléfert, das Ge-
webe entnommen, fixiert und bis zur weiteren Prozessierung bei -80°C gelagert.
Das Gewebe wurde dann immunhistochemisch mit den weitestgehend makro-
phagen- bzw. mikrogliaspezifischen primaren Antikdrpern anti-iba-1 bzw. anti-
TMEM119 sowie weiteren sekundaren Antikérpern markiert. AnschlieBend wur-
den mittels Zweiphotonenmikroskopie Bilderstapel (als Annaherung an eine drei-
dimensionale Aufnahme) der Gehirnareale LPA, PVR und Cortex unterschiedli-
cher GesamtvergrdBerung und Auflésung (abhangig von der Frage-stellung) auf-
genommen. Mittels Fiji-Software und Imaris Bitplane-Software wurden die Auf-
nahmen bearbeitet und dann ausgewertet.

Zunachst wurde versucht, die Frage nach dem Proliferationsverhalten zu klaren.
Hierfir wurden mikrogliale (MG) Zell- und Dupletdichte in den Arealen
lateral preoptic area (LPA), periventrikulare Region (PVR) und Cortex bestimmt,
die den Erwartungen entsprechend im Infektionsverlauf anstiegen. Um auszu-
schlieBen, dass der Zuwachs an Zellen einer Immigration peripherer Immunzel-
len entspricht, wurde zusammen mit der Arbeit von Speidel (2020) der Anteil anti-
TMEM119+/anti-iba-1+-Zellen bestimmt. Es zeigte sich (unter der Annahme, dass
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TMEM119 ein zuverlédssiger mikrogliaspezifischer Marker ist), dass der Anteil pe-
ripherer Immunzellen erst nach 30dpi erwahnenswert ausfallt, dafir aber dann
abhangig vom Areal zwischen 37% und 54% ausmachen kann. Entsprechend
lasst sich festhalten, dass nach 10dpi und 20dpi eher keine peri-pheren Zellen
die Zell- und Dupletdichte verfalscht haben. Da davon auszugehen ist, dass auch
nach 30dpi eine relevante Proliferation stattgefunden hat, wurde die Zelldichte
um den immigrierten Anteil bereinigt erneut dargestellt, was die These der anhal-
tenden Proliferation stutzt.

Als nachstes fand die Analyse der mikroglialen Morphologie statt. Hierfir wurden
nur kortikale MG aufgenommen und mittels Imaris Bitplane dreidimensional re-
konstruiert. Da methodisch bedingt die aufgenommen Bilderstapel lediglich eine
Dicke von 25um abdeckten, insbesondere ramified MG aber auch mit deutlich
gréBeren Durchmessern des von ihnen Uberwachten Volumens beschrieben
sind, sind die in dieser Arbeit bestimmten GréBenordnungen allerdings eher re-
lativ als absolut zu sehen. Dennoch flhrten sie zu aussagekraftigen und ver-
gleichbaren Ergebnissen, da alle Zellen stets mittig aufgenommen wurden und
die beschriebenen morphologischen Veradnderungen damit eher noch signifikan-
ter im Vergleich zu den Kontrollgruppen ausgefallen wéaren, da ent-sprechend v.
a. die Fortsatze der ramified MG der Kontrollgruppen ent-sprechend starker ,be-
schnitten® wurden. Fir die Rekonstruktionen wurden die Somata und die Fort-
satze der MG jeweils mit einem eigenen Algorithmus in Imaris Bitplane rekon-
struiert und verschiedene Parameter der Rekonstruktionen aus der Software ex-
portiert. Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass bereits nach 10dpi signifi-
kante Veranderungen der Somata und der Fortsétze auftreten. Dies umfasst ins-
besondere vergréBerte und entrundete Somata und verklrzte, weniger ver-
zweigte Fortsatze bis hin zur teils vollig amdboiden Morphologie im Fortschreiten
des Infektionsverlaufs. Dies ist deshalb besonders interessant, da kortikale MG
auch in der meningoenzephalitischen Phase erst sehr spat direkten Erregerkon-
takt haben, diese aber (zumindest im Rahmen der vorliegenden Arbeit) ihre Mor-
phologie dennoch schon sehr friih angefangen haben, zu verédndern. Zwar wur-
den Erreger in dieser Arbeit nie direkt nachgewiesen, dennoch kann man anhand
der vorangegangenen Schilderungen vermuten, dass nach 10dpi und 20dpi
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keine direkten Erreger-MG-Interaktionen stattfanden und damit die morphologi-
schen und proliferativen Veranderungen am ehesten als Reaktion auf Boten-
stoffe aus dem Blut (a. e. Chemo- und Zytokine) zu interpretieren waren.

