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GrulBwort

Das Programm VETResearch kann bereits im dritten Jahr an unserer Fakultat angeboten
werden. Dank der Verlangerung der Férderung ,Lehre@LMU" bis Ende September 2016
konnen auch in den kommenden beiden Jahren die studentischen Forschungsprojekte weiter-
geflihrt werden. Diese Entwicklung ist sehr zu begriBen!

Ich erachte es fir wichtig, dass Studierende die Moglichkeit haben, sich bereits wahrend lhrer
Ausbildung gezielt mit dem Tatigkeitsfeld Forschung auseinanderzusetzen. Sie lernen ebenso,
sich bei der Prasentation des eigenen Projekts einer wissenschaftlichen Diskussion zu stellen.
Aus friheren Projekten haben sich in der Folge bereits Doktorarbeiten ergeben, weil in solchen
Projekten Kontakte geknlpft werden und ein Einblick in die Forschungsarbeit im betreuenden
Institut vermittelt wird.

Im Folgenden werden die Projekte von VETResearch 2014 kurz vorgestellt. Die Projekte
demonstrieren die groBe Bandbreite der Forschungsgebiete unserer Fakultat und ich bin jetzt
schon neugierig, welche Projekte im November 2015 vorgestellt werden.

Prof. Dr. Joachim Braun
Dekan



Evaluation eines Scoringsystems
von MRT-Bildern beim Schwein

Theresa Dolle
am Lehr- und Versuchsgut OberschleiBheim
Betreuer: Frau Dr. med. vet. Bernau

Ziel der Untersuchung:

Ziel der Untersuchung im Rahmen des VET Research Projektes war es, ein bereits entwickeltes
Scoring an vorhandenen MRT-Bildern anzuwenden und damit die Wiederholbarkeit des Scorings
zu erfassen.

Tiermaterial & Methode:

Die dieser Studie zugrunde liegenden Daten wurden im Rahmen eines durch das Bundesministe-
rium fur Bildung und Forschung (BMBF Projektnummer: 0316009B) geforderten Verbundprojektes
erhoben. Insgesamt lagen 39.424 Bilder vor. Diese stammten aus 6 Versuchsgruppen a 16 Tieren,
aufgeteilt in 3 Altersgruppen (Ferkel, Mastschweine, Jungsauen). Die Versuchstiere wurden mit
einem fur die Altersklasse entsprechend zugelassenem Impfstoff nach Packungsbeilage geimpft
und anschlieBend mittels MRT an den Tagen 1, 3, 8, 15, 22 und 29 untersucht (siehe Abb. 1).

Impfung (Tag 0) I

| MRT-Untersuchung(Tag 1, 3, 8, 15, 22, 29) |

Abb. 1: Darstellung des
Versuchsablaufs

01 3 8 15 22 29 Tag

Fir die MRT-Untersuchung wurde ein Siemens Magnetom Open verwendet. Fiir die Unter-
suchung der lokalen Impfreaktion wurden die folgenden Sequenzen verwendet:

B T1-gewichtete coronare Sequenz, nativ (T1cn)

M T2- gewichtete coronare Sequenz (T2)

B T1- gewichtete coronare Sequenz, mit Kontrastmittel (T1cKM)

B T1-gewichtete axiale Sequenz (T1a)

Scoring:
Das Scoring beruhte auf der Signalintensivierung (Sl), die sich in den verwendeten Sequenzen
als Aufhellung im MRT-Bild darstellte. Die folgenden Variablen wurden erfasst:

B Anzahl Bilder total

M Anzahl Bilder mit SI
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B Anzahl Bilder mit SI Score 3, 2 oder 1
B Ausdehnung Sl lateral (1/3, 2/3, 3/3)
B Ausdehnung S| caudal (1/3, 2/3, 3/3)

Abbildung 2 stellt das Scoring anhand der Signalintensivierung (Score 0 bis 3) dar.

Abb. 2: Scoring
anhand der Signal-
intensivierung

Abb. 3: Darstellung
des Scorings fir
die Erfassung

des AusmaBes in
laterale Richtung.

score 0 score 1 score 2 score 3

Ergebnisse:

Im Rahmen der Studie konnten die Daten aller 6 Versuchsgruppen gescored werden. Eine
Wiederholbarkeitspriifung zwischen zwei Scorern ergab ahnliche Tendenzen. Das Scoring
muss fur einen routinemaRigen Einsatz noch uberarbeitet werden.

Personliche Meinung:

Meiner Meinung nach bietet VET Research eine sehr gute Moglichkeit erste Einblicke in das
wissenschaftliche Arbeiten zu erhalten. Durch die Bearbeitung eines eigenen studentischen
Forschungsprojektes ist es Studierenden moglich wissenschaftliche Daten auszuwerten, zu
interpretieren und vorzustellen. So konnen Studierende wahrend des Studiums herausfinden,

ob sie Freude am wissenschaftlichen Arbeiten haben und vielleicht nach dem Studium eine
Dissertation anfertigen mochten. |



Erfassung der Knorpelauflage
beim Schwein mittels MRT

Katharina Winkler
am Lehr- und Versuchsgut OberschleiBheim
Betreuer: Frau Dr. med. vet. Bernau

Ziel der Untersuchung:

Ziel der Untersuchung im Rahmen des VET Research Projektes war es, vorhandene MRT-
Bildern auf ihr Knorpelvolumen auszuwerten. Die grundlegende Fragestellung bezog sich auf
die Moglichkeiten der MRT im Rahmen der leg weakness Forschung beim Schwein und die
Erfassung des Einflusses der Genetik auf die Knorpelauflage beim Schwein.

Tiermaterial & Methode:

Die Daten stammten aus vorangegangenen Studien und umfassten 75 Schweine mit 4
unterschiedlichen Genotypen: Deutsche Landrasse, Large Black, Piétrain x Cerdo Iberico,
Piétrain-Wildschwein-Duroc x Large Black. Die Mast dieser Tier erfolgte unter konventionellen
Bedingungen. Die Tiere wurden 3x wahrend der Mast untersucht (30 — 80 — 100 kg). Fiir die
MRT-Untersuchung wurde ein Siemens Magnetom Open verwendet. Fir die Untersuchung
wurde T1-gewichtete coronare Sequenz mit einer Schnittbilddicke von 15 mm verwendet. Die
MRT-Bilder wurden mittels der Able 3D Doctor Software auf das Knorpelvolumen ausgewertet.
Hierzu wurde zunachst das Schnittbild definiert, auf dem beide Knieknorpel dargestellt werden
konnten (siehe Abb 1; linkes Bild). Der Knorpel wurde fiir beide Knie sowie fur lateral und
medial manuell umrundet (siehe Abb. 1; rechtes Bild).

Abb. 1: Linkes Bild: Darstellung des Knieknorpels an beiden Kniegelenken (siehe Pfeile linkes
Kniegelenk). Rechtes Bild: Darstellung des umrundeten Knieknorpels bei beiden Kniegelenken.

Diese Daten wurden mittels der Statistik Software SAS 9.3 anhand einer Mischmodellanalyse
untersucht. Als fixer Effekt dienten die Genetik, die Scan-Nummer, das Geschlecht sowie deren
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Interaktion (Genetik*Scan-Nummer*Geschlecht). Als Zufallseffekt wurden das Untersuchungs-
datum und die Tiernummer eingesetzt.

Ergebnisse & Diskussion:
Die Ergebnisse zeigen Unterschiede im Knorpelvolumen bezogen auf die verschiedenen
Rassen und Geschlechter (siehe Tab. 1)

Tab.1: Ergebnisse der statistischen Analyse der Knorpelvolumina (durchschnittliches
Knorpelvolumen sowie Standardabweichung) aufgeteilt in die verschiedenen Genotypen und

Scan-Terminen (I, II & 111).

Durchschnittliches Knorpelvolumen + Standardabweichung [cm?3]

Genetik Scan | (30kg) Scan Il (80kg) Scan Il (100kg)
Deutsche Landrasse @ = 1.91 £ 0.33 0.79 + 0.30
Large Black @ 1.07 + 0.43 1.44 +0.31 1.22 +0.31
Large Black & 2.48 +0.48 1.94 £ 0.41 1.40 £ 0.40
Pietrain x Cerdo iberico ¢ 1.31 £ 0.53 0.88 + 0.48 0.52 + 0.60
Pietrain x Cerdo iberico & 1.52 £ 0.48 0.94 + 0.46 1.23 £0.76

Pietrain_Wildschwein_Duroc x Large Black @ 2.70 + 0.33 1.20 + 0.27 0.90 £ 0.43
Pietrain_Wildschwein_Duroc x Large Black & 4.32 + 0.37 1.72 +0.28 1.03 +0.43

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Darstellung und Volumenberechung der Gelenkknorpel im
MRT-Schnittbild méglich ist. Zudem sind Unterschiede hinsichtlich der Effekte Genetik, Scan
und Geschlecht feststellbar. Tendenziell zeigt sich eine Abnahme des Knorpelvolumens mit
steigendem Gewicht. Mannliche Tiere weisen in dieser Studie signifikant hohere Volumina auf
als weibliche Tiere. Es muss jedoch stets berticksichtigt werden, dass es sich zum Teil um
kleine Stichprobenumfange handelt, so dass eine deutlich groere Tierzahl bendtigt wird um
die Ergebnisse dieser Studie zu verifizieren.

Personliche Meinung:

Mein Projekt war in vieler Hinsicht sehr positiv. Ich hatte die Moglichkeit mich an wissenschaft-
liches Arbeiten heranzutasten. Das Ganze zum einen in einem sehr interessanten und lehrreichen
Versuch, zum anderen in einer ausgewogenen Kombination aus einem praktischen Versuch

und einem theoretischen Anteil. AuBerdem unter sehr guter Anleitung und Unterstiitzung. Dies
schon wahrend dem Studium ausprobieren zu konnen ist eine super Erfahrung, die mich definitiv
weitergebracht hat. Ich konnte einige Facetten kennenlernen, durfte selbst Initiative ergreifen
und eigene (Berufs-) Ideen weiterentwickeln und reifen lassen. Neben dem Uni-Alltag ist es
auBerdem auch mal schon, sich in eine konkrete Sache rein zudenken, freiwillig, und diese zu
gestalten. |



Biomechanische Eigenschaften von Klauenhorn
unter Einfluss versch. Protein-Mastrationen

Benjamin Faller
am Lehrstuhl fir Anatomie, Histologie und Embryologie
Betreuer: Herr PD Dr. med. vet. Maierl und Frau TA Lennermann

Ziel des gesamten Projekts ist es herauszufinden, ob und gegebenenfalls welchen Einfluss unter-
schiedliche Rohproteinanteile in der Mastration auf biomechanische Eigenschaften des Klauen-
horns haben. Daraus wurde als Fragestellung fur das studentische Forschungsprojekt der Teil
herausgenommen, der die Probengewinnung und -prufung betrifft.

Der umfassendste Teil meiner Arbeit bestand darin, zur Entwicklung der Verfahrenstechnik bzw.
Analysemethodik beizutragen und diese zu optimieren.

Von 60 Mastbullen (Rasse Deutsches Fleckvieh) wurden zufallsverteilt je eine vordere und eine
hintere Klaue verwendet und unter Berlcksichtigung der unten genannten Punkte eingefroren.
Diese Tiere waren in der Bayerischen Landesanstalt fur Landwirtschaft bis zu einem Alter von
durchschnittlich 500 Tagen gemastet worden. Hierbei waren verschiedene Mastrationen mit
einem Rohproteinanteil von 9%, 11%, 13%, 15% und 17% verfuttert worden.

Zunachst musste das Problem gelost werden, die Proben bei den einzelnen Schritten so schonend
zu bearbeiten, dass die Belastung des Materials minimiert wurde. Dann wurde fur eine reprodu-
zierbare Probenentnahme in Anlehnung an die , Bestimmungen fur die Verleihung und Fuhrung
des DLG-Qualitatssiegels fir Mittel zur Klauenpflege und Klauenhygiene” eine Schablone ange-
fertigt, die es ermoglichte, die Hornproben aller Klauen an gleicher Lokalisation und mit gleicher
Orientierung der Hornréhrchen zu entnehmen. Mithilfe dieser Schablone wurden aus den Klauen
dorso-abaxial quadratische Hornproben mit einer Kantenlange von ca. 2 cm gesagt. Nach Ent-
fernen der noch anhaftenden Lederhautreste mussten die Proben (ausschlieBlich Kronhorn) in
einem weiteren Schritt mithilfe eines Dickenhobels plan gehobelt werden. In Vorversuchen

dazu stellte sich heraus, dass eine gute Zufiihrung des Praparates zum Hobelmesser unabding-
bar war. Dazu wurden in Holzlatten mit einem Forstnerbohrer Vertiefungen gefrast, in die dann
die Hornproben mit Epoxid-Klebstoff eingeklebt wurden. So wurde das Horn mit dem umge-
benden Fihrholz abgehobelt und auf die gewtinschte Dicke gebracht.

Zum Ausfrasen der eigentlichen Prufkorperchen aus den Hornplattchen wurde eine computer-
gesteuerte Portalfrase (CNC Portalfraise GoCNC Hobby A4 Basic, www.gocnc.de) verwendet.
Diese wurde mit Hilfe einer Grafikdatei im fur Plotter verwendbaren HPGL-Format (Corel Draw)
gesteuert.

Der fischschwanzformige Fraskopf wurde von einem Proxxon-Industrie-Bohrschleifer angetrieben.
Auf einer zuvor angefertigten Matrize wurden immer 12 Proben zugleich mit doppelseitigem

Klebeband aufgeklebt und in mehreren Durchgangen ausgefrast. Beim Aufkleben einer groBeren =
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Anzahl an Proben hatte es das Problem gegeben, dass das Klauenhorn geringgradig trocknete
und sich deswegen zunehmend wolbte. Dies wirkte sich nachteilig auf die Haftung des Klebe-
bandes aus.

Die fertigen Prufkorperchen haben eine GroBe von 5x10 mm2. Eine mittige, sanduhrformige
Taillierung mit Materialbreite von 2 mm diente bei den anschlieBenden Zugversuchen als Soll-
bruchstelle. Da die Dicke der gehobelten Hornplattchen und damit auch die der Prifkorperchen
nicht standardisiert war, musste die Dicke mit einer Schiebelehre gemessen und im Steuer-
programm der Materialprifmaschine eingegeben werden.

In diesem Versuch wurde in Anlehnung an die Prufvorschrift der DLG (,Qualitatssiegel fir

Mittel zur Klauenpflege und Klauenhygiene”) streng darauf geachtet, dass die Anordnung der
Hornrohrchen senkrecht zur Langsachse des Prifkorperchens ausgerichtet waren. Aus Vorver-
suchen ist bekannt, dass aufgrund der Anisotropie des Materials, die Orientierung der Horn-
rohrchen in Langsrichtung des Prufkorpers deutlich andere Werte ergibt.

Mit der Materialprifmaschine Z 010 (Firma Zwick, Ulm) wurden anschlieBend die Zugversuche
durchgefihrt. Hierfiir wurden die beiden Enden der Prifkorperchen jeweils in eine Klemmbake
aus Edelstahl eingespannt. Zwei Flihrungsstifte dienten dazu, Dreh- und Scherkraften auf die
Probe zu verhindern, so dass ausschlielich Zugkrafte in Langsrichtung auf das Prufkorperchen
einwirkten. Die Belastung der Probe erfolgte in einem Zugversuch mit der zeitabhangigen Kraft-
zunahme von 2 N/sec wurden die Klemmbaken von der Maschine auseinandergezogen. Im Ideal-
fall rissen die Prufkorper an der dafiir vorgesehenen Taille quer durch. Die Parameter Kraft,
Weg und Zeit wurden engmaschig aufgezeichnet.

Mit dem Ende der Probenbearbeitung und der Zugversuche ist das studentische Forschungspro-
jekt erfolgreich abgeschlossen. Derzeit findet die Auswertung der gewonnenen Daten im Rahmen
der Dissertation von Frau Lennermann statt.

Aus den gemessenen Daten lasst sich das typische Weg-Kraft-Diagramm erstellen, anhand dessen
der Bereich festgelegt werden kann, in dem die Belastung der Probe elastisch ist. Dieser Mess-
bereich wird beispielsweise fir die Bestimmung des Elastizitatsmoduls verwendet. Daneben wird
die jeweilige Maximalkraft bei Bruch fir die verschiedenen Proben verglichen.

