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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Wie bei allen Wirbeltieren, so hat auch bei Fischen das Darmepithel mit seiner
aufliegenden Schleimschicht eine wichtige Barrierefunktion gegen das Eindringen von
Pathogenen. Seine Integritdt wird gewahrleistet durch transmembranare Proteine,
welche sowohl fur den Kontakt zwischen benachbarten Zellen als auch fir
Transportprozesse uber Zellgrenzen hinweg eine besondere Rolle spielen. Zu solchen
Transmembranproteinen zahlen die Claudine, welche flir S&ugetiere bereits
umfangreich beschrieben wurden, wahrend fir ihre Ausbildung bei Fischen teilweise
noch erhebliche Kenntnislicken zu verzeichnen sind. Des weiteren tragen
antimikrobielle Peptide, wie [-Defensine oder Lysozym, als von der Mukosa
produzierte und in die Schleimauflage sezernierte humorale Substanzen zur
Infektionsbarriere im Darm bei.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Expression der antimikrobiellen Peptide
B-Defensin-2 und -3 und Lysozym sowie der Transmembranproteine Claudin-1 und -2
bei gesunden Karpfen und bei Karpfen unter dem Einflu3 einer KHV-Infektion zu
untersuchen und zu vergleichen. Im Zusammenhang mit parallel dazu erfolgenden
Untersuchungen der histopathologischen Entwicklung des Darmgewebes im
Krankheitsverlauf  sollte Uberpruft werden, inwiefern auf eine mdgliche
Beeintrachtigung der Funktionalitéat der gastrointestinalen Immunbarriere einschlief3lich
der Integritat des epithelialen Zellverbandes des Darmes geschlossen werden kann.
Hierfir wurde ein Infektionsmodell auf zellkulturbasiertem Virus gewahlt. Spezifisch-
pathogenfreie Karpfen, welche unter Laborbedingungen virusfrei erbritet und
aufgezogen wurden, wurden oral mit im Labor vermehrtem Koi-Herpesvirus infiziert
und ihnen nach 2, 5, 8 und 13 Tagen Proben des Mittel- und Enddarmgewebes
entnommen. Von diesen Gewebeproben wurden histologische Querschnittspraparate
erstellt, welche im Anschlul? den histopathologischen Untersuchungen sowie der
Detektion der o. a. Peptide zugefiihrt wurden. Hierfur gelangten immunhistochemische
Techniken zur Anwendung. Die Kontrolle des Infektionserfolges erfolgte parallel zu
diesen Untersuchungen mittels PCR.

Alle mit dem Koi-Herpesvirus infizierten Karpfen konnten positiv auf KHV getestet
werden.

Die histopathologischen Untersuchungen ergaben aufféllige klinische Veranderungen
des Mittel- und Enddarmgewebes der infizierten Individuen. Einhergehend mit einer

deutlichen Verkirzung der Mukosafalten und einer Reduktion der Becherzellen, kam



Zusammenfassung

es im Krankheitsverlauf in beiden Darmsegmenten zu Schadigungen der Enterozyten
an den Faltenspitzen sowie zu einer starken Proliferation der Lamina submucosa und
der Lamina propria. Die Veranderungen der Darmgewebe erschienen bei &lteren
Individuen optisch geringgradiger, bei diesen waren zudem vereinzelt bereits
regenerative Bereiche erkennbar.

Die Antikdrper gegen die antimikrobiellen Peptide banden im Falle von B-Defensin-2
und -3 vor allem an Strukturen der Enterozyten einschlieBlich des Zytosols, bei
Lysozym wurden auch die Zellen von Lamina propria und Lamina submucosa
markiert. Bei allen Farbungen wies insbesondere die Schleimauflage sehr hohe
Bindungsintensitaten auf. Unterschiede zwischen nicht infizierten und KHV-infizierten
Individuen sowie im Infektionsverlauf traten nicht in Erscheinung.

Die Antikérper gegen Claudin-1 und -2 banden an Strukturen der Zellwande der
Enterozyten, Schleimauflage und séamtliche anderen Gewebe der Darmmukosa
blieben ungefarbt. Claudin-1 zeigte nach erfolgter Infektion zunachst einen Rickgang
der Bindungsintensitaten, welche gegen Versuchsende zum Teil wieder anstiegen,
wahrend Claudin-2 nach erfolgter Infektion besonders im Enddarm zun&chst mit einem
Anstieg der Expression reagierte, welcher zum Versuchsende hin wieder zurtickging.
Unabhéangig vom Infektionszustand war ein Rickgang der Bindungsintensitaten mit
zunehmendem Alter und Gewicht der Individuen zu verzeichnen. Insgesamt waren die
Bindungsintensitaten bei den KHV-infizierten Karpfen zumeist schwacher als bei den
nicht infizierten Individuen.