AbschlieBend lasst sich also zusammenfassen, dass die MG schon friihzeitig be-
ginnen, zu proliferieren und auch eine immer mehr reaktiv wirkende Morphologie
zeigen; auch wenn sie vermutlich eher noch keinen direkten Kontakt zum Erreger
selbst hatten. Inwiefern diese morphologischen Verédnderungen zur Symptomatik
der HAT beitragen oder diese die Symptomatik eher in Zaum halten, lasst sich
anhand dieser Untersuchungsergebnisse nicht sagen. Es lasst sich aber festhal-
ten, dass die verwendeten Methoden zur Quantifizierung der Zelldichte, des An-
teils der aus der Peripherie immigrierten Immunzellen und der Morphologie sehr
gut geeignet sind, um diese zu bestimmen und zu beschreiben. Prinzipiell sollte
es auch mdoglich sein, diese Methoden auf andere Fragestellungen, beispiels-

weise im Rahmen anderer Pathomechanismen, zu Ubertragen.

Auch die Methode zur Bestimmung der Dupletdichte kénnte, sofern es sinnvoll
erscheint und mit weiteren Methoden kombiniert wird, im Rahmen anderer Fra-
gestellungen angewandt werden, allerdings gibt es zur Untersuchung von Prolife-
ration auch sehr gute in vivo Imagingmethoden, die ggf. eindeutigere Ergebnisse
liefern kénnten. In dieser Arbeit sind die Ergebnisse der Dupletdichte erst nach
30dpi signifikant, wobei hier auch der Anteil immigrierter Immunzellen sehr hoch
ist und eine Interpretation entsprechend erschwert ist.

Bezlglich der Forschung an Tb ssp. kénnten weitere Ergebnisse mittels in vivo
Imaging, Flow Cytometry und PCR weitere Informationen Uber ZNS-Invasion in-
klusive Uberwinden der ZNS-Barrieren, Proliferation der MG, morphologische
Veranderungen der MG, parasitare Distribution wahrend des ZNS-Befalls und
letztendlich auch zur HAT-Diagnostik und -Therapie beitragen.
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Anhangstabelle 1: Berechnete Zelldichte aus den Bildern der Kateqorie B je
Maus und Gehirnareal

Die Tabelle zeigt die berechneten Zelldichten aus den Bildern der Kategorie B nach Maus und
Gehirnareal.