Aufbauend auf den gewonnenen Erkenntnissen und entwickelten Methoden sollen zukiinftig
weitere Untersuchungen zur Hornqualitat verschiedener Tierarten (z.B. kleiner Wiederkauer,
Pferd etc.) und zu unterschiedlichen Fragestellungen durchgefiihrt werden. |



Akzeptanz, Durchfihrbarkeit und , Lehr-Wert”
der Transkription von radiologischen Befund-
berichten zur Ausbildung von Studierenden in
klinischer Radiologie

Anna Vincek, Valentina Riehl
an der Chirurgischen und Gynakologischen Kleintierklinik
Betreuer: Herr Dr. med. vet. Brithschwein

Hintergrund und Zielsetzung

Die Tiermedizinstudenten lernen wahrend ihrer Studienzeit durch Schwerpunktsetzung auf
Diagnostik und Therapie mit Uberwiegend theoretischen Studieninhalten nur wenig tuber die im
spateren praktischen Berufsleben notwendige schriftliche Dokumentation. Die Idee des Projektes
war, dass Studenten durch Transkription diktierter Befunde bereits wahrend des Studiums
lernen konnen, wie radiologische Befunde zu erheben sind, wie der Befundbericht bezlglich
Beschreibung und Interpretation zu strukturieren ist, welche klinische Fachsprache und Termi-
nologie verwendet wird und wie man mit gangiger Praxissoftware praktisch arbeiten kann.

Das Ziel unseres Projekts war die Akzeptanz, Durchfuihrbarkeit und den subjektiven Lerneffekt
der Teilnehme bei der Transkription diktierter Radiologieberichte zu evaluieren.

Material und Methoden

Begonnen wurde die Transkription mit der Ausschreibung des Wahlpflichtfaches , Transkription
von radiologischen Berichten” fiir Studenten des 6. Semesters. Aufgrund der geringen Akzeptanz
des Wahlpflichtfaches wurde die Zielgruppe des Projekts kurz darauf geandert und das Augen-
merk nun hauptsachlich auf die Studenten der klinischen Rotation gerichtet. Die Studenten
erhielten eine Einfihrung in das Transkriptionsprogramm DDS Player Standard Transcription
Module Version 2.0.0.0 der Firma Olympus Imaging Corp. mit dazugehoriger Hardware sowie in
das Programm Vetera.net Campus 48.4.133 der Firma GP. Software und dicomPacs View Ver-
sion: 6.0.2 — 413 der Firma Oehm und Rehbein GmbH. Es wurde hierzu eine Videoanleitung auf
den Computern der Radiologie erstellt und gespeichert und an den beiden eingerichteten Arbeits-
plitzen Anleitungen zu den Programmen ausgehingt. Uber Kopfhorer konnten die Studenten die
Diktate anhdren und mit Hilfe eines FuBpedals anhalten sowie vor- und zurlickspulen. Auch die
Option, das Diktat langsamer oder lauter anzuhoren, wurde mit der Hardware ermaoglicht. Die
diktierten Befunde wurden in das Kliniksystem Vetera transkribiert. Als Anreiz fir diese Arbeit
wurde das bereits bestehende System der 40 auszufillenden Dokumente zum Erlangen der radi-
ologischen Sachkunde am Ende der Studienzeit erweitert, wobei nun zwischen praktischer
Durchfihrung einer Rontgenuntersuchung und Transkription unterschieden wurde. Ein Student
besal demnach wahrend seiner Zeit in der Radiologie zwei Dokumente, auf denen er einmal
Unterschriften fur die praktische Beteiligung an radiologischen Aufnahmen und zum anderen
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Unterschriften flr transkribierte radiologische Befunde sammeln konnte. Durch Bereitstellung
von Doppelbildschirm-Computern bestand die Moglichkeit, die radiologischen Bilder des Pati-
enten parallel zur Transkription des Diktats einzusehen und die Diagnose nachzuvollziehen. Im
Anschluss an den Fallbericht widmete sich der den Befund diktierende Radiologe in einem Epilog
noch einigen Zusatzpunkten, die nicht in die Patientenkartei einzutragen waren. Ziel des Epilogs
war es, dem Studenten in einer kurzen personlichen Ansprache weitere, fir diesen speziellen Fall
interessante Zusatzinformationen zu nennen, um den Lerneffekt tber das Befunden des vorliegen-
den Bildes hinaus zu erweitern. Es handelte sich dabei um Informationen zu Lagerungstechniken,
Hinweise auf Verwechslungsmoglichkeiten von verschiedenen Strukturen sowie Therapieansatze
und Prognosen fur die vorliegenden rontgenologischen Veranderungen. Mit Hilfe von eingezeich-
neten Pfeilen und Markierungen wurde es den Studenten zusatzlich erleichtert, die Befundung

zu verstehen. Um ein Feedback Uber die Arbeit zu erhalten, wurde jeder Student dazu angehal-
ten, einen mit dem Umfrage-Tool Lime Survey erstellten Online-Fragebogen bezliglich subjektiv
empfundenem Lerneffekt, eventuell aufgetretenen Problemen wahrend der Transkription und
Spafl an der Arbeit zu beantworten. Da fur die Evaluation des Transkriptionsprojekts allerdings
nicht nur die Meinung der Studenten mit einbezogen werden sollten, wurde auch eine Umfrage
unter den diktierenden Radiologen und dem Klinikpersonal, welches anschlieBend mit den
transkribierten Berichten arbeitete, durchgefuhrt. Hierbei richteten sich die Fragen in erster
Linie nach Umsetzbarkeit, Qualitat der Berichte und zeitlichem Management gegeniiber dem
alten System, in welchem die Berichte noch von den Radiologen selbst in das Klinikprogramm
eingetragen wurden.

Ergebnisse

Da die Teilnahme mit nur 25 vollstandig ausgefullten Fragebogen eher gering war, sind die
Ergebnisse nicht vollstindig représentativ und kénnen nur eine Tendenz anzeigen. Uber 60%
der Studenten gaben an, sich die Rontgenbilder immer direkt beim Abtippen des Befundes
anzusehen. Fur die meisten unter ihnen bedeutete das gleichzeitige Transkribieren und Zuhoren
keinen zusatzlichen Stress. Insgesamt konnte mit 64% der Studenten ebenfalls eine groRe
Mehrheit die diktierten Befunde im Zusammenhang mit den dargestellten Rontgenbildern
nachvollziehen und hatte eher selten Probleme durch fehlende anatomische beziehungsweise
rontgenanatomische Grundkenntnisse. Es stellte sich heraus, dass vor allem die Mitarbeiter der
Radiologie sowie Mitstudenten und auch gerne das Internet bei Unklarheiten befragt wurden.
Der Lerneffekt wurde bei Uber 50% der Studenten als gut bewertet. Es gab allerdings auch mit
32% einige Studenten, die ihn als maRig empfanden. Hervorzuheben ist, dass der Lerneffekt
gegenuber dem System in anderen Kliniken, in denen die Befunde von Rontgenbildern Gber-
wiegend mundlich mit den Studenten erhoben werden, als deutlich hoher empfunden wurde.
Bezlglich des SpaRfaktors drifteten die Antworten deutlich auseinander. Knapp 30% der
Befragten bereitete die Transkription groBe Freude, die gleiche Anzahl an Studenten empfand
sie allerdings als eher unangenehm. Die Umfrage unter den Radiologen ergab einige Vorteile,
aber auch Nachteile. Als positiv gewertet wurde die Moglichkeit, die Lehre unabhangig und
zeitversetzt stattfinden lassen zu konnen. Auch werteten sie den Lerneffekt als groRer, da die
Befunde genauer beschrieben werden, als es beim mundlichen Durchsprechen der Fall gewesen



ware. Zusatzlich konnte auch die Befundnomenklatur und -struktur vermittelt werden. Als nach-
teilig, da recht aufwendig, wurde die notige Einarbeitung der Radiologen und das Erstellen der
Anleitungen fur die Studenten beurteilt.

Das Ergebnis der Umfrage unter den Klinikmitarbeitern ergab ein liberwiegend positives Ergeb-
nis. So sind die Berichte durch die studentische Transkription schneller und zuverlassiger ver-
flgbar sowie ausfuhrlicher als vorher. Als Kritikpunkte wurden vorkommende Rechtschreibfehler
und Umgangssprache genannt.

Diskussion

Die Akzeptanz der Studie war bei dem initial geplanten Wahlpflichtfach eher schlecht. Nach
Abanderung der Zielgruppe stellte sie sich als etwas besser heraus und ergab mit einem Umfrage-
ergebnis von 56% an Studenten, denen die Transkription SpaR bereitete, ein zufriedenstellendes
Ergebnis.

Die Durchfuhrbarkeit war zu Beginn des Projektes nicht einfach, bedingt durch die Notwendig-
keit einer Vielzahl technischen Equipments wie Computer und Monitore und einem groBen Auf-
wand an Personaleinarbeitung sowie Erstellung von Anleitungen in Video-, Text- und Bildformat.
Diese mussten kontinuierlich an Anderungen des Ablaufs angepasst werden. Nachdem das Pro-
jekt fortgeschritten und die anfanglichen Schwierigkeiten Uberwunden waren, erwies sich die
Durchfuhrbarkeit allerdings als dulerst einfach.

Der Fragebogen ergab bezlglich des Lerneffektes ein recht positives Ergebnis. Zusammengefasst
wurde er durch die Studenten als Uberwiegend gut bewertet. Um den Lerneffekt unseres Projekts
nicht nur subjektiv anhand des Fragebogens, sondern auch objektiv evaluieren zu kénnen, waren
Testate zur Prifung des Wissensstandes der Studenten vor und nach Teilnahme am Projekt notig.
Zudem wurden Faktoren wie die unterschiedliche Qualitat der Diktate durch verschiedene spre-
chende Personen und das bestehende Arbeitsklima in der Radiologie noch nicht erfasst.

Weitere Entwicklungen

Durch Grindung einer Facebook-Gruppe sowie einer Doodle-Gruppe wurde den Studenten
ermoglicht, sich fur Transkriptionstermine unabhangig von der klinischen Rotation einzutragen.
Als eine Reaktion auf das Feedback der Studenten wurde begonnen, einen digitalen Rontgenatlas
zu erstellen und in das digitale Rontgenbildarchiv einzubinden. Dieser enthalt rontgenologisch
unauffallige Aufnahmen verschiedener Korperregionen und kann im Bedarfsfall direkt am Computer-
bildschirm als Vergleichsbild zu pathologisch veranderten Aufnahmen herangezogen werden.

Schlussfolgerung

Aufgrund des Erfolges und der Uberwiegend positiven Bewertung der Transkription wird diese
in der Radiologie der chirurgischen und Gynakologischen Kleintierklinik Minchen weitergefiihrt
und auch weiterhin von den Studenten evaluiert.

Danksagung

Wir danken den Mitarbeitern der Radiologie und Dr. Andreas Bruhschwein fur die tatkraftige
Unterstitzung unseres Projekts. |
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Primerredesign fur CCL5 Genexpressions-
studien mittels RT-PCR an bovinen
Endometriumsepithelzellen

Marietta SeuB, Elena Feltl, Katrin Torner, Magdalena Lindner

an der Klinik fiir Wiederkauer mit Ambulanz und Bestandsbetreuung
Betreuer: Herr Dr. Dipl. Ing. Agr. Weber, Frau Hilmer, Frau Kirsch und
Herr Prof. Dr. med. vet. Zerbe

Begriffserklarung CCL5:

Der Chemokin-Ligand-5 (CCL5) ist ein Gen, welches sich neben weiteren Chemokin-Genen
auf dem Chromosom 19 beim Rind befindet. Chemokine bilden eine Superfamilie von
sekretorischen Proteinen, welche an immunregulatorischen und entzindlichen Prozessen
beteiligt sind und dann verstarkt expremiert werden.

Die weitere Differenzierung dieser Superfamilie erfolgt in 4 Unterfamilien, jeweils auf ihre
Anordnung der N-terminalen Cystein- Reste des reifen Peptids basierend.

CCL5 verursacht die Freisetzung von Histamin aus Basophilen und aktiviert Eosinophile
Granulozyten.

Vorangegangene Forschungsarbeit:

Im vergangenen VetResearch Projekt von A. Helfrich (2013) wurde versucht eine Primer-
optimierung bezuglich der RT-PCR fiir das Gen CCL5 durchzufiihren. Bislang flihrte dieses

bei der Forschung nach diagnostischen Markern zur zuverldassigen Erkennung subklinischer
Endometritiden mittels RT-PCR an isolierten Endometriumsepithelzellen zu UnregelmaRigkeiten
in der Schmelzkurve.

Bedauerlicherweise war das PCR Ergebnis auf Grund von Primerdimerbildung nicht brauchbar.

Ziel/Aufgabenstellung:
Weiterentwicklung des Primerdesigns, basierend auf den Forschungsergebnissen des Jahres 2013

Methoden zur Erreichung des Forschungszieles:

1) Erweiterung der Schmelzkurven

Das vorangegangene Projekt arbeitete mit Temperatur von 58-62°C. Dieser Gradient wurde

in einen Bereich von 50-85°C erweitert und die Schmelzkurven fur das alte Primerpaar neu
aufgenommen, um mogliche Primerdimere zu erfassen. Jedoch brachte diese Varianz kein
befriedigendes Ergebnis, weshalb sich dazu entschlossen wurde neue Primer mit spezifischen
Eigenschaften auszuwahlen.

2) Filterung und Auswahl geeigneter Primer
An Primer in der RT-PCR werden besondere Anforderungen gestellt, welche moglichst
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einzuhalten sind, um optimale Ergebnisse im Versuch zu erzielen. Darunter zahlen:
M Primer Lange
18- 25 Basenpaare (Optimal 20 Bp)
Je langer der Primer, desto spezifischer bindet er. Jedoch je langer er ist,
desto geringer ist die Effizienz.
B Schmelztemperatur
Zwischen 58°C- 61°C
B Guanin/Cytosin Gehalt
Parameter fur die Spezifitat der Primer, optimal 50%
M 3- Ende
Sollte aus der Base Guanin bzw. Cytosin sein, da diese mit 3 Wasserstoffbricken-
bindungen aneinander liegen, wodurch die Spezifitat der Bindung erhoht wird.
M Polypyrimidine und Polypurine
Ihre Vermeidung ist sehr wichtig, da sonst die Wahrscheinlichkeit des
,Selbst Annealing” somit der Schleifenbildung eines Primers erhoht wird.
Daher eine abwechselnde Reihenfolge aus Purin und Pyrimidinbasen beachten.
M PCR- Produkt-GroRe
100-250 Basenpaare

Das ,National Center for Biotechnology Information (NCBI)" stellt einen Zugang zu wichtigen
DNA-, RNA- und Proteindatenbanken zur Verfigung. Durch das hier zugangliche Programm
Primer BLAST konnen zielspezifische Primer fiir die PCR entworfen bzw. ausgewahlt werden.
Hierbei stehen flexible Einstellungsmoglichkeiten zu Verfiigung, wodurch es ermdglicht wird
auf bestimmte Primer Eigenschaften einzugehen.

Somit konnten wir neue Primer fur Bos Taurus CCL5 auswahlen und mit diesen den Versuch
in der RT-PCR durchzufuhren.

3) Durchlauf der Primer

Durch die Eingabe bestimmter Voraussetzungen, welche unser Primer erfillen sollte, wurden
aus zehn Primerpaarvorschlagen der NCBI-Datenbank mit dem Programm Primer-BLAST
sieben exonlbergreifende Primerpaare getestet.

Nach deren Durchlauf konnten bestimmte Primer wie z.B. Primer 8 auf Grund unzufrieden
stellender Ergebnisse ausgeschlossen werden.

Allerdings zeigten die Resultate der RT-PCR bei unserem Primer 1, sowie dessen Schmelz-
kurven einen deutlichen Produkt-Peak in der Schmelzkurve bei 87°C. Dieser Primer fiihrte
zum gewtunschten Ergebnis! (siehe Poster)



Ergebnisse:

Es konnte eine deutliche Verbesserung durch das Primerredesign erzielt werden, da exon-
Ubergreifende Sequenzen verwendet wurden.

Der Primer 1 kristallisierte sich als Bester der getesteten heraus, obwohl auch dieser gering-
fligige Neigung zur Primerdimer-Bildung zeigte.