Die gefundenen Erkenntnisse lassen darauf schlie3en, dass es im Verlauf einer
Infektion mit dem Koi-Herpesvirus zu einer Beeintrachtigung der gastrointestinalen
Immunbarriere kommen kann. Das Aufbrechen des epithelialen Zellverbandes,
einhergehend mit der verminderten Expression vor allem von Claudin-1, kann das
Auftreten von Sekundarinfektionen infolge des erleichterten Eindringens von
potentiellen Pathogenen fordern. Die durchgehend starke Expression der
antimikrobiellen Peptide unterstreicht zusammen mit den Befunden fir die
Transmembranproteine die Bedeutung dieser Verbindungen auch fir die

unspezifische Immunantwort der Fische.

Immunbarriere — Darm — Karpfen



Abstract

ABSTRACT

Like in all vertebrates, the epithelium of the fish intestine offers crucial barrier
functions against pathogen invasions. Its integrity is guaranteed by transmembrane
proteins, playing a major role in the forming of tight junctions and influencing the ion
flux via the paracellular pathway. Among these transmembrane proteins, claudins
have been extensively described for mammals, while information as to their
expression in fishes is still largely missing. In addition to that, antimicrobial peptides
like B-defensins and lysozyme, humoral substances produced by the intestinal
mucosa and secreted into the mucus layer, contribute to the intestinal immune
barrier.

The aim of this study was to investigate and to compare the expression of the
antimicrobial peptides p-defensin-2 and -3 and lysozyme, as well as of the
transmembrane proteins claudin-1 and -2 in uninfected carp and in carp infected with
koi-herpesvirus. Along with checking on histopathological changes during
development of the disease, the potential for impairment of the intestinal barrier
functions including loss of the epithelial integrity should be investigated.

For that, an infection model based on cell-culture bred koi-herpesvirus was chosen.
Specific pathogen free carp, raised under virus-free laboratory conditions, were
infected orally with the virus, and samples of their midgut and hindgut tissues were
taken on day 2, 5, 8, and 13 post infection. These samples have been prepared for
further histopathological and immunohistochemical investigations. Successful
infection of each carp was confirmed by PCR.

Histopathological investigations revealed huge changes in the tissues of both gut
segments, including shortening of the mucosal folds, reduction of goblet cell number,
severe damage of enterocytes and proliferation of the lamina propria and lamina
submucosa. Older individuals showed less damage and signs of recovery.

Antibodies directed against p-defensin-2 and -3 mainly attached to structures within
the enterocytes including the cytosol, in the case of lysozyme also the cells of the
lamina propria and lamina submucosa have been stained. The mucus layer showed
extremely strong binding intensities in all staining procedures. No differences were
found between uninfected and infected individuals nor during the course of the
infection.

Antibodies directed against claudin-1 and -2 bound exclusively to structures of the

enterocyte cell walls. The mucus layer as well as all other mucosal tissues remained
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unstained. Claudin-1 decreased directly after infection, recovering towards the end of
the test phase, while claudin-2 responded to infection by a strong increase of
expression mainly in the hindgut, decreasing to control level towards the end of the
test phase. Overall findings displayed weaker staining in infected carp compared to
control individuals as well as decreasing staining intensities with increasing size and
weight of the carp.

As a conclusion, the results of this study indicate a considerable potential of
impairment of the gastro-intestinal immune barrier in the wake of a KHV-infection.
Epithelial disruption along with reduced expression of claudin-1 may facilitate the
invasion of potential pathogens and thus give rise to secondary infections. In
combination with the continuous strong expression of the antimicrobial peptides,
these findings emphasize the importance of these molecules for the innate immune

system of fishes.