ctrl
Tier 1 Tier 2 Tier 3 Tier 4 Tier 5
10dpi
1
n/V(Kortex) [] | 1 g4E.05| 1,28E-05| 9,61E-06| 1,18E-05| 1,17E-05
1
n/V(LPA) [] 1,22E-05|1,17E-05| 1,17E-05| 1,38E-05 | 1,11E-05
1
nV(PVR) 1 | 1 14E-05|1,21E-05| 9,88E-06| 1,22E-05| 1,25E-05
20dpi
1
n/V(Kortex) [] | 1 17E-05|1,20E-05| 1,04E-05 | 1,67E-05 | 1,11E-05
1
WVILPA) LGl | 8,45E-06|9,31E-06 | 1,27E-05 | 1,26E-05 | 6,43E-06
1
NV(PVR) Ll | 9,52E-06] 1,15E-05| 1,10E-05| 1,30E-05 | 7,32E-06
30dpi
1
n/V(Kortex) [31 | 7,08E-06 | 7,59E-06 | 8,60E-06 | 7,83E-06 | 1,20E-05
1
nV(LPA) 51 | 8,85E-06 | 9,63E-06 | 7,06E-06 | 6,12E-06 | 1,12E-05
1
NV(PVR) [ | 9,20E-06| 7,75E-06 | 6,94E-06 | 6,75E-06 | 1,35E-05
infec
Tier 1 Tier 2 ‘ Tier 3 ‘ Tier 4 Tier 5
10dpi
1
n/V(Kortex) [] | 1 49E.05|1,47E-05| 1,27E-05| 1,43E-05 | 1,45E-05
1
nV(LPAYEJ | 1,19E-05] 1,33E-05] 1,39E-05| 1,25E-05| 1,06E-05
1
nV(PVR) [ | 1,07E-05] 1,38E-05 | 1,22E-05 | 1,75E-05 | 1,32E-05
20dpi
1
n/V(Kortex) 3] | 1,38E-05] 1,67E-05| 1,54E-05 | 1,44E-05| 1,27E-05
1
n/V(LPA) []] 1,28E-05|1,72E-05 | 1,70E-05 | 2,79E-05 | 1,87E-05
1
n/V(PVR) [] 1,33E-05| 1,62E-05 | 1,72E-05 | 1,49E-05 | 1,08E-05
30dpi
1
n/V(Kortex) [3] | 1 86E-05|2,94E-05| 2,46E-05 | 1,21E-05| 2,38E-05
1
NV(LPA) Ll | 3,49E-05|2,98E-05 | 3,20E-05| 2,47E-05 | 3,99E-05
1
n/V(PVR) [7] 3,46E-05|2,67E-05 | 4,02E-05| 2,99E-05 | 3,33E-05
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Anhangstabelle 2: Berechnete Dupletdichte aus den Bildern der Kateqgorie B je

Die Tabelle zeigt die berechneten Dupletdichten aus den Bildern der Kategorie B nach Maus und

Maus und Gehirnareal

Gehirnareal.
ctrl
Tier 1 Tier 2 Tier 3 Tier 4 Tier 5
10dpi
1
n/V(Kortex) [G] | 4 77E-06 2,07E-06] 1,50E-06 | 1,09E-06 | 1,06E-06
1
n/V(LPA) [7] 0| 3,12E-07 | 1,23E-06 0|2,96E-07
1
NV(PVR) [l |3,35E-07| 3,24E-07 | 3,09E-07 | 3,40E-07 | 6,01E-07
20dpi
1
n/V(Kortex) [-]] 0|6,57E-07 | 6,60E-07 | 1,08E-06 | 5,77E-07
1
n/V(LPA) [] 3,07E-07 | 3,27E-07| 3,58E-07 | 6,84E-07 | 5,71E-07
1
n/V(PVR) [] 3,17E-07 0/1,03E-06| 6,84E-07 | 8,61E-07
30dpi
1
n/V(Kortex) [ﬁ] 9,23E-07 0 0 0 0
1
n/V(LPA) [] 5,90E-07 | 6,22E-07 0 0|2,83E-07
1
n/V(PVR) [7]] 5,66E-07 0|3,15E-07| 2,55E-07 | 1,13E-06
infec
Tier 1 Tier 2 ‘ Tier 3 ‘ Tier 4 Tier 5
10dpi
1
n/V(Kortex) [7] | g 9507 2,35E-06 6,17E-07| 2,00E-06| 9,05E-07
1
nVILPAYEI  13,17E-07|1,60E-06 | 9,48E-07 | 2,56E-06 | 6,03E-07
1
n/V(PVR) [7]] 1,02E-06 0| 9,90E-07| 1,18E-06 | 6,20E-07
20dpi
1
n/V(Kortex) ] | 8,55E-07 | 1,19E-06 | 7,49E-07 | 3,13E-07 0
1
n/V(LPA) [] 6,38E-07 | 1,52E-06 | 1,05E-06 | 2,32E-06 | 3,11E-06
1
n/V(PVR) [] 1,05E-06 | 2,64E-06 | 1,43E-06| 1,55E-06 0
30dpi
1
n/V(Kortex) [7] | 9.96E-07| 2,67E-06| 3,06E-06 | 3,19E-06 | 8,50E-07
1
n/V(LPA) [] 5,76E-06 | 2,26E-06| 1,58E-06 | 1,81E-05| 7,79E-06
1
NV(PVR) L3l |4,74E-06|3,01E-06 | 1,03E-05 | 2,19E-05 | 3,54E-06
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Anhangstabelle 3: Anteil anti-TMEM119--Zellen 10dpi

Die Tabelle zeigt die Anzahl der markierten und gezahlten Zellen in den Bilderstapeln der Kate-
gorie A pro Maus nach 10dpi.