Mit dem Primerpaar 1 kénnten weitere Versuche zur Temperaturoptimierung von 58°C- 61°C
mit Berucksichtigung einer Standardkurve durchgefihrt werden.

Personliche Meinung:

Im Rahmen unseres Forschungsprojektes fiir VetResearch wurde uns eine groBe Flexibilitat von
Herrn Dr. Weber entgegengebracht. Hier durch war es uns maglich neben den Verpflichtungen
der Universitat, der klinischen Rotation und Pflichtpraktikas, an dem Projekt teilzunehmen.

Ein besonderer Wert wurde auf eine gute Grundkenntnis gelegt, um den Einstieg in unser For-
schungsthema zu erleichtern. In diesem Zusammenhang haben sich unsere Betreuer vorab dazu
entschlossen, das Projekt durch eine interne Fortbildung fir alle Beteiligten einzuleiten. Die
Referentin Melanie Spornkraft vom Lehrstuhl fiir Physiologie der TU Minchen/Weihenstephan
vermittelte uns wichtige Informationen beziglich der RNA Qualitatskontrolle und des Primer-
designs, welche die Basis fur erfolgreiche gPCR Experimente sind. Wir waren uns einig, dass
somit die besten Voraussetzungen geschaffen wurden, um mit unserem Projekt zu starten.
Darliber hinaus erhielten wir wichtige Information von Seiten unserer Betreuer bezliglich der
Arbeit im Labor und Umgang mit Kulturproben um bereits vom ersten Schritt eines Versuches
alles korrekt durchzuftihren.

Wahrend des Durchlaufes verschiedener Primer innerhalb unserer Forschungsarbeit fihrte dies
oft zu nicht befriedigenden Ergebnissen, wodurch wir lernten auch mit diesen umzugehen und
daraus gewisse Schlusse zu ziehen, den kompletten Versuchsablauf zu Uberdenken und somit
mogliche Fehlerquellen auszuschlieBen.

AbschlieRend mochten wir uns bei Herrn Dr. Weber, Frau Kirsch und Frau Hilmer fir die inten-
sive Betreuung, Geduld und Flexibilitat bedanken. Daruber hinaus, dass Sie uns ermadglicht
haben, an diesem Projekt fir VetResearch teilzunehmen, Erfahrungen zu sammeln und ein
weiteres wichtiges Gebiet der Veterinarmedizin nicht nur in der Theorie sondern auch der Praxis
kennenzulernen.
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u (m LMU Research

Klinik fiir Wiederkauer

mit Ambulanz und Bestandsbetreuung

Primerdesign fur CCL5- Genexpressionsstudien
Feltl E, Lindner M, Seu M, Torner K, Kirsch S, Weber F

Zielsetzung:

Das Primerdesign wurde, basierend auf den Forschungsergebnissen von A. Helfrich aus dem Jahr 2013, weiterentwickelt.
Diese kam zu dem Ergebnis, dass ein Primerredesign erforderlich ist. Forschungsgrundliage bilden in beiden Projekten
bovine Endometriumsepithelzellen, bei denen die Genexpression von CCL5 mittels spezifischer Primer bestimmt wurde.
Dieses Gen steht im Verdacht, an der Expression von Chemokinen (C-C motif) bei subklinischen Endometritiden des
Rindes beteiligt zu sein.

Verfahren:
Aus zehn Primerpaarvorschlagen der NCBI-Datenbank mit dem Programm Primer-BLAST wurden sieben
exonlibergreifende Primerpaare getestet. Dargestellt sind das Primerpaar 1 und 8.

Ergebnisse:

Sequenz: Projekt Helfrich vom 16.09.2013 Forward : 5°-cct gct gct ttg cct ata tct-3”
Reverse : 5™-agc act tgc tgc tgg tgt at-3"
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Abb.1: RT-PCR mit Standardpunkten 1.000.000 copies/jl Abb.2: Die Schmelzkurven fr das alte Primerpaar wurden in Abb.3: Lage des alten Primerpaares in dem Gen CCLS (Quelle: NCBI-PubMed)

bis 1000 copies/yl einem enweiterten Bereich von 50 bis 85°C aufgenommen, um
mogliche Primerdimere zu erfassen

Sequenz Primerpaar 8: Forward: 5'-cca tat gcc tcg gac acc ac-3*
Reverse: 5'-ctg gtg ata aag aca act gct gc-3°
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Abb. 4: RT-PCR Lauf mit einer Probe aus stimulierter boviner Abb.5: Schmelzkurven zu RT-PCR Lauf

Abb.6: Lage des Primerpaares 1 in dem Gen CCL5 (Quelle: NCBI-PubMed)
Endometriumsepithelzelkultur

Sequenz Primerpaar 1: Forward: 5'-gct tct gcc tce cca tat ge-3°
Reverse: 5'-cgc aag ttc agg ttc aag gc-3°
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Abb. 7:RT-PCR Lauf mit einer Probe aus stimulierter boviner b. 8: 2u RT-PCR Lauf. Die Abb. 9: Lage des Primerpaares 8 in dem Gen CCLS5 (Quelle: NCBI-PubMed)
Endometriumsepithelzellkuitur. Bei sehr hoher Zyklenzah st der Probe liegt b 67°C.
ein Anstieg der NTC akzeptabel.
Fazit:

Es konnte eine deutliche Verbesserung durch das Primerredesign erzielt werden, da exonibergreifende Sequenzen
verwendet wurden. Das Primerpaar 1 kristallisierte sich als bestes der getesteten heraus, obwohl auch dieser
geringfiigige Neigung zur Primerdimer-Bildung zeigte.

Mit dem Primerpaar 1 konnten weitere Versuche zur Optimierung der Annealingtemperatur und Erstellung einer
Standardkurve durchgefiihrt werden.



Immunhistochemische Untersuchungen
des zellularen Expressionsmusters
im Verlauf der Epileptogenese

Julia Gedon, Fabio Wolf, Annelieke Bok
am Institut fiir Pharmakologie, Toxikologie und Pharmazie
Betreuer: Frau Dr. med. vet. Russmann und Frau Prof. Dr. med. vet. Potschka

Julia Gedon

Abschlussbericht im Rahmen des VetResearch-Projektes von Julia Gedon

Titel: Etablierung einer immunhistochemischen Farbung zur Evaluierung der
TSPO-Expression im Rahmen eines Post-Status-epilepticus-Modells

Dauer: 4 Monate

Betreuer: Dr. Vera Russmann, Prof. Dr. Heidrun Potschka

Ziele/Aufgabenstellung:

Der Begriff Epilepsie kommt aus dem Griechischen und ist unter anderem auf den Begriff
,Epilambanein” zurlckzufiihren, was erfassen, befallen oder tberfallen bedeutet. Schon im
Kernstlick der traditionellen Literatur des Ayurveda, dem Charaka Simharta und in der Bibel
wurden Anfalle in Form einer gottlichen Krankheit oder Besessenheit beschrieben.

Lukas 9,37 ,, Da schrie ein Mann aus der Menge: Meister ich bitte dich, hilf meinem Sohn!

Es ist mein einziger. Er ist von einem Geist besessen; plotzlich schreit er auf, wird hin und
hergezerrt, und Schaum tritt ihm vor den Mund, und der Geist qualt ihn fast unaufhorlich.”
Erst Samuel-Auguste Tissot (,Traité de I'épilepsie”, 1770) und Hughlings Jackson (,A Study

of Convulsions”, 1869) haben mit ihren Werken die Grundlagen fiir die moderne Epileptologie
geschaffen, und insbesondere Hughlings Jacksons Erklarungen fir neurophysiologische Vor-
gange im Gehirn besitzen noch heute ihre Gultigkeit. Seitdem ist die Wissenschaft sehr weit
fortgeschritten, das EEG sowie weitere bildgebende Verfahren wurden etabliert, um sichtbar
zu machen, worunter ca. 1-2% der Bevdlkerung unserer Erde leiden. Etliche Forscherteams
arbeiten an der Entwicklung von Medikamenten, die diese Menschen von ihren Leiden befreien
sollen. Aus neueren Studien geht jedoch hervor, dass fast ein Drittel aller Epileptiker an einer
therapieresistenten Form leidet und daher darauf angewiesen ist, dass auf diesem Gebiet weiter
geforscht wird.

Einer dieser Ansatze befasst sich mit Entzindungen und der Aktivierung von Glia-Zellen sowie
der Hoffnung, dass man mit einer Modulation der Neuroinflammation Epilepsiepatienten helfen
kann.

Als Glia bezeichnet man Zellen, die zum Bindegewebe des Nervensystems zahlen und eine
wichtige Rolle als Hulle der Nervenfasern spielen. Zudem besitzen diese Zellen eine gewisse
Aufraum- und Reparaturfunktion, wenn es zu pathologischen Veranderungen im Gehirn kommt.
So konnte nachgewiesen werden, dass selbst kleinste Traumata, degenerative Veranderungen
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und veranderte neuronale Aktivitat, wie ein epileptischer Anfall zu einer raschen Aktivierung
der Gliazellen fuhren, welche dann unter anderem eine Entziindungsreaktion versuchen konnen.
In der aueren Mitochondrien-Membran dieser Gliazellen ist das Translocator Protein (TSPO),
welches friher als peripherer Benzodiazepin-Rezeptor bezeichnet wurde, lokalisiert. Es konnte
bereits nachgewiesen werden, dass TSPO vor allem nach Verletzungen und Entziindungen des
Gehirns ubermaRig exprimiert wird, und damit nicht nur im Zusammenhang mit diversen neuro-
degenerativen Erkrankungen wie Alzheimer und Parkinson von Bedeutung ist, sondern auch

bei Epilepsien eine groe Rolle spielt. Im Rahmen des vorliegenden Projekts wurde eine immun-
histochemische TSPO-Farbung etabliert, um die TSPO-Expression im Rahmen eines post-Status-
epilepticus-Modells evaluieren zu konnen. Dabei zeichnete sich ein Unterschied zwischen
epileptischen Tieren und Kontrolltieren ab, der jedoch im Rahmen zukUnftiger Projekte verifiziert
werden muss.

Abbildung 1: Im Rahmen der Etablierung der immunhistochemischen TSPO-Farbung zeichnete
sich ein Unterschied zwischen epileptischen Tieren (SE) und Kontrolltieren (Sham) ab.

>



Fabio Wolf

Abschlussbericht im Rahmen des VetResearch-Projektes von Fabio Wolf

Titel: Verifizierung der Implantatlokalisation sowie Etablierung einer histologischen Farbung
zur Evaluierung der Neurodegeneration im Rahmen des Amygdala-Kindling-Modells

Dauer: 4 Wochen

Betreuer: Dr. Vera Russmann, Prof. Dr. Heidrun Potschka

Ziele/Aufgabenstellung:

Weltweit zahlen Epilepsien zu den bedeutendsten neurologisch bedingten chronischen Erkran-
kungen. Die Pravalenz liegt beim Mensch bei ca. 1%, das heiBt ca. 800.000 Menschen alleine in
Deutschland sind betroffen. In der Tiermedizin werden die Pravalenzen mit 0.5-5% beim Hund
und etwas niedriger bei der Katze angegeben. Trotz der groen Zahl an Erkrankten konnen ein
Drittel der Patienten nicht effektiv behandelt werden, da sie Resistenzen gegen die gangigsten
Medikamente aufweisen. Somit wird deutlich, dass ein groBer Bedarf an der Erforschung neuer
Medikamente und innovativer Behandlungsmethoden besteht.

Den Forschungsgruppen stehen hierfur verschiedene Tiermodelle zur Verfligung, die sich durch
intensive Forschung auf diesem Gebiet und standige Weiterentwicklung etabliert haben. Durch
natlrlich bedingte groRe anatomische und physiologische Unterschiede ist es notwendig, dass
Tiermodelle gewissen Anforderungen und Standards entsprechen, um spatere Ergebnisse valide
interpretieren zu konnen. Grundlegend sind es drei Validitatsfaktoren, die ein gutes Tiermodell
kennzeichnen. Von groBer Bedeutung ist naturlich, dass sich die Symptome des ausgewahlten
Tieres mit denen der zu erforschenden Erkrankung ahneln, um plausible Rickschllsse ziehen
zu konnen (Augenscheinvaliditat). Folglich sollte nicht nur die Art der Symptomatik ahnlich sein,
sondern auch der vorangegangene Pathomechanismus, da es nur so moglich ist, die gewonnenen
Ergebnisse auch auf andere Spezies zu Ubertragen (Konstruktvaliditat). Als drittes wichtiges
Kriterium wird die pradiktive Validitat angesehen, die angibt, in wie fern mit den gewonnen
Ergebnissen mogliche Vorhersagen fir die Zukunft gemacht werden konnen, z.B. die Wirksam-
keit von Medikamenten betreffend. Speziell fur die Epilepsie stehen zwei

Tiermodellgruppen zur Verfugung, das akute und das chronische Modell. Um epileptische
Anfalle auszulosen werden chemische oder elektrische Reize verwendet, ohne die kein Anfall
stattfinden wiirde. Im Rahmen der elektrisch induzierten Tiermodelle unterscheidet man das
Status-Epilepticus-Modell (SE-Modell) und das Amygdala-Kindling-Modell. Beim SE-Modell ent-
wickeln die Tiere durch eine 25-minutige Stimulation der basolateralen Amygdala (BLA) einen
sich selbst erhaltenden Status epilepticus. Im Rahmen des vorliegenden Projekts wurde das
Amydala-Kindling-Modell verwendet. Dabei werden im Bereich der BLA zeitlich wiederholte
immer starker werdende elektrische Impulse gesetzt. Wahrend dieses Prozesses (,Aufkindeln®)
reagiert die betroffene Gehirnregion immer sensibler auf die elektrischen Reize und es ent-
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wickeln sich aus zunachst fokalen Anfallen sekundar generalisierte Anfalle (Beurteilung der
Anfalle siehe Tabelle 1, modifiziert nach Racine, 1972). Dieser Prozess lasst sich nicht beliebig
steigern. Die Tiere erreichen einen Punkt, ab dem die Empfindlichkeit fur den elektrischen Reiz
nicht weiter zunimmt. Dieser Zustand wird als ,vollgekindelt” bezeichnet.

Stadium Symptome
Stadium | Immobilitat, schwacher Fazialtonus
Stadium 11 Schwere Fazialklonien
Stadium 111 Einseitiger Vorderextremitatenklonus
Stadium IV Aufrichten und bilateraler Vorder-extremitatenklonus
Stadium (1V) Siehe 1V, ohne Aufrichten
Stadium V Aufrichten, mit Verlust der Stellreflexe, generalisierte klonische Krampfe
Stadium (V) Siehe V, ohne nach hinten oder zur Seite Uberfallen.
Tabelle 1

Grundvoraussetzung fur alle elektrischen Epilepsie-Modelle ist die exakte chirurgische Implanta-
tion einer Elektrode in die basolaterale Amygdala. Der korrekte Sitz der Elektrode ist ausschlag-
gebend fur den spateren Versuchserfolg und die Belastbarkeit der gewonnen Daten. Ziel des
vorliegenden Projektes war es, mittels einer histologischen Nachweismethode den korrekten Sitz
der Elektroden in den Gehirnschnitten von Tieren eines vorangegangenen Versuches zu belegen.
Zusatzlich wurde die FluoroJade-Farbung zur Evaluierung der Neurodegeneration etabliert.

Beschreibung der Methoden:

1. Herstellung der Gefrierschnitte

Die gefrorenen Gehirne wurden mit Hilfe eines Kryostaten geschnitten. Die Schnittdicke betrug
dabei 40 pm. Die Messertemperatur betrug durchgehend -18°C. Aufgefangen wurden die Schnitte
in einer 0,1 M Phosphatpufferlosung. Vor dem erneuten Einfrieren wurden die Schnitte in ein
Gefriermedium eingebettet. Nach 24 Stunden bei einer Temperatur von -20°C wurden die Schnitte
zur weiteren Aufbewahrung in einen Gefrierschrank mit einer Temperatur von -80°C lberbracht.

2. Aufziehen der Schnitte

Die gefrorenen Schnitte wurden aufgetaut und anschlieBend in 0.1 M Phosphatpuffer gegeben.
Nachdem die Schnitte in der richtigen Schnittfolge sortiert worden waren, wurden sie auf einen
mit Chromgelatine bedeckten Objekttrager aufgezogen und anschliefend luftgetrocknet.