Immune barrier — intestine — carp
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1. EINLEITUNG

Fische leben in einer aquatischen Umwelt, die wesentlich reicher an potentiellen
Pathogenen ist als die Luftumgebung terrestrischer Tiere (PASTORET et al., 1998;
RAKERS et al., 2010). Das aquatische Medium erhalt solche Pathogene auch
unabhangig von ihren Wirtstieren zumindest flr gewisse Zeitraume am Leben. Somit
kénnen diese hohe Dichten um das Tier herum erreichen (ELLIS, 2001) und werden
Uber Atemwasser und Nahrung auch permanent mit aufgenommen (VERSCHUERE et
al., 2000). Unter normalen Bedingungen halt der Fisch jedoch seinen
Gesundheitszustand aufrecht, indem er sich mit einem komplexen System von
Abwehrmechanismen gegen diese potentiellen Invasoren verteidigt.

Das Immunsystem der Vertebraten besteht aus zwei grofRem Untereinheiten, der
unspezifischen und der spezifischen Immunabwehr. Die unspezifische Immunabwehr
stellt die erste Abwehrreihe gegen externe Pathogene, die spezifische Immunabwehr
fungiert als eine zweite Verteidigung und liefert dartiber hinaus Schutz fur den Fall
eines erneuten Aufeinandertreffens mit demselben Erreger (NAM et al., 2010). Die
spezifische Komponente ist jedoch stark temperaturabhdngig und benétigt eine
erhebliche Zeit fur ihre Antwort, weshalb der unspezifischen Immunabwehr gerade bei
wechselwarmen Vertebraten wie den Fischen eine im Verhaltnis grof3ere Bedeutung
zukommt als bei endothermen wie Saugern oder Vogeln. lhre Funktionsmechanismen
arbeiten schnell und effektiv, denn sie bedurfen keiner Erkennung einer
charakteristischen molekularen Struktur auf der Oberflache des invasiven Erregers, sie
kann ohne wesentliche zeitliche Verzdgerung reagieren und gibt den Pathogenen
damit kaum Zeit, sich zu etablieren. Daruber hinaus ist die unspezifische
Immunantwort relativ temperaturunabhangig (ELLIS, 2001).

Die erste Interaktion zwischen eindringenden Keimen und ihrem angehenden Wirt
findet auf der Hautoberflache (SHEPARD, 1994) oder den Epithelien des
gastrointestinalen Trakts, der Luftwege, der Geschlechtsgange oder der Harnwege
statt (PRESS & EVENSEN, 1998; LINDE et al., 2008). Aus diesem Grund ist die
epitheliale Integritat lebensnotwendig fur die Abwehr, da ubiquitare Pathogene offene
Wunden schnell besiedeln kdnnen (RAKERS et al.,, 2010). Bei Fischen ist die
Schleimauflage von Haut, Kiemen und Darmtrakt die primare Schaltstelle zwischen
dem Individuum und seiner Umgebung. Um eindringen zu kdnnen, miussen die Keime
an die Schleimauflage binden und diese durchdringen kénnen (VAN DER MAREL et

al., 2010). Dabei ist insbesondere die intestinale Tunica mucosa mit all ihren Anteilen
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der dauerhaften, nicht unerheblichen Herausforderung ausgesetzt, den Austausch von
Nahrstoffen, lonen und Flussigkeiten Gber das intestinale Epithel hinweg in standiger
Gegenwart einer enormen Dichte an potentiell schadlichen luminalen Antigenen und
Mikroorganismen zu bewerkstelligen. Um das Funktionieren eines solch hoch
organisierten und storungsempfindlichen Systems zu gewéhrleisten, bedient sich das
intestinale  Epithel mehrerer Strategien gleichzeitig. Zum einen st die
Aufrechterhaltung der Integritét und gleichzeitige Regulierung der Permeabilitéat eine
essentielle Funktion des Epithels, was auf der koordinierten Expression und Interaktion
von Proteinen der Zell-Zell-Verbindungen, einschliel3lich der Tight junctions, Zonulae
adhaerentes und Desmosomen beruht (PRASAD et al., 2005). Diese verschlie3en die
interzellularen Zwischenrdume und sind zur selektiven Regulierung des Durchtrittes
von Substanzen befahigt. Hier spielen die Claudine, transmembrandare Proteine, die an
Aufbau und Funktion der Tight junctions mafgeblich beteiligt sind, eine
ausschlaggebende Rolle. Zum anderen verhindert ein komplexes Zusammenspiel
zwischen hoch-adaptierten Effektorzellen sowie Mechanismen der unspezifischen und
spezifischen Immunabwehr beim gesunden Fisch ein Eindringen der luminalen
Mikroflora in die intestinale Lamina mucosa und deren systemische Ausbreitung
(GOMEZ & BALCAZAR, 2008; VAN DER MAREL et al., 2010). An vorderster Front
der unspezifischen Abwehrmechanismen steht die Sezernierung antimikrobieller
Peptide durch spezialisierte Epithelzellen in die Schleimauflage. Die Liste natirlicher
Verbindungen mit antimikrobieller Aktivitat ist grof3, enthalt jedoch im Wesentlichen 3
Gruppen: 1. Verdauungsenzyme, welche mikrobielle Strukturen ansteuern (z.B.
Lysozym), 2. Peptide, die an essentielle Elemente wie Zink oder Eisen binden (wie
Calprotectin und Lactoferrin) und 3. Peptide, die mikrobielle Zellmembranen angreifen