Kortex
ctrl infec
Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
n(anti-iba-1+) 132 85 92| 117 86| 142| 167 98 85 82
n(anti-
TMEM119%) 132 85 92| 117 86| 142| 166 98 85 82
n(anti-
TMEM119) 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
LPA
ctrl infec
Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
n(anti-iba-1+) 93 54 86 61 71 95| 106 93 78 85
n(anti-
TMEM119%) 93 54 86 61 71 95| 106 93 78 85
n(anti-
TMEM119) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PVR
ctrl infec
Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
n(anti-iba-1+) 124 85 72 85 62 104| 101 84 64 76
n(anti-
TMEM119%) 124 85 72 85 62 104| 101 84 64 76
n(anti-
TMEM119) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Anhangstabelle 4: Anteil anti-TMEM119--Zellen 20dpi

Die Tabelle zeigt die Anzahl der markierten und gezéahlten Zellen in den Bilderstapeln der Kate-
gorie A pro Maus nach 20dpi.

Kortex
ctrl infec
Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
n(anti-iba-1+) 113] 104| 115 114| 124| 107| 135| 105| 135| 106
n(anti-
TMEM119+) 113] 104| 115 114 124| 107| 135| 105| 135| 106
n(anti-
TMEM119) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LPA
ctrl infec
Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
n(anti-iba-1+) 111 63 50 65 88 77 72| 135| 1983 73
n(anti-
TMEM119%) 109 63 50 65 88 77 72| 135| 1983 73
n(anti-
TMEM119) 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PVR
ctrl infec
Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
n(anti-iba-1+) 101 110 92 96 77 85| 101| 101 97 62
n(anti-
TMEM119%) 101 110 92 96 77 85 99| 101 97 62
n(anti-
TMEM119) 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0
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Anhangstabelle 5: Anteil anti-TMEM119--Zellen 30dpi

Die Tabelle zeigt die Anzahl der markierten und gezéahlten Zellen in den Bilderstapeln der Kate-
gorie A pro Maus nach 30dpi. Die Daten stammen aus einer Masterarbeit die in Kooperation
zwischen Interfakultaren Institut fiir Biochemie und dem Institut fir Neurophysiologie gewonnen
wurden (vgl. Speidel, 2020). Entgegen der Verfahrensweise fir 10dpi und 20dpi wurden hier drei
statt 9 Aufnahmen pro Tier erstellt.

Kortex
ctrl infec
Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
n(anti-iba-1+) 13 27 28 30 29 52 39 40 43 49
n(anti-
TMEM119+) 13 27 28 30 29 25 21 27 29 28
n(anti-
TMEM119) 0 0 0 0 0 27 18 13 14 21
LPA
ctrl infec
Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
n(anti-iba-1+) 26 20 32 26 17 50 55 74 69 68
n(anti-
TMEM119%) 26 19 32 26 17 34 35 44 39 45
n(anti-
TMEM119) 0 1 0 0 0 16 20 30 30 23
PVR
ctrl infec
Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
n(anti-iba-1+) 20 19 26 20 27 50 40 83 68 57
n(anti-
TMEM119%) 20 19 26 20 27 18 20 51 24 23
n(anti-
TMEM119) 0 0 0 0 0 32 20 32 44 34
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Anhangstabelle 6: Anzahl der rekonstruierten SO nach Tier und Gruppe

Die Tabelle zeigt die pro Tier rekonstruierten SO.

ctrl infec
Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

10dpi 14 15 13 18 19 16 15 27 29 25
20dpi 15 16 17 15 16 27 26 22 21 20
30dpi 21 25 19 25 16 21 18 28 15 16