-



3. Histologische Farbungen

Um die zu untersuchenden Strukturen unter dem Mikroskop sehen
zu konnen, mussen diese zuerst mit Hilfe von Farbungen sichtbar
gemacht werden. Die Darstellung der Praparate erfolgte mit Hilfe
der Nissl- Farbung. Bei dieser Farbung werden mithilfe der
basischen Substanz Thionin saure Strukturen der DNA und RNA in
den Somata der Neuronen angefarbt. Da in den Neuronen beson-
ders viel endoplasmatisches Retikulum vorliegt (Nissl-Schollen), in
den Gliazellen dagegen sehr wenig, wird eine klare Identifizierung
beider Zellgruppen deutlich. Der genaue Ablauf der Farbung wird
in Abbildung 1 gezeigt. Nach der Farbung wurden die Schnitte mit
Entellan und Deckglasern bedeckt. Zusatzlich wurde im Rahmen
des vorliegenden Projektes die FluoroJade-Farbung zur Evaluierung
der Neurodegeneration etabliert.

Ergebnisse:

Die korrekte Elektrodenimplantation konnte bei 100% der im
Rahmen dieses Projektes untersuchten Tiere bestatigt werden.

Im Rahmen der Etablierung der FluoroJade-Farbung zeichnete sich
ein Unterschied zwischen epileptischen Tieren und Kontrolltieren
ab. Dieser muss jedoch im Rahmen zukiinftiger Projekte verifiziert
werden.

Abbildungen:

F .
-4 e .
s v‘-*'_- [ g B
! £ ‘_-l

Ay s S )
* ’

o et

» 3 Min. 100% Ethanol

* 3 Min.95% Ethanol

+ 3 Min. 70% Ethanol

* 3 Min. 50% Ethanol

« 20 Sek. Thionin

= 3 Min. Aqua dest.

« 3 Min. 70% Ethanol

» 3 Min. 95% Ethanol

+ 3 Min. 100% Ethanol

+ 3 Min. Terpineol/ Rotisol

+ 3 Min. Rotisol |

« 3 Min. Rotisol Il

)
)
)
)
)
)
3 Min.50% Ethanol |
)
)
)
)
)
)

) 5 CECE Lo n Codlr {ndn o - 4

Abbildung 1

Abbildung A veranschaulicht die korrekte Implantationsstelle anhand des stereotaktischen Atlas
von PAXINOS und WATSON (2005). Abbildung B zeigt die Fotographie eines Nissl-gefarbten
Gehirnschnitts. Der vergroRerte Bildausschnitt veranschaulicht die korrekte Lokalisation der

implantierten Elektrode.
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Im Rahmen der FluoroJade-Farbung zeichnete sich ein Unterschied zwischen epileptischen
Tieren (SE) und Kontrolltieren (Sham) ab. Dieser muss jedoch im Rahmen zukiinftiger Projekte
verifiziert werden.



Annelieke Bok

Abschlussbericht im Rahmen des VetResearch-Projektes von Annelieke Bok

Titel: UPREGULATION OF CANNABINOID TYPE 1 RECEPTOR EXPRESSION IN A MOUSE
MODEL OF TEMPORAL LOBE EPILEPSY

Final report VETResearch-projects: 31st of March 2014- 27th of June 2014

A.E. Bok

Rijksuniversiteit Groningen, Groningen the Netherlands;
Ludwig-Maximilians-Universitat, Munich Germany

Supervisor/Institute: Dr. E.L. von Ruden, Prof. Dr. H. Potschka

Insitut fir Pharmakologie, Toxikologie und Pharmazie der Tierarztlichen Fakultat der
Universitat Minchen, Germany

Introduction

With an estimated number of 50 million people diagnosed, epilepsy is a profound neurodegene-
rative disease (Banerjee et al., 2009). Recurrent seizures found in epilepsy result from uncon-
trolled electric brain activity and synchronously firing neurons (Ekenstedt et al., 2012). A broad
range of cellular and molecular mechanisms are connected this hyperexcitable neuronal network
and consequently different types of epilepsy are known. The most common type is temporal lobe
epilepsy (TLE) (Browne and Holmes, 2001; Pitkanen and Lukasiuk, 2009). Aside cognitive and
behavioral impairments, molecular and cellular changes (e.g. neurodegeneration and neurogene-
sis) are features often linked to epilepsy (Chin and Scharfman, 2013; Reddy and Kuruba, 2013;
von Riiden, 2012). Moreover, in 22.5% of the epileptic patients, drug resistance occurs (Picot et
al., 2008). In those patients, consequences tend to be even more detrimental (Kwan et al., 2009).
In order to develop new anti-epileptogenic strategies, understanding the underlying mechanisms
of epilepsy and epileptogenesis is essential.

The endocannabinoid system (ECS) exerts a key regulating function in the central nervous
system (CNS), as well as in the periphery (Micale et al., 2013). Activated by postsynaptically
synthesized endocannabinoid ligands such as anandamide and 2-arachidonoylglycerol, it
modulates synaptic transmission, neuronal activity and neuronal plasticity (Katona and Freund,
2008). The G-protein coupled cannabinoid type 1 receptor (CB1R) plays a major role in this
regulation and is located presynaptically throughout the whole CNS in several neurotransmitter
systems (Piomelli, 2003). Upon activation, adenylyl cyclase is inhibited, leading to a decrease
in intracellular calcium and activation of inwardly rectifying potassium channels, eventually
leading to a decrease in neurotransmitter release in both excitatory as well as in inhibitory
synapses (Moreira et al., 2012). Thus, they suppress retrograde inhibitory and excitatory neuro-
transmission (Monory et al., 2006).

25

>> zurlick zu S. 3

So far, detailed etiology of epileptogenesis remains unknown, and a potential role of the ECS in
epileptogenesis and anti- or proconvulsant effects has been controversially discussed (Echegoyen
et al., 2009; Dudek et al., 2010). In afore used kindling model of TLE with CB1R knock-out mice,
seizure discharges resulted in an increase in behavioral and electrographic seizure response and
led to an increased seizure susceptibility (von Riuden, non-published data; Monory et al., 2006).
Kindling with electrically induced seizures via a localized depth electrode in the amygdala, forms
a stable hyperexitable network, resembling pathophysiological findings of temporal lobe epilepsy
(Goddard et al., 1969). Previous studies show influences or alterations of the ECS in both human
epileptic patients and animal models (Ludanyi et al., 2008; Magldczky et al., 2010; Wallace et al.,
2003, Kow et al., 2014). However, the exact ways in which this regulation through CB1R of
neurotransmitters is executed, remain unknown.

To consider CB1R as a putative target for anticonvulsant or anti-epileptogenic approaches, more
detailed information about the system’s mechanism and main targets is needed. Therefore, we
investigated the influence of kindling epileptic seizures on the CB1R expression in CamK-CB1
WT mice.

Material & Methods

In order to see a difference in the expression pattern of CB1R after seizures, CamK-CB1 mice
(n=17) were used. These mice have a well-described expression pattern of the CB1Rs in the ana-
lyzed brain areas, e.g. hippocampus. CamK-CB1 mice were purchased from Jackson Laboratory
and bred at the Max-Planck Institute of Biochemistry (Martinsried, Germany) before transferred
to the institute, weighing 21-25 g. Mice were held under controlled environmental conditions
(24-25°C; humidity 50%-60%; 12 h light/dark circle) with food and drink ad libitum. Electrode
(diameter 280pm) was implanted into the right amygdala, with stereotaxic coordinates AP -1.2,
L +3.5, DV -5.2.

Briefly, kindling was performed daily via electrical stimulation, 5 times per week. Seizure severity
was scored according to the Racine scale (Racine 1972) and duration defined as visually deter-
mined time period of limbic and/or motor seizure (McNamara, 1980). In total, 10 electrical
stimulations were applied. Animals were grouped in either a non-seizure (n=8) or seizure (n=9)
group. Six days after the last kindled seizure, mice were sacrificed.

Immunohistochemistry
After perfusion, brains were cut in 40 pm thick coronal slices with a microtome (Frigomobil,
Reichert-Jung; Heidelberg-NuRBloch, Deutschland) and stored into cryoprotectant solution



(glycerol and 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4, 1:1 in volume) at -80 °C. For immunostaining of
CB1R, free-floating slices were washed with TBS, unmasked in Sodium Citrate (pH 9) at 90°C for
20 minutes, washed again and treated with a goat blocking solution. Slices were then treated
with polyclonal rabbit anti-CB1 antibody (1:500; ABCAM, Cambridge, UK) for two days at 4°C.
After washing with TBS + 0,05% Tween20, incubation for one hour at room temperature in
biotinylated goat anti-rabbit IgG antibody (1:400; Jackson Immunoresearch Laboratories West
Grove, Pennsylvania, USA) and washing (TBS + 0,05% Tween20) followed. Slices were put for
20 min in 3% H202, washed with TBS and Tween again. Additionally, incubation for 1 hour at
room temperature in Streptavidin/HRP (1:4000; Dianova Hamburg, Germany), rinse in DAB-Kit
and TBS washing and mounting in chrome-gelatin were performed. Slides were air-dried over-
night and cover slipped with xylol and Entellan.

Image analysis & statistics

Positive cells in hippocampus were analyzed on a computer image analysis system. Hardware
consisted of an Olympus BH2 microscope with Plan-Neofluar objective (Zeiss, Gottingen,
Germany), CCD color camera (Axiocam; Zeiss, Gottingen, Germany) and AMD AthlonTM 64
processor-based computer with image capture interface card (Axiocam MR Interface Rev.A;
Zeiss, Gottingen, Germany). Images were 1388x1040 and processed with KS400 image analysis
software (Windows Release 3.0; Carl Zeiss Vision, Halbergmoos, Germany). In order to exclude
background signal, spatial calibration was done and signal threshold value was set for each
analyzed brain regions CA1, CA3 and DG. The polymorphic layer of the dentate gyrus was only
analyzed qualitatively and descriptively due to very weak CB1R staining.

To compare the hippocampal regions of kindled and non-kindled animals, unpaired student’s
T-test was performed.

Results

The CB1R staining holds in the cell membrane, and leaves the neuronal somata unstained. In
non-kindled CamK-CB1 WT mice, CB1Rs are densely expressed in the Ammon’s horn, mostly

in the stratum pyramidale in both CA1 and CA3 regions. Stratum radiatum expressed a lower
density than the stratum oriens. The molecular layer in the dentate area, especially the inner
third, is intensely lightened, in contrast to the granule cell layer, which appeared as a translucent
band. The polymorphic layer of the DG showed weak staining. At the junction between the granule
cell layer and the polymorphic layer many highly immunoreactive neurons were found.

In mice with seizures, the hippocampus showed a much stronger CB1R immunostaining. Especially
the CA1- and CA3-region revealed an increase in CB1R expression of 316% (p=0.0273; Fig 1C,
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1D) and 371% (p = 0.0231; Fig 1E, 1F) respectively (Fig. TA). In the DG CB1R expression in

the molecular layer tended to be elevated with an average of 271% (p=0.069; Fig 1A, 1G, 1H),
whereas CB1R expression in the polymorphic layer was not altered. Thus, seizures in mice seem
to increase the amount of CB1Rs in the pyramidal cell layer of the hippocampus.

Discussion

Regions of the Amon’s horn are mainly filled with pyramidal neurons, with a mostly excitatory
network in the pyramidal cell layer. The increase of the CB1R is thus found predominantly in
glutamatergic cells. In The polymorphic layer, where GABA-ergic interneurons are located, no
significant difference was found. Hence, seizures tend to increase CB1R density in the excitatory
neurons. Similar findings have been reported in both mouse models and in human patients
(Magléczky et al., 2010; Karlocai et al., 2011; Bojnik et al., 2012). Upregulation of the CB1Rs at
glutamatergic neurons may be a compensatory mechanism, in which activation and eventually
neurotransmitter release gets downregulated due to a stronger negative feedback loop of the
ECS. As stated earlier, this mechanism might serve as a protective endogenous mechanism
(Marsicano et al., 2003; Wallace et al., 2003; Monory et al., 2006). However, Falenski et al. (2009)
and Wyeth et al. (2010) found a reduced expression of CB1Rs in some neuronal subpopulations.
The difference could be due to the differences in epilepsy models (electric versus chemical).



A g R Figure 1. Differences in CB1R expression bet-
ween CamK-CB1 WT with or without seizures.
A. Expression of immunostained CB1R in per-
centages in CA1, CA3 and Dentate Gyrus (DG)
with or without seizures. Both CAT and CA3
show a strong increase in expression density
with 316% and 371% respectively, whereas
DG showed a tendency towards an increase.
B. Overview of the hippocampus in CamK-CB1
WT mice. C-H. Expression of CB1 receptor in
mice with (D,F,H) or without (C,E,G) seizures
in CA1, CA3 and DG. Immunostaining is more
intense in mice with seizures, indicating higher
number of CB1R.
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We showed upregulation of the CB1R at most likely glutamatergic synapses in the hippocampus
after kindling-induced seizures. This mechanism might be a protective alteration. More insights
in underlying processes and alterations may help to get a good understanding of the epileptic
pathophysiology. This can lead to more specific and better medicinal and pharmacological
approaches for epileptic patients.
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der klonierten caninen Opioidrezeptoren
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Ziel/Aufgabenstellung

Opioidanalgetika konnen eingeteilt werden in naturliche oder halbsynthetische Opioide vom
Morphin-Typ, in synthetische Opioide vom Piperidin-Typ und in gemischte Agonisten/Antago-
nisten. Vor allem letztere Gruppe weist zum Teil stark abweichende speziesspezifische Unter-
schiede in ihrer Wirkung auf. So wird BUTORPHANOL als Agonist am k-Opioidrezeptor (OPRK1)
und Antagonist am p-Opioidrezeptor (OPRM1) beschrieben. Da k-Agonisten beim Menschen eine
Dysphorie auslésen und Butorphanol bei drogenabhangigen Patienten durch seine antagonis-
tische Wirkung am OPRM1 Entzug auslost, unterliegt es nicht den betaubungsmittelrechtlichen
Bestimmungen. Es wird daher seit einigen Jahren vermehrt in der Tiermedizin eingesetzt. Die
Vertraglichkeit und Wirksamkeit von Butorphanol variiert dabei erheblich je nach Schmerzart
und Spezies. So ist Butorphanol beim Pferd gut vertraglich und aufgrund seiner ausgezeichneten
Wirksamkeit bei viszeralen Schmerzen zur Linderung starker Kolikschmerzen geeignet. Diese
Schmerzart wird durch OPRK1 an den viszeralen Afferenzen (Dehnungsrezeptoren an der glatten
Muskulatur) vermittelt. Beim Hund dagegen besitzt Butorphanol lediglich eine sedative Kompo-
nente. Es ist weder bei viszeralen noch bei traumatischen Schmerzen ausreichend analgetisch
wirksam. Beim Hund wird es daher zur Sedation und Narkosepramedikation in Kombination mit
sedativ-hypnotischen Analgetika (z.B. Medetomidin) eingesetzt. Bei der Katze wiederum ist
Butorphanol gut vertraglich, da ihm die exzitatorische Komponente der p-Agonisten fehlt. Auch
BUPRENORPHIN besitzt bei den einzelnen Spezies unterschiedliche Wirkeigenschaften. Obwohl
es beim Menschen als partieller Agonist am OPRM1 und Antagonist am OPRKT1 klassifiziert ist,
weist es beim Hund eine gute analgetische Wirksamkeit bei Weichteiloperationen aus. Um eine
Erklarung flr die genannten speziesspezifischen Unterschiede der Opioidanalgetika zu finden,
haben wir im letzten Jahr begonnen, die Opioidrezeptoren von Hund und Pferd zu klonieren und
die verschiedenen therapeutisch eingesetzten Opioidanalgetika funktionell zu charakterisieren.
Im abgelaufenen Jahr haben wir uns insbesondere mit dem OPRK1 des Hundes beschaftigt.