und zerstdren (z.B. Defensine, Lysozym und Cathelizidin) (LINDE et al., 2008).

Antimikrobielle Peptide im Allgemeinen sind eine wesentliche Komponente der
unspezifischen Abwehr und wurden aus Organismengruppen des gesamten
phylogenetischen Spektrums isoliert (FALCO et al., 2008). Generell weisen diese
Molekile einige Gemeinsamkeiten auf, darunter eine geringe Molekulgrof3e, positive
Ladung und eine umfassende Spezifitat gegen Pathogene in Form von Aktivitaten
gegen Bakterien, Pilze, behiillte Viren und sogar einige Parasiten (CASADEI et al,
2009). Klassische Defensinmolekile im Speziellen umfassen eine Gruppe von kleinen
amphipatischen, unterschiedlich argininhaltigen kationischen Peptiden (mit einer

Lange von typischerweise 30-40 Aminosdureeinheiten), die durch sechs Uber
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Disulfidbricken miteinander verbundene Cysteine charakterisiert werden, welche hoch
konserviert und fur Wirbeltiere kennzeichnend sind (ZHAO et al., 2009). Aufgrund von
Unterschieden in der Verteilung dieser Disulfidbriicken zwischen den sechs
Cysteinmolekilen werden Defensine in drei Unterfamilien klassifiziert: a-Defensine, B-
Defensine und 6-Defenine. B-Defensine, welche die Disulfidbriicken zwischen den
Cysteinen 1+5, 2+4 und 3+6 aufweisen (LINDE et al., 2008), neigen zu breiten
Expressionsmustern. Sie werden in diversen Zelltypen wie Lymphocyten, Monocyten,
Macrophagen, Neutrophilen, Epithelzellen, Keratinocyten etc. als Prapropeptide
synthetisiert und in Granula im Zytoplasma gespeichert, was bei mikrobieller Infektion
eine rasche Ausschuttung aktiver Peptide in Phagosomen oder ins extrazellulare
Milieu erlaubt. Betrachtliche Quellen flr Defensine stellen dabei die Schleimhaute dar
(ZOU et al., 2007; CASADEI et al., 2009).

B-Defensine sind kationische Enzyme mit einem Molekulargewicht von 2 — 6 kDa und
werden entweder konstitutiv exprimiert oder als Reaktion auf bestimmte Stressoren
wie Infektionen oder Entziindungen induziert. lhr funktionelles Potential umfasst dabei
ein breites Spektrum antimikrobieller Aktivititen gegen gram-positive und gram-
negative Bakterien, Mycobakterien, Pilze, intrazellulare Parasiten und bestimmte Viren
(QUINONES-MATEU et al., 2003; LINDE et al., 2008). In ihrer Wirkungsweise zielen
sie auf die Achillesferse der mikrobiellen Membran ab, ndmlich das Fehlen von
Cholesterol und negativ geladene Phospholipide auf der AuBenseite der
zytoplasmatischen Membran. Die positive Nettoladung ermdglicht die Bindung einer
stetig steigenden Anzahl (1-10 Milliarden Molekile) von Defensinen an die
Phospholipide auf der Bakterienoberfliche bis zu deren vollkommenem
Zusammenbruch. Fir Saugerdefensine wurde dartber hinaus eine Beteiligung bei der
Initialisierung von spezifischen Immunantworten beobachtet, da diese als direkte
Chemoattraktoren fir noch unausgereifte dendritische Zellen agieren (LINDE et al.,
2008. GUANI-GUERRA et al., 2009). Es wird angenommen, dass Defensine einen
frihen evolutiven Ursprung haben, mit einer weiten Verbreitung innerhalb der
Pflanzen, Tiere und Pilze. Neuere Studien lassen das Vorkommen Defensin-&hnlicher
Peptide auch in Myxobakterien vermuten (CASADEI et al, 2009). Verglichen mit den
Verhéltnissen bei S&ugetieren befindet sich die Erforschung von Fisch-Defensinen
allerdings erst an ihrem Anfang. Verschiedene B-Defensin-homologe Sequenzen
wurden erst in jlungerer Vergangenheit bei Zebrabarbling, Fugu, Forelle und