Anhangstabelle 7: Anzahl der rekonstruierten FO nach Tier und Gruppe

Die Tabelle gibt einen Uberblick {iber die Anzahl der rekonstruierten FO nach Tier und Gruppe.

ctrl infec
Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier | Tier
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

10dpi 16 16 12 14 16 16 16 16 15 14
20dpi 16 16 17 15 16 17 18 16 16 16
30dpi 17 17 16 17 16 16 17 17 13 15
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7.2 Abbildungen

Normaler QQ-Plot 30dpi
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Anhangsabbildung 1: QQ-Plot (exemplarisch)

Hier ist stellvertretend ein QQ-Plot fiir den Test auf Normalverteilung fir die Zelldichte in der LPA
nach 30dpi gezeigt. Beim Test auf Normalverteilung kann von der Nahe der Messpunkte an der
Eichgeraden auf die Wahrscheinlichkeit auf Vorliegen einer Normalverteilung geschlossen wer-
den. Liegen die Punkte auf oder nah an der Geraden, ist eine Normalverteilung wahrschein-
lich(er).
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Anhangsabbildung 2: distance to nearest neighbour nach Gruppe

Die Abbildung zeigt den Zell-Zell-Abstand der anti-iba-1+-Zellen der Kontroll- (schwarz) und infi-
zierten (blau) Gruppen nach 10dpi ([A], [B] und [C]), 20dpi ([D], [E] und [F]) und 30dpi ([G], [H]
und [I]) in den untersuchten Hirnarealen als Box-Whisker-Plots. Die Boxen zeigen jeweils die
Werte des 1. bis 3. Quartils sowie den Median. Die Whiskers Minimum und Maximum. Auf statis-
tische Signifikanz wurde mittels unpaarem, one-tailed T-Test geprift. In diese graphische Dar-
stellung flieBen auBerdem (anders als bei der Zelldichte) keine Korrekturen hinsichtlich der un-
tersuchten Dicken der Bilderstapel ein.

Der Unterschied zwischen den Untersuchungsgruppen nach 10dpi istim PVR (C) nicht signifikant
(ns); inder LPA ([B], p = 0,0210) und im Cortex ([C], p = 0,0476) sind die Unterschiede signifikant.
Im Cortex fallt eine relativ weite Verteilung zwischen Minimum und Maximum auf. Nach 20dpi ist
der Unterschied in keinem Areal signifikant (ns), obwohl die Mediane der Kontrollgruppen jeweils
Uber 5um oberhalb der Mediane der infizierten Gruppe liegen. Allerdings variiert die Verteilungs-
breite der Kontrolltiere offenbar deutlich starker.

Nach 30dpi ist der Unterschied zwischen den Gruppen in allen Arealen ([G], [H] und [1]) signifikant
(Cortex: p = 0,0007; LPA: p = 0,0238; PVR: p = 0,0007). Allerdings betragt der Anteil aus der
Peripherie immigrierter Immunzellen je nach Areal zwischen 37% und 54%.

Man sollte die Verteilungen innerhalb der einzelnen Untersuchungsgruppen bzw. der einzelnen
Méause innerhalb der Untersuchungsgruppen genauer anschauen und nach interindividuellen Un-
terschieden innerhalb der Gruppen suchen.
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Anhangsabbildung 3:
distance to nearest
neighbour 10dpi nach
Maus

In der Abbildung sind die
Zell-Zell-Abstande der
anti-iba-1+-Zellen der zehn
10dpi Mause im Cortex
(A), in der LPA (B) und
dem PVR (C) nach Maus
als Box-Whisker-Plots ne-
beneinander aufgetragen,
um interindividuelle Unter-
schiede innerhalb der Un-
tersuchungsgruppen  zu
finden, wie in Anhangsab-
bildung 2 vorgeschlagen.
Die Boxen zeigen jeweils
die Werte des 1. bis 3.
Quartils sowie den Me-
dian. Die Whiskers Mini-
mum und Maximum. Auch
in diese graphische Dar-
stellung flieBen auBerdem
(anders als bei der Zell-
dichte) keine Korrekturen
hinsichtlich der untersuch-
ten Dicken der Bilderstapel
ein.