Experimenteller Ablauf und Ergebnisse

Wie im letzten Jahr vorgestellt, gestaltete sich die Klonierung der Rezeptoren als schwierig,
da das Genom der beiden Spezies nicht vollstandig annotiert ist. In diesem Sommer ist es uns
jedoch gelungen, den OPRK1 des Hundes aus einer cDNA Praparation des Hypothalamus
erfolgreich zu klonieren.
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1. Klonierung des OPRK1 aus dem Gehirn:

Die besondere Schwierigkeit bei der Klonierung des OPRK1 lag darin, dass in der von einem
Boxer stammenden genomischen Sequenz das 4. Exon des Rezeptorgens fehlt. Dieses wurde
schlieBlich mit Hilfe von degenerierten Primer aus der 3’"UTR vervielfaltigt. Die Basenabfolge
des erhaltenen Fragments wurde mittels Doppelstrangsequenzierung von der Fa. MWG Eurofins,
Ebersberg, entschlusselt. In Abbildung 1 ist die klonierte cDNA des OPRK1 dargestellt. Durch
Vergleich des translatierten Proteins mit den Rezeptoren von Mensch und Maus fallen in

der Tat deutliche Unterschiede auf. Die Aminosaurevariabilitdat im N-Terminus konnte auf
Unterschiede in der Bindung von Peptidliganden, aber auch im intrazellularen Transport zur
Zellmembran hindeuten. Unterschiede innerhalb der 7 transmembranen Domanen konnten die
Affinitat und intrinsische Aktivitat von ,small molecule”-Liganden beeinflussen, wahrend die
Unterschiede am C-Terminus Auswirkungen auf die Agonist-vermittelte Regulation des Rezep-
tors, also die Entstehung von Toleranz und Abhangigkeit, besitzen konnten.
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Abbildung 1: Links: Auf der rechten Spur des Agarosegels ist die klonierte cDNA des caninen
OPRK1 dargestellt. Das Fragment besitzt eine Lange von 1323 bp. In der mittleren Spur wurde im
Vergleich dazu ein noch unvollstandiges Fragment des OPRM1 aufgetragen. Rechts: Hier ist die
translatierte Primarsequenz des OPRK1 als Snake-Plot dargestellt. Aminosaureunterschiede zum
Menschen sind in Rot, zur Maus in Blau und zu Mensch und Maus in Violett markiert.
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2. Bestimmung der funktionellen Aktivitait des OPRK1 nach transienter Expression . 100 oe——a_
in COS-7 Zellen: 1004 e .
Fur die funktionellen Untersuchungen wurde der Rezeptor in COS-7 Zellen exprimiert. Hierzu 2 1 ' = 7 > .
wurde die cDNA des Rezeptors zunachst in den eukaryoten Expressionsvektor pcDNA3.1 der §_ Les . 2 < ___‘_.
Fa. Life Technologies, Darmstadt, in die beiden Schnittstellen Not1 und Xba1 der ,multiple E 50: g 50
cloning site” eingebaut. Die Plasmide wurden anschlieBend in E. coli vervielfaltigt und fir die < ] s
Transfektion mittels Saulenchromatographie aufgereinigt. = 254 £, =838% - . 251 Epex =294 %

{ EC5=109nM ECx=09nM
Bei den COS-7 Zellen handelt es sich um Nierenepithelzellen der griinen Meerkatze, die das g : - : = . . . v ’
T-Antigen fiir die extranukledre Replikation von SV40-haltigen Plasmiden enthalten. Diese Zellen Cnh -0 -9 -4 -7 o Ch -0 9 -8 -7 6
eignen sich hervorragend zur heterologen Expression gréBerer Proteinmengen. Weiterhin besit- log US0,488 log Butorphanol
zen diese Zellen nur eine einzige definierte Isoform der Adenylatzyklase (AC9), die durch inhibi-
torische Rezeptoren regulierbar ist. Sie stellen deshalb ein ideales Werkzeug dar, die Regulation .
der intrazellularen cAMP Produktion durch Opioidrezeptoren zu untersuchen. 1004 o & - '__“'.““-..._.__ &

1 ° = 754 . @
Fur die eigentlichen Untersuchungen wurden COS-7 Zellen in Petrischalen mit 10 cm Durch- & 754 o =
messer ausgesat und am nachsten Tag mit 10 pg Plasmid-DNA transfiziert. Als Transfekions- E 1 . >4 & 504
vermittler wurde Metafectene® der Fa. Biontex, Martinsried, verwendet. Dieses baut Plasmid- = 504 g
DNA in Liposome ein, die mit der Plasmamembran verschmelzen und so die DNA in die Zellen o 25_- E =379 % 254 £ =16.9 %
einschleust. Die Zellen wurden fiir einen weiteren Tag inkubiert und dann auf 24-Well Mikrotiter- | EE: =9.4nM Eg:, = 0.7 nM
platten umgesetzt. Nach weiteren 2 Tagen wurde die durch Opioide vermittelte Regulation der . " . . . . . . v . .
Adenylatzyklase bestimmt. Hierfir wurden die Zellen zunachst 3 x mit Medium gewaschen und Cn 9 S = 6 5 Cn -10 9 -5 - -6
anschieBend fir 15 min bei 37°C in Gegenwart steigender Konzentrationen der verschiedenen log Morphin log Buprenorphin
Opioide inkubiert. Die Bestimmung der cAMP Produktion erfolgte in Anwesenheit von Forskolin,
einem direkten Aktivator der Adenylylzyklase. Durch die vermehrte Produktion von cAMP lasst
sich der Opioideffekt besser darstellen. Folgende Opioide wurden verwendet: U50,488, ein Abbildung 2: Hemmung der Forskolin-stimulierten cAMP Produktion durch U50,488, Morphin,
selektiver k1- und k2-Agonist, der als ,Goldstandard” fir einen vollen Agonisten am OPRK1 gilt. Butorphanol und Buprenorphin. Die Daten wurden mit Hilfe des Programms ,GraphPad Prism”
Analog dazu hatte man auch den endogenen Liganden Dynorphin A verwenden konnen, der der Fa. Statcon, Witzenhausen, ausgewertet und als Dosis-Wirkungskurven dargestellt.
jedoch aufgrund seiner peptidergen Struktur weniger gut fur in-vitro Untersuchungen geeignet
ist. Weiter wurden Morphin und Butorphanol, beides Agonisten am OPRK1 und Buprenorphin, Die Inkubation von COS-7 Zellen mit steigenden Konzentrationen von U50,488 fuhrt zu einer
ein Antagonist am OPRK1 verwendet. Nach dem Abstoppen der Reaktionen mit 1T N HCI wurde dosis-abhangigen Hemmung der cAMP Produktion um ca. 83%. Dies stellt in diesem System die
das gebildete cAMP mit Essigsaureanhydrid acetyliert und anschlieBend im ELISA bestimmt. maximale Wirksamkeit (Efficacy) eines Opioids dar, die fiir einen vollen Agonisten charakteri-
Dieser stand am Institut zur Verfiigung. Die Ergebnisse sind in Abbildung 2 dargestellt: -> stisch ist. Die Wirkstarke aller anderen Opioide wird auf diesen Wert bezogen. Die Wirkstoffkon-

zentration, bei der eine halbmaximale Hemmung der cAMP Produktion erreicht wird, ist ein Maf§
fir die Wirkpotenz. Diese liegt fur U50,488 bei ca. 10 nM. Im Vergleich dazu vermag Morphin

die cAMP Produktion lediglich um ca. 37% zu hemmen. Morphin stellt daher einen partiellen
Agonisten dar, der selbst in hochsten Konzentrationen nicht dieselbe Wirksamkeit am Rezeptor =
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wie U50,488 ausbildet. Butorphanol weist eine dem Morphin vergleichbare Wirksamkeit auf. Es
kann die cAMP Produktion um ca. 30% hemmen. Es stellt daher wie Morphin einen partiellen
Agonisten am OPRK1 dar, was seine nur maige Wirksamkeit beim Eingeweideschmerz des
Hundes erklart. Buprenorphin dagegen besitzt kaum inhibitorische Wirkung, es besitzt aber die
hochste Wirkpotenz, die bei ca. 0,7 nM liegt. Dies weist auf einen ausgepragten Antagonismus
am OPRKT hin.

Zusammenfassung/Ausblick

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass der klonierte OPRK1 des Hundes funktionell aktiv
ist und sich das verwendete Zellsystem fiur die Expression der Rezeptoren eignet.

Mit den exprimierten Rezeptoren des Hundes steht nunmehr ein Testsystem zu Verfligung,

das eine umfassende Charakterisierung der pharmakologischen Eigenschaften der therapeutisch
eingesetzten Opioide ermoglicht. Flur die Zukunft haben wir daher noch viel Arbeit vor uns. Wir
mochten unter Einbeziehung weiterer Opioide noch vergleichbare Dosis-Wirkungskurven fir
den OPRM1 des Hundes sowie fur die beiden Rezeptoren des Menschen erstellen. Erst dann
konnen wir eine Aussage lUber mogliche speziesspezifische Wirkunterschiede treffen. Die ersten

Ergebnisse sind aber schon vielversprechend, so dass wir uns auf die weiteren Aufgaben freuen.

Danksagung
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Einleitung

Opioide weisen zum Teil stark i i L
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in ihrer Wirkung auf. So wirdzB. BUTORPHAN O L beim Pferd zur Linderung starker Kolikschmerzen eingesetzt. Beim Hund

dagegen ist s bei viszeralen Schmerzen nur schwach wirksam und wird bei dieser Spezies lediglich zur Sedation und Narkoseprémedikation in Kombination mit sedativen Analgetika (c,-Adrenergika)
verwendet. Beim Menschen I6st Butorphanol eine starke Dysphorie und Ubelkeit aus. B U P R E N O R P H I N dagegen soll beim Menschen als Antagonist am OPRK1 wirken, besitzt beim Hund jedoch eine
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Experimenteller Ablauf und Ergebnisse

1. Klonierung des x-Opioidrezeptors (OPRK1) aus dem Gehirn:

Strategie: RT-PCR mit Primern, abgeleitet von der genomischen Sequenz

Probleme:
— Unvolisténdige Annotierung des Genoms
— 4. Exon fehit

— Rassespezifische Unterschiede (SNPs)

Lésung:
Bestimmung der Sequenz des 4. Exons durch
und Ableitung
Primer aus der 3'UTR.

2. Bestimmung der funktionellen Aktivitat des OPRK1 nach
transienter Expression in COS-7 Zellen:

OPRK1 cDNA

Transfektionsmedium
(Metafectene®)

Tag 0: Transfektion

Tag 1: Ausplattierung auf
Multiwellplatte
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Abbildung 1: Klonierung des caninen OPRK1 und
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Ziel des Projektes war es daher, speziesspezifische Unterschiede in der Wirkung von Opioiden anhand der kionierten Opioidrezeptoren zu beschreiben
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Abbildung 2: Hemmung der Forskolin-stimulierten GAMP Produktion durch Opioide
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Tag 3: Stimulation der Zellen fiir 15 min. bei 37°C mit steigenden Konzen-

trationen verschiedener Opioide in Gegenwart von Forskolin und
nachfolgende Bestimmung des gebildeten CAMP im ELISA.
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Generierung der vier ERBB4-Isoformen
und ihre Klonierung in Expressionsvektoren
fur in vitro und in vivo Studien

Andreas Ohm
am Institut fiir Molekulare Tierzucht und Biotechnologie
Betreuer: Herr Dr. Dahlhoff

Der ERBB4-Rezeptor, ein Mitglied der Rezeptor-Tyrosinkinase-Gruppe, wird in vielen verschie-
denen Organen und Geweben exprimiert. Wahrend die Gruppe der Rezeptor-Tyrosinkinasen,
zellwandstandige Rezeptoren mit intrazellularer Tyrosinkinase-Domane, die u.a. am Zellwachs-
tum beteiligt sind, bereits seit langerer Zeit bekannt ist, wird in der Literatur kontrovers disku-
tiert, ob es sich bei ERBB4 um ein Onkogen oder einen Tumorsuppressor handelt.

Mittlerweile ist bekannt, dass ERBB4 durch alternatives Splicing gewebespezifisch in vier ver-
schiedenen Isoformen exprimiert werden kann. Die Isoform JMa kann durch tumor necrosis
factor alpha converting enzyme (TACE), im juxtamembrandsen Bereich des Rezeptors, in eine
extrazellulare Domane (ECD) und durch y-Sekretasen in eine intrazellulare Domane (ICD)
gespalten werden.

Die Isoform JMb hat durch alternatives Splicing diese Schnittstellen verloren und kann nicht in
die entsprechenden Domanen gespalten werden.

Die ICD kann in den Zellkern gelangen und selbst als Transkriptionsfaktor fungieren. oder mit
solchen interagieren. Interessant fur die Bedeutung des ERBB4-Rezeptors in der Tumorgenese
ist, dass die ICD das Tumorsuppressorprotein TP53 durch Phosphorylierung stabilisieren kann.
Die zwei moglichen ICDs, resultierend aus den Splice-Varianten JMa-CYT1 und JMa-CYT2,
scheinen z.B. im Brustgewebe unterschiedliche Aufgaben wahrzunehmen: ICD-CYT1 reduziert
die Proliferation und ICD-CYT2 steigert die Proliferationsrate. Die Isoform JMa-CYT2 ist bei
Brusttumoren haufig uberexprimiert. Die gewebespezifische, unterschiedliche Expression der
einzelnen Splice-Varianten konnte die kontroversen Ergebnisse erklaren, die ERBB4 mal als
Tumorsuppressor und mal als Onkogen identifizieren.

In diesem Forschungsprojekt ging es darum, die vier moglichen Isoformen des ERBB4-Rezeptors
zu isolieren und jeweils in einen ubiquitaren Expressionsvektor (pEGFP-C1 bzw. pCAGGS), lber-
zuexprimieren.

Dazu wurde zundachst die RNA einer humanen Kolonzellkarzinom-Zelllinie mittels Reverser
Transkriptase in cDNA umgeschrieben.

Aus der produzierten cDNA wurde mit Hilfe einer PCR versucht, die ERBB4-cDNA zu amplifi-
zieren. Das PCR-Produkt wurde uber ein Gel aufgereinigt und eluiert.

Nun sollte das PCR-Produkt (ca. 4000 bp) in einen geeigneten Vektor kloniert werden.

Als Vektor wurde das Plasmid pSC-B-amp/kan verwendet. Im Bereich der Blunt PCR Product
Insertion Site, die das Gen LacZ beinhaltet, wurde das PCR Produkt ligiert, und das Plasmid
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in einen genetisch modifizierten Stamm von E. coli transformiert.

Die Bakterien wurden dann auf einem mit X-Gal versetzten Nahrmedium (mit Ampicillin)
kultiviert.

LacZ codiert das Enzym B-Galaktosidase, das das farblose X-Gal in Galaktose und 5-Brom-
4-chlor-3-hydroxyindol spaltet. Letzteres wird unter Sauerstoffeinfluss zu 5,5'-Dibrom-4,4'-
dichlor-indigo oxidiert, was dann tiefblau erscheint.

Diesen Mechanismus macht man sich zunutze, um bei Abwesenheit des blauen Farbstoffes von
der Abwesenheit von f-Galaktosidase auszugehen und somit darauf zu schlieBen, dass entspre-
chend weil/farblos gebliebene Kolonien das Plasmid mit dem PCR-Produkt aufgenommen haben
Im nachsten Schritt wurden farblose Kolonien gepickt und diese tber Nacht in Nahrmedium mit
Ampicillin inkubiert, um dann deren DNA zu isolieren.

Die isolierten Plasmide wurden mit einem Restriktionsenzym verdaut, mit EcoRl, um festzustellen,
ob das PCR-Produkt tatsachlich aufgenommen wurde. Dann erfolgte eine Gelelektrophorese. Bei
Erfolg sollten 3 Banden erscheinen, bei 4000 bp (Plasmid), 3000 bp (1. Teil des PCR-Produktes),
1000 bp (2.Teil des PCR-Produktes), wie in den Reihen 8 und 10 zu erkennen, was auf die Auf-
nahme des PCR-Produktes in den entsprechenden Bakterienklonen hinweist.

Ein weiterer Verdau, diesmal mit Xhol, sollte klaren, wie das PCR Produkt eingebaut wurde. Da
Xhol im Plasmid kurz vor der Insertionsstelle schneidet und auch im Produkt selbst, stellte eine
Bande von ca. 1000 bp Lange dieses herausgeschnittene Fragment dar.

Die beiden Klone wurden mittels PCR auf ihre Isoform hin Gberpriift.