Zackenbarsch detektiert (ZOU et al, 2007), doch nur bei einem B-Defensin-ahnlichen
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Peptid der Regenbogenforelle wurde bisher auch antivirale Aktivitat nachgewiesen. Bis
zu diesem Zeitpunkt sind die antimikrobiellen Aktivitaten, Transkriptionsregulation und
Immunmodulation von Fisch- B-Defensinen noch weitgehend unbekannt (ZHAO et al.,
20009).

Im Gegensatz dazu ist Lysozym (Muramidase), eines der am besten untersuchten
Enzyme Uberhaupt, auch im Fischgewebe bereits seit geraumer Zeit nachgewiesen
(FLETCHER & GRANT, 1968; VLADIMIROV, 1968). Sein Molekulargewicht, seine
Aminosauresequenz, Konformation, Nucleotidsequenz und seine Funktionen sind
Uberaus gut erforscht und es wurde in Pflanzen, Bakterien, Insekten und allen
Wirbeltieren gefunden (JOLLES & JOLLES, 1984; ALEXANDER & INGRAM, 1992
SAURABH & SAHOO, 2008). Bei diesem Peptid handelt es sich um ein kationisches
Enzym, welches bei den meisten daraufhin untersuchten Organismen an der Abwehr
von Viren, Bakterien, Neoplasmen und mitunter Pilzen beteiligt ist. Seine
Wirkungsweise basiert darauf, dass es die (3-1,4-glykosidischen Bindungen zwischen
N-Acetyl-D-Muraminsaure und 2-Acetylamino-2-Desoxy-D-Glucose (= N-Acetyl-D-
Glucosamin) in den Zuckerketten des Peptidoglycangertsts, welches Bestandteil der
Zellwand von gram-negativen Bakterien ist, spaltet und dadurch die Zellwande auflost
(PAULSEN et al., 2001; ELLIS, 1999 & 2001). In begrenztem Umfang ist auch ein
Effekt auf Chitin nachgewiesen worden, worauf mit groRer Wahrscheinlichkeit seine
partiell fungizide Wirkung zurtickzufiihren ist (ALEXANDER & INGRAM, 1992). Das
Enzym selbst besteht aus einer einfachen Polypeptidkette von etwa 120 Aminoséuren,
dessen isoelektrischer Punkt zwischen pH 9 und 11 und dessen Aktivitdtsoptimum
zwischen pH 5 und 7 liegt. Das Molekulargewicht betragt durchschnittlich 14,4 kDa
(GRINDE et al., 1988) und bewegt sich bei Fischen in einem Bereich von 12.5 bis 15
kDa (ALEXANDER & INGRAM, 1992). Wie bei Saugetieren, so kommt Lysozym auch
bei Fischen hauptsachlich in Neutrophilen, Monocyten und in kleinen Mengen in
Makrophagen vor allem an solchen Stellen vor, an denen das Risiko mikrobieller
Invasion grof3 ist, wie auf den Kiemen, der Haut (OURTH, 1980) oder im
Gastrointestinaltrakt, was seine Rolle in der Immunbarriere hervorhebt. Ferner tritt es
in hoher Konzentration in den Kopfnieren und Nieren, daneben im Hautschleim, in
Leber, Milz und Muskulatur sowie in den Eiern auf (LIE et al., 1989; ALEXANDER &
INGRAM, 1992; SVEINBJORNSSON et al., 1996; ELLIS, 2001; SAURABH & SAHOO,
2008; WANG & ZHANG, 2010). Ebenso wie die zuvor beschriebenen (-Defensine,

kann auch Lysozym sowohl konstitutiv exprimiert sein als auch durch Pathogenkontakt
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induziert werden, wobei es bei Fischen offenbar in zwei verschiedenen Formen auftritt,
von denen eine wesentlich bakterizider zu sein scheint als das Lysozym der héheren
Vertebraten (ELLIS, 2001).