Im direkten Gruppenver-
gleich (Kontroll- gegen infi-
zierte Gruppe mit je n=>5)
Ist der kortikale Zell-Zell-
Abstand (A) in der Kontroll-
gruppe signifikant gréBer
(p = 0,0476 nach Mann-
Whitney Test) zur infizier-
ten Gruppe. Abgesehen
von der Kontrollmaus ,ctrl-
5' gibt es keine Ausreiser
(griin). Diese konnte die
doch erheblich variierende
Verteilungsbreite des Zell-
Zell-Abstandes in  der
10dpi Kontrollgruppe nach
10dpi  erklaren.  Dazu
kénnte ,ctrl-5° einen erheb-
lichen Beitrag leisten. In
(B) und (C) lassen sich
keine eindeutigen Ausrei-
ser finden.
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Anhangsabbildung 4:
distance to nearest
neighbour 20dpi nach
Maus

In der Abbildung sind die
Zell-Zell-Abstande der
anti-iba-1+-Zellen der zehn
20dpi Méause im Cortex
(A), in der LPA (B) und
dem PVR (C) nach Maus
als Box-Whisker-Plots ne-
beneinander aufgetragen,
um interindividuelle Unter-
schiede innerhalb der Un-
tersuchungsgruppen  zu
finden, wie in Anhangsab-
bildung 2 vorgeschlagen.
Die Boxen zeigen jeweils
die Werte des 1. bis 3.
Quartils sowie den Me-
dian. Die Whiskers Mini-
mum und Maximum. Auch
in diese graphische Dar-
stellung flieBen auBerdem
(anders als bei der Zell-
dichte) keine Korrekturen
hinsichtlich der untersuch-
ten Dicken der Bilderstapel
ein.

Abgesehen von der Kon-
trollmaus ,ctrl-5°  (grun)
scheint der Zell-Zell-Ab-
stand in allen 10 Mausen
vergleichbar verteilt zu
sein. ,Ctrl-5° weist dagegen
in allen drei Arealen ([A],
[B] und [C] reduzierte Zell-
Zell-Abstande auf. Die Un-
terschiede zwischen den
gesamten Untersuchungs-
gruppen waren in  An-
hangsabbildung 2 dage-
gen in keinem Areal signi-
fikant.
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Anhangsabbildung 5:
distance to nearest
neighbour 30dpi nach
Maus

In der Abbildung sind die Zell-
Zell-Abstéande der anti-iba-1+-
Zellen der zehn 30dpi Mause
im Cortex (A), in der LPA (B)
und dem PVR (C) nach Maus
der Vollsténdigkeit halber ana-
log zu den zwei vorangegan-
genen Abbildungen als Box-
Whisker-Plots nebeneinander
aufgetragen, um interindividu-
elle Unterschiede innerhalb
der Untersuchungsgruppen zu
finden, wie in Anhangsabbil-
dung 2 vorgeschlagen. Aller-
dings waren die Unterschiede
zwischen den Untersuchungs-
gruppen (n=5) nach 30dpi be-
reits signifikant. Die Boxen zei-
gen jeweils die Werte des 1.
bis 3. Quartils sowie den Me-
dian. Die Whiskers Minimum
und Maximum. Auch in diese
graphische Darstellung flieBen
auBerdem (anders als bei der
Zelldichte) keine Korrekturen
hinsichtlich der untersuchten
Dicken der Bilderstapel ein.
Nach 30dpi lasst sich in allen
Arealen ([A], [B] und [C]) inner-
halb der infizierten Untersu-
chungsgruppe starke interindi-
viduelle Unterschiede mit kon-
sekutiv relativ breiter Vertei-
lung der Zell-Zell-Abstande.
Entsprechend fallen an Ausrei-
sern in (A) ,infec-5, in (B) ,in-
fec-1‘, ,infec-5° und ,infec-6'
sowie in (C) ,infec-5' am ehes-
ten auf (alle griin). Die Identifi-
kation als ,Ausreiser’ fallt aber
aufgrund der sonst auch inho-
mogenen  Verteilung  eher
schwer. In (B) und (C) liegen
die Mediane der Kontroll-
mause ,ctrl-3 und ,ctrl-5° ver-
gleichbar hoch, aber rund
10um oberhalb der anderen
drei Mause.
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Anhangsabbildung 6: Zell-
dichte 10dpi nach Maus