Die erscheinenden Banden lieRen erkennen, dass es sich um die Isoform JMa-CYT1 handelt.

Das PCR Produkt wurde nun in den Expressionsvektor (pEGFP-C1) kloniert. Dafiir wurden die
Plasmide der beiden Klone mit EcoRV, Sacll und Puvl verdaut und der Expressionsvektor mit
Sacll und Smal.

Das PCR-Produkt wurde mit dem geoffneten Expressionsvektor ligiert und anschlieBend in E.
Colis transformiert. Ein Xhol-Probeverdau sollte klaren, ob das PCR-Produkt in den Expressions-
vektor eingefligt wurde.

Bevor nun die Generierung der anderen Isoformen beginnen sollte, wurden die Plasmide sequen-
ziert.

Beim Sequenzieren der Probe fielen ca. 85 Basenpaare in der Sequenz auf, die normalerweise
nicht da sein sollten. Bei dieser cDNA handelt es sich wahrscheinlich um eine fehlerhafte mRNA,
die hochwahrscheinlich noch vor der Translation abgebaut wird. Die zusatzlichen Basen flihren
zu einem Frameshift, was ein Nonsensprotein entstehen lasst. Eventuell liegt es auch in der
Natur der Tumorzelllinie, dass eine fehlerhafte mRNA des ERBB4-Gens transkribiert wird, um

so eine Expression von ERBB4 zu verhindern.

Dadurch kénnte auch erklart sein, dass das Gewinnen und Klonieren des Gens gewisse Schwierig-
keiten bereitet hatte.

Da sich die Karzinom-Zelllinie als sehr hartnackig herausgestellt hatte, sollen die Experimente
zur Isolierung der 4 Isoformen des humanen ERBB4 mit neuer cDNA aus einer anderen Quelle
wiederholt werden. ERBB4 wird sehr stark in Neuronen exprimiert, weshalb cDNA aus einer
humanen Gehirnbiopsie verwendet werden soll. Die entsprechende Probe sollte dabei nicht von
einem erkrankten Individuum stammen. |



Vergleichende osteometrische Analyse von
Greifvogelmumien aus der unterirdischen Tier-
nekropole von Tuna el-Gebel, Mittelagypten

Ursula Mutze

am Institut fiir Paldoanatomie, Domestikationsforschung und Geschichte der Tiermedizin und
am Institut fiir Agyptologie

Betreuer: Herr Univ. Prof. Dr. med. vet. habil. Peters, Frau PD Dr. med. vet. Goebel,

Frau Dr. med. vet. Schwarzenberger, Frau Dr. phil. Péllath und Herr Kessler

Die Fundstelle

Im mittelagyptischen Tuna el-Gebel befindet sich der Friedhof der antiken Stadt Hermopolis
magna. Zwischen dem 6. Jahruhundert v. Chr. Und dem 3. Jahrhundert n. Chr., also wahrend
einer Nutzungsdauer von ca. 700 Jahren, wurden in unterirdischen Galerien Uber eine Million
mumifizierte Tiere bestattet. Es handelt sich ganz Uberwiegend um Heilige Ibisse (Threskiornis
aethiopicus), aber auch verschiedene Haus- und Wildsaugetiere, Reptilien, Fische und 90 Arten
von Wildvogeln, darunter viele Tag- und Nachtgreifvogel, sind vertreten.

Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Bestimmung der Geschlechterverhaltnisse bei den ver-
schiedenen Greifvogelarten im Fundgut. Der Sinn dieser Untersuchung liegt darin, moglicher-
weise zu erkennen, ob es sich bei den mumifizierten Tieren um einen zufalligen Querschnitt aus
der Wildpopulation dieser Arten handelt, oder ob unter bestimmten Kriterien eine Auswahl
getroffen wurde.

Methodik

Die Geschlechtsbestimmung basiert auf der Tatsache, dass bezliglich der Korpergroe bei Greif-
vogeln ein mehr oder weniger stark ausgepragter Geschlechtsdimorphismus besteht, dergestalt,
dass die Weibchen grofer sind, als die Mannchen. Es wurden die bereits vorliegenden MaRe der
Greifvogelknochen aus dem Fundgut verwendet, sowie rezente Skelette aus der ,Staatssamm-
lung fir Anthropologie und Paldoanatomie Miinchen” vermessen (nach von den Driesch 1976).
Zunachst wurden einfache Streudiagramme erzeugt, indem ein BreitenmaR mehrerer Exemplare
eines Skelettelements, z.B. mehrerer Humeri, gegen deren jeweilige groRte Lange aufgetragen
wurde. Die Knochen, die von mannlichen Tieren stammen, sind, weil sie kleiner sind, in einem
solchen Diagramm unten links zu finden, wahrend sich die groBeren Knochen der weiblichen
Tiere eher oben rechts darstellen. Im Idealfall ergeben sich zwei deutlich voneinander getrennte
Punktewolken, die die mannlichen und weiblichen Knochen darstellen, sodass das Geschlechter-
verhaltnis sehr deutlich ersichtlich wird. Dies war beim Sperber (Accipiter nisus) der Fall, da
dieser von den untersuchten Greifvogelarten bei weitem den ausgepragtesten Sexualdimorphis-
mus besitzt.
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Bei den anderen Arten Uberschnitten sich die Punktewolken, sodass weitere MaBnahmen notig
waren.

Hier wurde der LSI (= Logarithm Size Index) verwendet (Simpson 1941). Der Hauptzweck dieser
Methode besteht darin, die MalRe verschiedener Skelettelemente miteinander vergleichbar zu
machen, indem sie auf die MalRe eines Referenzindividuums bezogen werden. Die Methode eig-
nete sich daher auch besonders fur die Arten, die im Fundgut nur in geringer Zahl vertreten sind.
Ein weiterer Vorteil dieser Methode bestand darin, dass auch die Knochen miteinbezogen werden
konnten, die zerbrochen waren und deren groSte Lange daher nicht gemessen werden konnte,

da fur den LSI von jedem Knochen nur ein Breitenmall verwendet wird.

Methodische Schwierigkeiten

1.) Da die Geschlechtsbestimmung auf dem Geschlechtsdimorphismus beruht, kann sie nur bei
Vogelarten durchgefiihrt werden, bei denen dieser Dimorphismus einigermaBen deutlich
ausgepragt ist.

2.) Da die rezenten Vergleichsskelette liberwiegend aus Mitteleuropa stammen, sind sie bei
vielen Arten durchschnittlich groBer als die Skelette des agyptischen Fundguts. Zum Teil
handelt es sich sogar um unterschiedliche Unterarten, die sich nicht nur in der GroR3e,
sondern auch in den Proportionen geringfligig unterscheiden konnen.

3.) Besonders erschwert wurde die Auswertung, wenn im Fundgut selbst unterschiedliche
Unterarten vorhanden waren. Dies war beim Turmfalken (Falco tinnunculus) der Fall. Hier
war aufgrund dieser Tatsache und aufgrund des geringen Geschlechtsdimorphismus keine
Aussage Uber die Geschlechterverteilung moglich.

4.) Bei vielen Arten war aufgrund der auBerst geringen Stiickzahl keine vernlinftige Aussage
Uber das Geschlechterverhaltnis moglich.

5.) Von manchen Spezies waren keine oder deutlich zu wenige rezente Vergleichsskelette
vorhanden.

Ergebnisse

Von den 18 Greifvogelarten, die im Fundgut vertreten waren, wurden 9 nicht naher betrachtet,
da sie offensichtlich in viel zu geringer Stiickzahl vorlagen. Von den uUbrigen 9 Arten konnten bei
5 aufgrund der oben beschriebenen Probleme, besonders des zu geringen Geschlechtsdimor-
phismus, keine belastbaren Aussagen uber die Geschlechterverteilung getroffen werden.
Lediglich bei 4 Greifvogelarten konnten die Knochen mit ausreichender Sicherheit den
Geschlechtern zugeordnet werden, sodass eine quantitative Aussage uber das Geschlechterver-
haltnis moglich war.

Da die Knochen zum Zeitpunkt der Bergung grofSteils bereits nicht mehr als zusammengeharige



Skelette vorlagen, sondern wild verstreut waren, kann keine Aussage daruber getroffen werden,
wie viele weibliche und mannliche Individuen vorliegen. Stattdessen wird angegeben, wie viele
Knochen von mannlichen und wie viele von weiblichen stammen:

Knochen von Knochen von
mannlichen Individuen  weiblichen Individuen

Sperber (Accipiter nisus): 34 59
Rohrweihe (Circus aeruginosus): 88 11
Lannerfalke (Falco biarmicus): 25,5 14,5
Sakerfalke (Falco cherrug): 8 27

Bei Uberschneidungen im LSI-Diagramm wurde die Schnittmenge auf die Geschlechter aufgeteilt.
Dadurch entstanden die Kommazahlen.

Schlussfolgerung und Ausblick

Aus der Tabelle wird ersichtlich, dass die Geschlechterverhaltnisse zum Teil sehr deutlich von
dem vielleicht erwarteten 1:1-Verhaltnis abweichen, und zwar in beide Richtungen. Im nachsten
Schritt missten nun die Geschlechterverhaltnisse der einzelnen Spezies in freier Wildbahn
ermittelt werden, da nicht davon ausgegangen werden kann, dass dieses 1:1 betragt. Erst dann
konnte man daruber spekulieren, ob eine Auswahl bestimmter Individuen fur die Mumifizierung
stattgefunden hat.

AbschlieBend mdchte ich mich beim gesamten Team des Instituts fur Palaoanatomie, Domesti-
kationsforschung und Geschichte der Tiermedizin sehr herzlich fir die gute Zusammenarbeit
bedanken. Alle hatten immer ein offenes Ohr und standen mir mit Rat und Tat zur Seite, was

die Zeit am Institut flir mich zu einer sehr schonen und wertvollen Erfahrung gemacht hat. |
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Rule outs
fur 20 Hauptsymptome (Buiatrik)

Theresa Greimel, Andreas Ohm, Lena van Buggenum, Catherine Gutfried, Svenja Gerbig,
Dorothee Depka, Katharina Haffelin, Daniela Schmidle, Laura Kellermann, Hannah Linington,
Denise Messerer

an der Klinik fiir Wiederkauer mit Ambulanz und Bestandsbetreuung

Betreuer: Herr Dr. med. vet. Stadler und Frau Prof. Dr. med. vet. Knubben-Schweizer

Grundlage jeder Diagnostik und der daraus abgeleiteten Therapie ist die klinische Untersuchung.
Fur jeden der dabei erhobenen unphysiologischen Befunde gibt es verschiedene Ursachen, die
zusammengenommen die Erstellung einer Differentialdiagnosenliste ermdglichen. Oft ist die
Erstellung einer solchen Differentialdiagnosenliste in der Praxis insbesondere fiir Studierende und
junge Assistierende jedoch schwierig. Der Umfang der aus der klinischen Untersuchung resultie-
renden Differentialdiagnosenliste, hangt wesentlich von der Erfahrung, aber auch dem Wissen des
Untersuchenden ab. Ein wenig erfahrener Untersucher / eine wenig erfahrene Untersucherin wird
nach der klinischen Untersuchung haufiger und ausfiihrlicher die einschlagige Literatur heran-
ziehen mussen als ein erfahrener Untersucher / eine erfahrene Untersucherin, um zur moglichst
vollstandigen Differentialdiagnosenliste zu kommen. Die Literatur schafft die Mdoglichkeit, sich
Wissen anzueignen und Rat zu beziehen. Die Uberwiegende Anzahl der Lehrbicher ist jedoch so
konzipiert, dass einzelne Krankheitsbilder behandelt werden und die im Rahmen der entspre-
chenden Krankheit auftretenden Symptome aufgefihrt werden. Das bedeutet, dass das Lehrbuch
de facto eine Diagnose schon vorlegt, also nicht ausgehend vom Symptom, sondern vielmehr von
der Krankheit selbst.

Die Moglichkeit nach Symptomen zu einer Differentialdiagnosenliste zu kommen, ist im Praxis-
alltag von groBem Wert, da damit viel Zeit gespart werden kann und die Wahrscheinlichkeit, eine
Differentialdiagnose zu verpassen, auf ein Minimum reduziert wird.

Im Kleintierbereich sind seit einigen Jahren die ,,Rule-Outs fiir die Kleintiermedizin” erhaltlich
und geben eine Ubersicht wichtiger Differentialdiagnosen und ermdglichen eine systematische
Aufarbeitung internistischer Falle anhand klinischer Symptome. Somit wird den Studenten schon
wahrend des Studiums ein problemorientiertes Vorgehen an die Hand gegeben. Im Rahmen des
Projektes ,,Rule-Outs in der Buiatrik” soll nun derartiges auch fiir den Bereich der Inneren Medi-
zin des Rindes (und auch der kleinen Wiederkauer) geschaffen werden. Dabei geht die Haupt-
initiative von einer studentischen Gruppe aus, die sich in Tandems verschiedener Leitsymptome
annimmt, diese auf Grundlage der Standardliteratur ausarbeitet und dabei fachliche Betreuung
durch klinisch tatige Oberarzte/-innen erhalt.

Ganz bewusst wird Wert darauf gelegt, dass die Ausarbeitung der Rule-Outs aus studentischer
Sicht erfolgt, um Studierenden und Berufsanfangern eine , Schritt-fiir-Schritt-Agenda” zur
Bearbeitung klinischer Befunde an die Hand zu geben.
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Im vergangenen Jahr wurde ein GroBteil der Leitsymptome bearbeitet (z. B. Ataxie, Abb. 1) bzw.
befindet sich noch in Bearbeitung. Formal werden, in Anlehnung an die Rule-Outs im Kleintier-
bereich, Entscheidungsbaume erstellt, die eine visuell tbersichtliche und logische Annaherung
vom klinischen (Kardinal-)Symptom an mogliche Diagnosen erlauben.

Im Rahmen der Aufarbeitung wurde immer deutlicher, dass es wahrscheinlich nicht nur bei den
urspringlichen Leitsymptomen bleiben wird, sondern weitere in Betracht gezogen und aufgear-
beitet werden muissen und auch so manches Symptom deutlich umfangreicher und mit mehr
Aufwand verbunden war als erwartet.

Auch die Art und Weise der Veroffentlichung wurde mehrfach intensiv diskutiert.

Das Ganze sollte unkompliziert, Ubersichtlich und maglichst jederzeit verfugbar sein und die
Kosten sollten sich so gering wie moglich halten. Nicht auBer Acht gelassen werden darf dabei,
dass eine gewisse Exklusivitat fir Veterinarmediziner auf jeden Fall zu bestehen hat.

Es ist in keinster Weise beabsichtigt, Wissen in irgendeiner Form zurtickzuhalten. In einer Zeit
aber, in der Landwirte zunehmend informiert sind und auch zunehmend Kompetenzen an sie
abgetreten werden, soll dem Tierarzt in Bezug auf Diagnose eine gewissen Monopolstellung
zugestanden werden und vermieden werden, dass Landwirte mithilfe eines vorliegenden Rule-
Outs-Buches in Eigeninitiative Diagnosen stellen und dem Tierarzt mehr oder weniger das Vor-
gehen diktieren bzw. den Tierarzt vielmehr als alleinigen Erfuller einer Dienstleistung sehen.
Zum Zwecke der Veroffentlichung wurden verschiedene Formate in Erwagung gezogen, wobei
eine eBook-Form von allen deutlich favorisiert wurde.

Leider war es vorerst nicht moglich, die Entscheidungsbaume in ein derartiges Format zu bringen,
sodass nach momentanem Stand zunachst eine schrittweise Integration in das bereits bestehende
Rinderskript (http://www.rinderskript.net), allerdings in einem passwortgeschutzten Bereich, vor-
genommen wird. Auch eine gebundene Herausgabe ahnlich wie die Kleintier-Rule-Outs wird in
Erwagung gezogen.

Das Projekt soll auch im Rahmen einer Dissertation in Bezug auf Effizienz und Nachhaltigkeit in
der Lehre evaluiert werden.

Abbildung 1:
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MR Morphometrie des felinen

Alexander Lauda
an der Medizinischen Kleintierklinik
Betreuer: Frau Prof. Dr. med. vet. Fischer
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Einfiihrung

Feline L ) sich von der g en Epilepsie des Hundes
durch das héufige Auftreten von primaren oder sekundaren Hippokampusveranderungen
Diese stellen sich histopathologisch entweder als Hippokampussklerose oder mit den
charakteristischen ~ Veranderungen des  Limbische-Enzephalitis-Hippokampusnekrose-
Komplexes dar. Die Epilepsie zeigt somit gewisse Parallelen zur Temporallappenepilepsie
beim Menschen.

Um den Wert dieses Ti weiter zu ist eine Optimierung der in vivo MR
Diagnosen von Str 4 1gen des rforderlich. Diese beruht bei der
Katze bislang auf dem Nachweis von Veranderungen in der MR: wahrend
morphometrische Untersuchungen, die Abweichungen in der Grofe des Hippokampus und
Seitenunterschiede erfassen, eine Rolle bei der Di g spielen.

Material und Methoden

MRTs von finf Katzen mit unauffligen Befunden wurden aus unserer Datenbank
herausgesucht. Alle MRs wurden mit einem 1,5 Tesla-Scanner (Magnetom Symphony 125
Syngo MR, Siemens AG, Erlangen) angefertigt. An dorsalen T1-gewichteten Sequenzen
wurde der mit einem D lewer? [Fig. 1]. Zur Identifizierung des
Hippokampus wurde ein MRT-Atlas gezogen'. Eine dr Rekonstruktion

des und Fléichenberechnungen wurden durch den Dicom-Viewer durchgefihrt
[Fig. 2,3] Das Volumen des Hippokampus wurde nach einer publizierten Referenz berechnet'.
Aulerdem wurde an definierten HE-Schnitten zusétzlich die Breite des Hippokampus
ausgemessen?.

Fig. 2. Dreidimensionale Rekonstruktion Fig. 3. Unilaterale dreidimensionale
der Schnittebenen. Rekonstruktion eines Hippokampus.

Hippokampusbreite

gesund 4om
grenzwertig 3cm
krank 2cm

Tab. 1. Hippokampusbreite gemessen in HE-
i Praparaten (n = 9).
Ausblick

Fig. 1. Dorsale T1 i eines K; Der linke F ist
griin umrandet.

Ergebnisse

Bei den Messungen an den HE-Schnitten ergab sich eine geringe Varianz zwischen kranken,
gesunden und fraglich kranken Tieren [Tab. 1]. Hieraus ergibt sich eine schlechte
Differenzierbarkeit mit einem 1,5 Tesla-MRT, da hier die VoxelgroRie zwischen 0,8 und 1 mm
betragt

Die Volumenmessungen ergaben eine totale HippokampusgroRe von 5.69 + 0.156 cm? [Fig. 4]
und eine unilaterale von 2,84 + 0.095 [Fig. 5].

total unilateral

Fig.4. Gesamtvolumen des Hippocampus Fig. 5. Unilaterales Volumen des
(n=5) linken Hippocampus (n = 5).

In einem nachsten Schritt soll zur Evaluierung einer besseren Messgenauigkeit eine MPR-Sequenz mit einem 3 Tesla MRT im Rahmen einer PET-MRT Untersuchung
durchgefiihrt werden. Wir erhoffen uns hiervon eine bessere Auflésung und dadurch genauere Messergebnisse. AuRerdem soll eine Rekonstruktion dieser Aufnahmen
durchgefiihrt werden, mit derer die Schnittebenen der HE-Praparate im MR rekonstruiert werden, um eine bessere Vergleichbarkeit zu erreichen.

Osirx Dicom Viewer

Fragen?

uda@mediznische-Kiintierkini




Low-Fidelity-Simulator aus der Klinik fur
Schweine

Christopher Sommer
an der Klinik fiir Schweine
Betreuer: Frau Dr. med. vet. Ubel und Frau Dr. med. vet. Zols
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Vom Tier zum Modell

Erstellen der
Schweinemodelle

Schritt 1: Gipsabdruck vom Tierkdrper
Der Tierkorper eines toten Schweines

Abb. 1: Abformen der Kérperpartien mit Gipsbinden

Schritt 2: Vorbereitung zum AusgiefRen

Zur Erhéhung der Stabilitat wurden
weitere Gipsschichten aufgetragen bzw.
die Rander mit Plastilin verstarkt und
Aussparungen mit Folie abgedichtet. Um
Verklebungen zu verhindern wurde ein
Trennmittel aufgespruht.

Abb. 3: Verstarkung mit Plastilin

Schritt 3: Ausgieflen mit Silikonmasse

Die aus zwei Komponenten bestehende,
passend eingefarbte Silikonmasse wurde
angeriihrt und in die Formen gegossen. Zur
Steigerung der Stabilitdt der Modelle
wurden Drahtverstrebungen in die Masse
eingelegt.

>> zurlick zu S. 3

Research,
Learn, Profil

Abb. 4: Ausgeharteter Silikonguss

Schritt 4: Lésen der Modelle aus der
Form

Abb. 5: Aufbringen von Acryllack zur Stabilisierung der
Gipsform vor dem Herauslésen des Modells

Schritt 5: Weiterer Ausbau der Modelle
Modell Venenpunktion:
Einbringen eines Schlauches
zur Simulation der

V. jugularis externa und
Anschluss an ein Infusions-
besteck. ,Blutfluss“ durch
Infusionsbeutel mit rot ge-
farbter FlUssigkeit.

Abb. 6: GefaBsimulation

Modell i.m. Injektion: Einbringen eines
saugfahigen Materials.



Projekt 1

Konstruktion eines targeting Konstrukts
zur Deletion von gamma/delta T Zellen
im Haushuhn

Anke Moritz
am Institut fiir Tierphysiologie
Betreuer: Herr Dr. med. vet. Schusser

Projekt 2

Etablierung der Inkubation von Huhner-
embryonen in surrogate Eischalen fur
die Injektion von genetisch modifizierten
primordialen Keimzellen

Vanessa Rufle
am Institut fiir Tierphysiologie
Betreuer: Herr Dr. med. vet. Schusser
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Projekt 1 — Schusser — Konstruktion eines targeting Konstrukts zur Deletion von ganna/delta
T-Zellen im Haushuhn

Projekt 2 — Schusser — Etablierung der Inkubation von Hilhnerembryonen in surrogate Eischalen
fir die Injektion von genetisch modifizierten primordialen Keimzellen

Das erlernte Immunsystem setzt sich aus der humoralen, antikorpervermittelten, und der zell-
mediierten Immunantwort zusammen. Die zellvermittelte Immunantwort wird durch die T-Zellen
vermittelt. Grundsatzlich lassen sich die T-Zellen in sogenannte alpha/beta und gamma/delta
T-Zellen unterteilen. Wahrend bei Mensch und Maus die gamma/delta T-Zellen nur eine kleine
Population (5%) darstellen, finden sich in Huhn, Schwein und Wiederkauer deutlich groBere
gamma/delta T-Zellpopulationen (bis zu 50% der Lymphozyten im Blut). Auch wenn bereits
viele Funktionen unserer Lymphozyten entschlusselt sind, ist bis heute noch immer wenig uber
die Bedeutung der gamma/delta T-Zellen bekannt. Im Mensch konnte gezeigt werden, dass
bestimmte gamma/delta T-Zellen sich dem angeborenen Immunsystem und andere sich dem
erlernten Immunsystem zuordnen lassen.

Wie zuvor erwahnt ist es jedoch auBergewohnlich, dass unsere landwirtschaftlichen Nutztier-
spezies eine solch hohe Anzahl gamma/delta T-Zellen aufweisen. Die Bedeutung dieser hohen
Anzahl gamma/delta T-Zellen ist bis heute ungeklart. Bekannt ist nur, dass besonders im Rahmen
von Infektionen ein Anstieg der gamma/delta T-Zellen zu beobachten ist und sich diese Zellen
am Ort der Infektion finden.

Um die Bedeutung dieser Zellpopulation zu untersuchen wiirde es sich anbieten, die Zellen zu
depletieren und die Reaktion von gamma/delta T-Zell negativen Tieren auf die Infektion mit ver-
schiedenen Pathogenen zu analysieren. In der Maus konnte durch einen knockout der gamma/
delta T-Zellen im Vergleich zu einem knockout der alpha/beta T-Zellen gezeigt werden, dass
diese Zellen eine wichtige Rolle in der Regulation der Darmintegritat im Rahmen von Infektionen
Ubernehmen. Ob eine ahnliche Funktion in Huhn, Schwein und Rind vorliegt ist aufgrund fehlender
Tiermodelle bisher unklar.

Durch die Moglichkeit genetisch veranderte Hihner mittels genetisch veranderten primordialen
Keimzellen zu erzeugen, bietet sich nun die einmalige Gelegenheit einen knockout des gamma/
delta T-Zellrezeptors zu erzeugen. In der Maus fuhrte der Knockout desselben Rezeptors zu
einer kompletten Deletion der gamma/delta T-Zellen.

Um den Rezeptor im Huhn auszuknocken bietet es sich an, das Gen der konstanten Region der
gamma Kette zu deletieren, da diese im Gegensatz zur konstanten Region der delta Kette bisher
nur einmal im Genom des Huhnes gefunden wurde. In Konsequenz kann es nicht zu einem voll-
standigen Rearrangement der gamma Kette des Rezeptors kommen und somit nicht zu einer

Paarung mit der delta Kette. Damit der gamma/delta T-Zellrezeptor jedoch an die Zelloberflache —>



kommt, ist eine Paarung zwischen gamma und delta Kette unabdingbar. Tiere mit einem knock-
out der konstanten Region der gamma Kette des T-Zellerezeptors sollten demnach keine gamma/
delta T-Zellen mehr aufweisen wenn dieser Rezeptor auch im Huhn fur diese T-Zellpopulation
essentiell ist.

Der Knockout der gamma Kette des T-Zellerezeptors wird auf dem Hintergrund der CB Inzucht-
hihnerlinie erstellt. Dies hat mehrere Vorteile gegenuber einer Auszuchthihnerlinie. Durch den
extrem hohen Inzuchtgrad der CB Huhner sind diese Tiere Uberwiegend homozygot und das
Klonieren eines targeting Konstruktes ist einfacher als in polymorphen Auszuchthihnern. Weiter-
hin ist in CB Hihnern, durch den einheitlichen MHC, ein adoptiver Transfer von Zellen maglich.
Dies bedeutet, dass zum Beispiel ein gamma/delta T-Zell knockout Huhn gezielt mit T-Zellen
eines anderen Huhnes rekonstituiert werden kann. Dies ermaglicht eine noch detailliertere
Charakterisierung der Bedeutung der gamma/delta T-Zellen im Huhn.

Im Rahmen dieses VetResearch Projektes wurde die Grundlage fur den Knockout der konstanten
Region der gamma Kette des T-Zellrezeptors gelegt. In einem ersten Schritt wurden Primer fur
die einzelnen Regionen des gamma T-Zell-Lokus des Huhnes anhand von publizierten Sequenzen
designt und 11 Kilobasen des Lokus in mehreren PCR-Fragmenten amplifiziert, mittels TA-Klonie-
rung kloniert und dann sequenziert. Auf diese Weise wurde die ganze, fur den Knockout ent-
scheidende, Region des gamma T-Zell-Lokus der CB Inzuchthihnerlinie kloniert und sequenziert.
Nach einer detaillierten Analyse der erhaltenen Sequenzen konnte zum einen gezeigt werden,
dass CB Hihner homozygot fur diesen Lokus sind und zum anderen die Sequenz des gamma
T-Zell-Lokus der CB Huhner charakterisiert werden.

Basierend auf der erhaltenen Sequenz wurde eine Klonierungsstrategie entwickelt um ein targe-
ting Konstrukt fir die konstante Region der gamma Kette des T-Zellrezeptors zu erstellen. Zuerst
wurde nun die 5" homologe Region (2kb) in den targeting Vektor kloniert. In weiteren Schritten
wurde die 3" homologe Region (4kb) mittels overlap extension PCR zu einem Stiick zusammen-
gesetzt und dann mittels Gibson Assembly in den targeting Vektor kloniert. Der resultierende
targeting Vektor beinhaltet eine selektierbare Markerkassette bestehend aus flankierenden LOXP
Seiten, einem eGFP unter dem beta-actin Promoter und einer Puromycin-Resistenz unter dem
CAG Promoter. Das resultierende Konstrukt wurde nochmals mittels Sequenzierung und Restrikti-
onsenzymverdau auf seine Korrektheit Uberpruft und danach wurde die DNA fur die Transfektion
von primordialen Keimzellen prapariert und linearisiert.

In einem nachsten Schritt werden nun primordiale Keimzellen der CB Inzuchthihnerlinie mit
dem im Rahmen dieses Projektes erstellten targeting Konstrukt transfiziert und nach Selektion
mit Puromycin auf eine Deletion der konstanten Region der gamma Kette des T-Zellerezeptors
hin Uberpruft.

Im Rahmen dieses Projektes war es dem Studenten moglich eine Vielzahl molekularbiologischer

Techniken zu erlernen und vor allem auch eigenverantwortlich durchzufuhren. Nach einer kurzen -
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Einarbeitungsphase war es dem Studenten moglich selbstandig an dem Projekt zu arbeiten.
Dieses Projekt legt nun eine wichtige Grundlage fur eine am Institut fiir Tierphysiologie in Bear-
beitung befindliche Doktorarbeit.

Der nachste Schritt in der Erstellung von transgenen Hihnern und von knockout Hihnern ist die
Kultivierung von sogenannten primordialen Keimzellen. Diese Zellen, welche die Eigenschaft
besitzen in die Gonandenanlage zu wandern und sich dort zu Spermium oder Eizelle zu differen-
zieren, konnen nach einer genetischen Modifikation in der Zellkultur in Hihnerembryonen inji-
ziert werden. Hierzu mussen die Embryo an Tag 3 der Inkubation aus dem Ei prapariert werden,
die primordialen Keimzellen injiziert werden und im Anschluss die Embryonen zurtick in die
Ersatzeischalen transferiert werden. Fur die erfolgreiche Entwicklung des Embryos ist es von
groBer Bedeutung das Gewicht des Embryos auf die GroRe der Ersatzeischale abzustimmen.
Weiterhin muissen die Inkubationsbedingungen fur die sogenannten surrogates ermittelt werden.
Im Rahmen dieses Projektes wurde die surrogate Technik in unserem Labor etabliert und
Hihnerembryonen erfolgreich aus der Ersatzeischale zum Schlupf gebracht.

Zur Realisierung dieses Projektes lag zunachst die Herausforderung darin, geeignete surrogate
Eier zu finden. Die surrogate Eier missen groRer als die verwendeten Huhereier sein, damit ein
Transfer des Embryos und eine erfolgreiche Inkubation moglich sind. Da es sich als schwierig
herausstellte groBe Doppel-Dotter-Eier zu beziehen wurde auf Puteneier ausgewichen. Die Puten-
eier wurden von einer Briterei bezogen, welche die nicht befruchteten Puteneier zur Verfiigung
stellte. Nach Erhalt der Puteneier wurden diese gewogen und nach GroBe geordnet. Ebenso
wurden Bruteier der Hihnerlinie Lohmann selected leghorn (LSL) besorgt, gewogen und fir
drei Tage inkubiert. Zur Vorbereitung auf den Transfer des Hihnembryos in das Putenei, wurde
zunachst der spitze Pol des Puteneis mithilfe eines Dremels abgeschnitten und der Inhalt des
Puteneis entfernt. Die surrogate Puteneier wurden stets frisch am Tag des Transfers prapariert
und Verunreinigungen abgewaschen. Nach drei Tagen Inkubation wurden die LSL Eier fur die
Entnahme des Embryos vorbereitet. Hierzu wurde mithilfe des Dremels vorsichtig eine Sollbruch-
stelle in die Schale der bebriteten LSL geschliffen. Unter Hilfe eines Skalpells konnte mittels
leichten Hebelbewegungen das Hiihnerei geoffnet werden und der Embryo inklusive Eigelb und
Eiwei in eine Wageschale transferiert werden. Nach erfolgter Injektion der primordialen Keim-
zellen wurde nun der Embryo in die Puteneischale transferiert. Hierzu wurde eine aus Modelbau-
plastik gefertigte ,Eierrutsche” verwendet, um den Embryo ohne Verletzungen und Schadigung
des Dotters in das surrogate Ei zu transferieren. Nach erfolgreichem Transfer wurde Penicillin/
Streptomycin zugegeben um Kontaminationen vorzubeugen und das Putenei mit Frischhaltefolie
verschlossen. Die Embryonen in Puteneier konnten nun in einen eigens gefertigten Inkubator
Uberfuhrt werden und bis Tag 21 inkubiert werden. Taglich wurden abgestorbene Embryonen
aus dem Inkubator genommen, um einer Verunreinigung vorzubeugen. Ab Embryonaltag 21



wurden die Embryonen wiederholt kontrolliert und beim Schlupf unterstitzt, da ein selbstandiges
Schltipfen, aufgrund der verwendeten Frischaltefolie und der festen Puteneischale nicht maglich
ist.