In der Abbildung sind die Zell-
dichten der zehn 10dpi Mause
nach Maus in allen untersuchten
Hirnarealen ([A], [B] und [C]) als
Box-Whisker-Plots nebeneinan-
der aufgetragen. Die Abbildung
soll verdeutlichen, dass es inte-
rindividuelle Unterschiede zwi-
schen den Mausen einer
Gruppe gibt. Die Boxen zeigen
jeweils die Werte des 1. bis 3.
Quartils sowie den Median. Die
Whiskers Minimum und Maxi-
mum. Die Box-Whisker-Plots
der Mduse, die dazu beitragen
kénnten, dass die Ergebnisse
zwischen infizierter und Kon-
trollgruppe mit jeweils n =5 (vgl.
Fehler! Verweisquelle konnte n
icht gefunden werden.) nicht
signifikant erscheinen, sind griin
dargestellt.
Im Cortex (A) liegt die mediane
Zelldichte von ,infec-3‘ deutlich
unterhalb der der anderen vier
infizierten Mause. Parallel dazu
liegt ,ctrl-1° deutlich oberhalb der
restlichen vier Kontrollmause.
So nahern sich die beiden Un-
tersuchungsgruppen in ihrer
Gesamtheit einander an. Ahn-
lich l&sst sich in der LPA (B)
festhalten, dass ,ctrl-4° im Me-
dian oberhalb und ,infec-1‘ und
Jinfec-5' unterhalb der anderen
Mause ihrer jeweiligen Gruppe
liegen. So nahern sich auch
diese beiden Untersuchungs-
gruppen in ihrer Gesamtheit ei-
nander an. In (C) liegen ,infec-1*
und ,infec-5° fir den PVR eben-
falls unterhalb der Mediane ihrer
Gruppe; ,infec-2° und ,infec-3'
liegen noch etwas hoher, aller-
dings immer noch deutlich unter
Jinfec-4'. In (C) liegt ,ctrl-3° im
Median ebenfalls deutlich unter-
halb ihrer Gruppe, was aber ei-
nen signifikanten Unterschied
zwischen den gesamten Grup-
pen beglnstigt.
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Anhangsabbildung 7: Zell-
dichte 20dpi nach Maus

In der Abbildung sind die Zelldich-
ten der zehn 20dpi Mause nach
Maus in allen untersuchten Hirn-
arealen ([A], [B] und [C]) als Box-
Whisker-Plots nebeneinander
aufgetragen. Die Abbildung soll
verdeutlichen, dass es interindivi-
duelle Unterschiede zwischen
den Mausen einer Gruppe gibt.
Die Boxen zeigen jeweils die
Werte des 1. bis 3. Quartils sowie
den Median. Die Whiskers Mini-
mum und Maximum. Die Box-
Whisker-Plots der Mause, die
dazu beitragen kdénnten, dass die
Ergebnisse zwischen infizierter
und Kontrollgruppe mit jeweils n =
5 (vgl. Eehler! Verweisquelle k
onnte nicht gefunden werden.)
nicht signifikant erscheinen, sind
griin dargestellt.

Im Cortex (A) liegen die media-
nen Zelldichten von ,infec-1° und
,infec-5' deutlich unterhalb der der
der anderen drei infizierten
Mé&use. Parallel dazu liegt der
Median ,ctrl-4° deutlich oberhalb
der der restlichen vier Kontroll-
mause. So nahern sich die beiden
Untersuchungsgruppen in ihrer
Gesamtheit einander an. Ahnlich
lasst sich in der LPA (B) festhal-
ten, dass ,ctrl-3‘ und ,ctrl-4‘ im Me-
dian oberhalb und ,infec-1* unter-
halb der anderen Mause ihrer je-
weiligen Gruppe liegen. So na-
hern sich auch diese beiden Un-
tersuchungsgruppen in ihrer Ge-
samtheit einander an, wobei auch
erwahnt werden sollte, dass ,in-
fec-4‘ deutlich aus ihrer Gruppe
heraussticht, aber dies einen sig-
nifikanten Unterschied zwischen
den Gesamtgruppen eher be-
gunstigt. In (C) liegen ,infec-1*
und ,infec-5° fir den PVR eben-
falls unterhalb der Mediane ihrer
Gruppe. Auch liegt ,ctrl-4* hier im
Median ebenfalls oberhalb ihrer
Gruppe.
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Anhangsabbildung 8:
Dupletdichte 10dpi
nach Maus