In den ersten Experimenten wurden noch recht niedrige Schlupfraten von ca. 30% der transfe-
rierten Embryonen erreicht. Mit Zunahme der Erfahrung, der Verbesserung der ,Eierrutsche”
und sorgfaltigerer Praparation der surrogates konnten im weiteren Verlauf Schlupfraten von bis
zu 60% der injizierten Embryonen erreicht werden.

Insgesamt gelang es in einem Zeitraum von 8 Wochen die Technik soweit zu etablieren, dass es
moglich war routinemaRig Injektionen von primordialen Keimzellen vorzunehmen und Hihner-
embryonen bis Embryonaltag 21 in surrogate Eischalen heranzuziehen.

Weiterhin wurde die surrogate Technologie genutzt, um Lymphozyten griinfluoreszierender
Huhnerembryonen in nicht fluoreszierende Hihnerembryonen zu transplantieren.

Die Etablierung dieser Technologie ermoglicht nun zum einen die Herstellung genetisch ver-
anderter Hihner und zum anderen die Transplantation von Zellen im Embryonalstadion. |
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Charakterisierung von Endothelaktivierung
durch einen Calcium-Sensor im transgenen
Schweinmodell

Florian Jaudas
am Institut fiir Molekulare Tierzucht und Biotechnologie
Betreuer: Frau Dr. med. vet. Wiinsch und Herrn Dr. rer. nat. Klymiuk

Ziel/Aufgabenstellung

Im Rahmen dieses Projekts sollte gezeigt werden, dass in transgenen Endothelzellen vom
Schwein, die einen Calcium-Sensor exprimieren, ein durch vasoaktive Substanzen ausgeldster
Calciumeinstrom mittels Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden kann.

Calcium ist eine wichtige Signalsubstanz in der Zelle und die Endothelzellaktivierung, die mit
einem intrazellularen Calcium-Anstieg einhergeht, ist Bestandteil einiger pathologischer Vorgan-
ge, wie z.B. Arteriosklerose, Herzversagen und TransplantatabstoBung. Mittels eines Calcium-
Sensors ist es grundsatzlich moglich die Aktivierung der Endothelzellen zu beobachten. Die bei-
den vasoaktiven Reagenzien Histamin und ATP fiihren rezeptorvermittelt zu einem Anstieg der
intrazellularen Calciumkonzentration und wurden nachfolgend verwendet, um die endogene Situ-
ation der Endothelzellaktivierung zu simulieren, und um zu zeigen, dass das verwendete Calci-
um-sensitive Fluorophor Case12 geeignet ist, um die endogene Situation der Endothelzellaktivie-
rung zu beobachten. Die stabile Integration und Expression von Case12, einem “genetically
encoded calcium indicator”, bietet grundsatzlich die Mdglichkeit mittels geeigneter Promotoren
und Signalsequenzen eine ortlich, sowie zeitlich definierte Calcium-Messung ohne weitere Zell-
behandlung durchzufihren.

Das griin fluoreszierende Protein Case12 reagiert auf Anderungen der Calciumkonzentration mit
Intensitatsanderung der Fluoreszenz. Die Struktur des Proteins beinhaltet Calmodulin und M13,
die in das ,circulary permuted fluorescent protein” integriert wurden. Calmodulin hat vier Ca2+
Bindungsstellen, zwei auf der C-terminalen Seite, die bereits bei geringer Calcium-Konzentration
von unter 500nM besetzt werden und zwei auf der N-terminalen Seite, die erst bei einer hoheren
Konzentration besetzt werden. Die durch Calcium-lonen vermittelte initiale Strukturanderung
flhrt dazu, das Calmodulin das M13 Molekul bindet. Diese Bindung induziert eine Konformitats-
anderung in der Chromophor-Gruppe, welche die Fluoreszenz bei einer Excitation von 488 nm,
in einem Bereich von 500-540 nm um das 12-fache erhoht. Dies kann mittels eines Fluoreszenz-
mikroskops detektiert werden.

Methode

Als Vorarbeit zu diesem Projekt wurden mit Hilfe des somatischen Zellkerntransfers 9 transgene
Founder-Schweine erzeugt, die Case12 unter der Kontrolle eines ubiquitaren Promotors expri-
mieren. Da es sich um Foundertiere handelt, kann die Expressionshohe unterschiedlich sein.
Von 5 Tieren konnten Fibroblasten aus dem Ohr (porcine ear fibroblasts = PEF) und Endothel-
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zellen aus der Aorta(porcine aortic endothelial cells = PAEC) isoliert und kultiviert werden. Die
Expression von Case12 wurde mittels Western Blot Analyse durch Dr. Elisabeth Kemter nachge-
wiesen (Abb.1), und die gut exprimierenden Zellen von Tier #9822 wurden fiir weitere Versuche
ausgewahlt.

Abb.1 Western Blot Analyse
mit Casel2-transgenen
Endothelzellen und Ohr-
fibroblasten.

PAEC #9822
PAEC #9823
PAEC #9824
PAEC #9825
PAEC #9829
PAEC Neg- Kontralle
leer

PEF #9822

PEF #9823

PEF #9824

PEF #9829

PEF Neg.- Kontrolle

Case 12

|
|

GAPDH

A ——— ——

Elisabeth Kemter

Um das Verhalten von Casel12-transgenen Zellen nach Inkubation mit ATP und Histamin zu
untersuchen, wurden die Zellen auf speziellen Slides (p-Slides V10,4 von Ibidi) kultiviert, um
optimale optische Eigenschaften fiir die Untersuchung am Fluoreszenz-mikroskop zu erhalten.
Diese Untersuchungen, sowie die Auswertungen wurden von Dr. Petra Kameritsch am Walter-
Brendel-Zentrum durchgefuhrt. Das verwendete Mikroskop- und Kamerasystem erlaubt auto-
matisiert Bilder mit einer Belichtungszeit im Millisekundenbereich aufzunehmen und somit eine
rasche Anderung der Fluoreszenzintensitit zu detektieren. Aufgrund der Signalstirke wurde
500ms als Belichtungszeit gewahlt.

Vor der Behandlung der Zellen mit Histamin oder ATP wurde zuerst das Nahrmedium aus

den Slides entfernt und anschlieBend wurden die Endothelzellen drei Mal mit HEPES-Puffer
gewaschen. Nach 10 Minuten Inkubation mit HEPES, um storende Einfluss der Scherkrafte

auf den Calciumspiegel auszuschlieBen, wurde ATP/Histamin auf die Zellen gegeben. Es wurden
folgende Versuchse durchgefiihrt: (i) Inkubation von Ohrfibroblasten und Endothelzellen mit
100 pM ATP; (ii) Untersuchung der Reaktion der Endothelzellen nach Inkubation mit steigender
ATP-Konzentration zwischen 0 und1000pM; (iii) Untersuchung der erneuten Reaktion der
Endothelzellen auf 100 pM ATP nach 10-minutiger Ruhezeit; (iv) Behandlung von Ohrfibro-
blasten und Endothelzellen mit 20uM und 2mM Histamin.



Ergebnisse

(A)

(B)

PAEC 9822 f e
100uM ATP

Abb.2 Behandlung von PAEC 9822 Endothelzellen mit 100 uM ATP

(A) Zeitlicher Verlauf der fluoreszierende Zellen dargestellt mit Einzelaufnahmen
im 1,5-Sekunden-Abstand (B) Falschfarbendarstellung und zeitlicher Fluoreszenz-
intensitdtsverlauf von Case 12 Endothelzellen
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Abb.3 Behandlung von PAEC 9822 mit verschiedenen ATP-Konzentrationen sowie wiederholte
Behandlung mit ATP.

Amplitude: Differenz der Grauwerte von der basalen Fluoreszenzintensitat und der maximalen
Fluoreszenzintensitat nach der ATP Behandlung. Steigung: spiegelt die Geschwindigkeit der Flu-
oreszenzintensitatsanderung wider.

Bei steigender ATP-Konzentration nahm die Anzahl der reagierenden Zellen, die Amplitude der
Fluoreszenzintensitat und die Steigung zu und deutete auf eine Sattigung bei einer Konzentration
von 100 yuM ATP hin. Diese Konzentration sollte somit ausreichen, um ein gutes Signal zu bekom-
men (Abb. 3 oben ). Zudem konnte gezeigt werden, dass die Case12-transgenen Endothelzellen
wiederholt auf ATP mit einem Fluoreszenzsignal reagieren (Abb. 3 unten).

Mittels Histamin war es nicht moglich bei den Case12-transgenen Endothelzellen eine Zunahme
des Fluoreszenzsignals zu detektieren. Dies kann dadurch bedingt sein, dass die Endothelzellen
nach der Isolierung keine Histaminrezeptoren aufweisen oder diese im Verlauf der Kultur ver-
lieren. Die Versuche mit Casel12-transgenen Ohrfibroblasten ergaben, dass diese sowohl auf
Histamin, als auch auf ATP reagierten (Abb. 4).

% reagierender Zellen Amplitude Steigung

£ -gs g‘; ; £ 5 ; ;‘ £ f g f
Abb.4 Behandlung von Ohrfibroblasten 9822 mit Histamin und ATP >



Zusammenfassung und Ausblick

Wir konnten zeigen, dass in Casel12-transgenen Endothelzellen und Ohrfibroblasten ein durch
ATP hervorgerufener intrazellularer Calciumanstieg mikroskopisch detektierbar ist. Im Gegensatz
zu den Endothelzellen ist bei den Ohrfibroblasten ein Anstieg nach Behandlung mit Histamin
detektierbar. Da in diesem Modell Case12 ubiquitar exprimiert wird, bietet es sich an weitere
Zellarten zu untersuchen, denn Calcium spielt, als einer der wichtigsten zellularen Signalstoffe,
bei einer Vielzahl von Prozessen in der Zelle eine Schlisselrolle.

In weiteren Versuchen soll gezeigt werden, dass dieses Modell geeignet ist, um biomedizinische
Fragestellungen zu beantworten beispielsweise fir den Forschungsbereich Xenotransplantation.

Personliche Meinung

Das Forschungsprojekt war sehr interessant und hat erste wertvolle Einblicke in wissenschaft-
liches Arbeiten und Denken ermaglicht. Diese Erfahrung hat mein Studium sehr bereichert,
da es eine tolle Moglichkeit im Studium ist das wissenschaftliche Arbeitsfeld ndher kennen

zu lernen. [ |
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Untersuchung der Verteilung von Cronobacter
sakazakii Serotypen O1-07 in klinischen Isolaten
und Lebensmittelproben

Joyce Stecklum
am Lehrstuhl fiir Hygiene und Technologie der Milch
Betreuer: Frau Dr. Schauer

Cronobacter sakazakii ist ein Gram-negatives, stabchenformiges, fakultativ anaerobes Bakterium.
Es kommt in der Natur ubiquitar vor und wurde bereits aus verschiedensten Quellen isoliert.
Ebenso im Umfeld der Lebensmittelproduktion konnten Cronobacter spp. in einer Vielzahl roher
und zubereiteter Lebensmittel pflanzlicher und tierischer Herkunft nachgewiesen werden. Die
Fahigkeit zur Adhasion und Invasion an sowie der Persistenz in verschiedenen Wirtszellen
ermoglicht dem Pathogen uber kontaminierte Lebensmitteln vor allem bei Neugeborenen und
Sauglingen selten, aber schwer verlaufenden Meningitiden, Bakteriamien und nekrotisierende
Enterocolitiden auszulésen. Zahlreiche Nachweismethoden mit unterschiedlich hoher Sensitivitat
ermadglichen heutzutage einen Nachweis von Cronobacter spp. in verschiedenen Lebensmitteln
und Umweltproben. Weit weniger ist jedoch tber die an der Pathogenitat von C. sakazakii
beteiligten Faktoren und ihre Aufgaben wahrend der Infektion bekannt.

Ziel der Studie war es, die Verteilung von sieben beschriebenen Serotypen bei C. sakazakii in
klinischen Isolaten als auch Lebensmittelproben zu bestimmen, um einen evtl. vorhandenen
Zusammenhang zwischen Serotyp und Pathogenitat bei C. sakazakii naher charakterisieren zu
konnen. Dazu wurden C. sakazakii-Stamme aus der Stammsammlung des Lehrstuhls fiir Hygiene
und Technologie der Milch mittels eines hoch sensitiven, auf der Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) basierenden Verfahrens zunachst auf Genus- und Speziesebenen verifiziert und
anschlieBend der Serotyp bestimmt.

Die Anreicherung der Keime aus den Proben war fiir dieses Projekt nicht notwendig, da die
Bakterienstamme bereits in Form von Dauerkulturen in der Stammsammlung vorhanden waren
und ihre Anzucht auf Columbia-Blut-Agarplatten erfolgte. Die einfache Aufarbeitung der Nukle-
insaure (DNA) mit hoher Qualitat, als Target fur die anschlieBende PCR, erfolgte mittels eines
schonenden enzymatischen Verfahrens mit anschlieBender Phenol/Chloroform-Extraktion.
Dieses Verfahren ermdglicht einen schnellen und hohen Durchsatz von DNA-Praparationen.
Die Bestatigung des Genus und der Spezies sowie die Ermittlung des Serotyps erfolgen Uber
drei verschiedene Nachweis-PCRs.

Flr eine aussagekraftige Statistik Uber die Vertretung einzelner C. sakazakii-Serotypen in

klinischen Isolaten und Lebensmittelproben ist eine Untersuchung von mind. 50 Bakterien-
stammen notwendig. In dieser Studie wurden insgesamt 77 Cronobacter-Stamme untersucht,
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B human/neonala
B baby food

B food

B aryvironmeam Abb.1: Herkunft der in
B Lnknaw dieser Studie u:jtersuchten
Cronobacter-Stamme.

die alle zum Genus Cronobacter und Spezies sakazakii gehorten. Basierend auf Unterschieden

in der Zusammensetzung des Lipopolysaccharids (LPS) auf der Keimoberflache wird C. sakazakii
in 7 Serotypen (01-07) unterteilt. Die Serotypisierung der 77 Cronobacter-Stamme ergab, dass
unabhangig von der Herkunft des Bakterienstamms (Abb.1) die Serotypen 01-0O3 am haufigsten
auftraten. Weitere Differenzierung der Daten (Abb.2) und zwar zwischen klinischen Isolaten und
Lebensmitteln-/Umweltproben ergab, dass in den klinischen Isolaten in 50% der Falle C. sakazakii
Serotyp 02 und in 37% C. sakazakii Serotyp O1 vertreten waren.

klinische Isolate Lebensmitteln-/Umweltisolate

o 07
07
06 Abb.2: Verteilung von
C. sakazakii Serotypen
s 01-07 in klinischen
Isolaten sowie in Lebens-
- : _ mitteln- und Umweltproben.

In den Lebensmitteln-/Umweltproben waren dagegen mit 29 % die C. sakazakii Serotypen 02
und 03 am haufigsten zu finden, dafiir war jedoch hier die Variabilitat der Serotypen hoher. Bis
auf den C. sakazakii Serotyp O5 konnten alle anderen sechs Serotypen 01-04 und 06-07 nach-
gewiesen werden.

Aus den vorliegenden Daten lasst sich somit eindeutig schlieBen, dass C. sakazakii Serotypen
01-03 am haufigsten sowohl in klinischen als auch in Lebensmitteln-/Umweltisolaten vorzu-
kommen scheinen. Allerdings sind die Daten noch nicht ausreichend, um einen Zusammenhang
zwischen dem C. sakazakii Serotyp und seiner Pathogenitat festlegen zu konnen. Dafilir miissen
weitere Verteilungsstatistiken erstellt und die einzelnen C. sakazakii Serotypen auf ihre Virulenz,
z.B. in den in vitro Infektionsversuchen, naher charakterisiert werden. [ |