In der Abbildung sind die
Dupletdichten der zehn 10dpi
Mé&use nach Maus in allen
untersuchten Hirnarealen
([A]l, [B] und [C]) als Box-
Whisker-Plots nebeneinan-
der aufgetragen. Die Abbil-
dung soll eigentlich verdeutli-
chen, dass es interindividu-
elle Unterschiede zwischen
den Mausen einer Gruppe
gibt. Die Boxen zeigen je-
weils die Werte des 1. bis 3.
Quartils sowie den Median.
Die Whiskers Minimum und
Maximum. Es fallt auf, dass
der Median in beinahe allen
Tieren gleich 0 ist und die
Box-Plots entsprechend gar
nicht richtig zur Darstellung
kommen. Dies Il&sst sich
dadurch erklaren, dass in
den meisten Tieren nicht ein-
mal in der Halfte der unter-
suchten Schnitte des jeweili-
gen Tiers Duplets gefunden
werden konnte. Lediglich bei
,ctrl-2° und ,infec-4" in (A), ,in-
fec-2° sowie ,infec-4‘ in (B)
weisen eine mediane Duplet-
dichte ungleich 0 auf. In (C)
findet sich gar keine Maus
mit einer medianen Duplet-
dichte groBer 0. Allerdings
lasst sich auch festhalten,
dass die Mause der infizier-
ten Untersuchungsgruppe in
allen Arealen zumindest ten-
denziell héhere Dupletdich-
ten aufweisen.

Dies erklart die unnormale
Verteilung in Fehler! Ver-
weisquelle konnte nicht
gefunden werden. fir den
Vergleich der Dupletdichten
zwischen den gesamten Un-
tersuchungsgruppen.
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Anhangsabbildung 9:
Dupletdichte 20dpi
nach Maus

In der Abbildung sind die
Dupletdichten der zehn 20dpi
Mé&use nach Maus in allen
untersuchten Hirnarealen
([A], [B] und [C]) als Box-
Whisker-Plots nebeneinan-
der aufgetragen. Die Abbil-
dung soll eigentlich verdeutli-
chen, dass es interindividu-
elle Unterschiede zwischen
den Mausen einer Gruppe
gibt. Die Boxen zeigen je-
weils die Werte des 1. bis 3.
Quartils sowie den Median.
Die Whiskers Minimum und
Maximum. Es fallt auf, dass
der Median in beinahe allen
Tieren gleich 0 ist und die
Box-Plots entsprechend gar
nicht richtig zur Darstellung
kommen. Dies Il&sst sich
dadurch erklaren, dass in
den meisten Tieren nicht ein-
mal in der Halfte der unter-
suchten Schnitte des jeweili-
gen Tiers Duplets gefunden
werden konnte. Lediglich bei
,ctrl-5° in (A), ,infec-5" in (B)
sowie ,ctrl-5' und ,infec-2‘ in
(C) weisen eine mediane
Dupletdichte ungleich 0 auf.
Allerdings l&sst sich auch
festhalten, dass die Mé&ause
der infizierten  Untersu-
chungsgruppe in der LPA
und dem PVR zumindest ten-
denziell héhere Dupletdich-
ten aufweisen. Im Kortex
scheint die Dupletdichte ten-
denziell in der Kontrollgruppe
gréBer als in der infizierten
Gruppe zu sein.

Dies erklart die unnormale
Verteilung in Fehler! Ver-
weisquelle konnte nicht
gefunden werden. fir den
Vergleich der Dupletdichten
zwischen den gesamten Un-
tersuchungsgruppen.
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