Wie obenstehend bereits angedeutet, kommt den Claudinen eine bedeutende
Aufgabe bei der Herstellung und Aufrechterhaltung des epithelialen Zellverbandes und
seiner Funktionen zu. Einfache epitheliale und endotheliale Zellschichten (Monolayer)
kleiden die Korperhohlen aller Metazoen aus (KOLLMAR et al., 2001) und formen
Barrieren, um Organe in funktionelle Subkompartimente zu separieren und ein
Eindringen von potentiellen Pathogenen zu unterbinden. Diese distinkte
Kompartimentierung und Isolation von der auf3eren Umgebung ist ausschlaggebend
fur das Funktionieren von Organsystemen in vielzelligen Organismen. Die Zellen
kontrollieren diese Barrieren selektiv, indem sie den Austausch von Wasser, lonen und
Proteinen Uber das Monolayer-System hinweg regulieren, wobei sie eine strukturelle
und physiologische Polaritat erzeugen (SCHNEEBERGER & LYNCH, 2004; FINDLEY
& KOVAL, 2009). Zwei Moglichkeiten des Stofftransportes sind hierbei gegeben und
werden auch umgesetzt. Zum einen der Weg direkt durch die Zellen hindurch, der
transzellulare Transport. Zum anderen die Bewegung von lonen und Molekilen durch
Zellzwischenrdume hindurch, welche als parazellulare Permabilitat bezeichnet und an
speziellen, als Tight junctions bezeichneten Kontaktstellen zwischen den Zellen
reguliert wird. Hierbei handelt es sich um Komplexe aus transmembranaren und
peripheren Proteinen, welche ihrerseits Verbindung zum Zytoskelett haben. Die
koordinierte Regulierung der Permeabilititseigenschaften geht dabei auf jene als
Claudine bezeichneten Transmembranproteine zurick, deren Name sich vom
lateinischen ,claudere’ (= schliel3en) ableitet. Ihre Gbergeordneten Aufgaben bestehen
im Aufbau der Zell-Zell-Kontakte und in der selektiven Regulierung des parazelluléaren
Transportes. Claudine wurden 1998 von FURUSE et al. zum ersten Mal als die
wesentlichen, am Aufbau von Tight junctions strukturell und funktionell beteiligten
Proteine identifiziert. Sie kbnnen den interzellularen Spalt fast vollstéandig verschlieRen
oder parazellulare Poren formen (KRAUSE et al., 2008; TIPSMARCK et al., 2008b).
Mit einem Molekulargewicht von 22 bis 27 kDa (VAN ITALLIE & ANDERSON, 2006;
CLELLAND et al., 2010) sind sie verhaltnismafig klein und ihr charakteristischer
Aufbau ist dadurch gekennzeichnet, dass ihre Polypeptidkette vier Mal die
Zellmembran durchspannt (,tetraspan protein“) und dabei zwei extrazellulare, aufgrund

ihrer raumlichen Struktur als Schleifen bezeichnete Doméanen ausbildet (COLEGIO et
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al.,, 2002 LAL-NAG & MORIN, 2009). Die erste Schleife stellt dabei nach derzeitigem
Kenntnisstand die Ladungsselektivitat bei der Regulierung des parazellularen
Transportes her, wahrend die zweite Schleife fur die Herstellung der Zell-Zell-
Verbindungen Uber Kontaktaufnahme mit Claudinen gegeniberliegender
Zellmembranen einerseits und Verbindung mit zytoplasmatischen Strukturproteinen
andererseits zustandig ist (VAN ITALLIE & ANDERSON, 2006; KRAUSE et al., 2008;
ANGELOW et al., 2008). Die Expression der Claudine in den verschiedenen Zell- und
Gewebetypen ist variabel. So sind einige ubiquitar exprimiert, wahrend andere nur in
bestimmten Zelltypen oder nur zu bestimmten Zeitpunkten exprimiert werden
(NUSRAT et al., 2000; TURKSEN & TROY, 2001; VAN ITALLIE & ANDERSON, 2006;
TIPSMARK et al., 2009). Zum ubiquitaren Typ zahlt Claudin-1, welches eine wichtige
Rolle fir den Zusammenhalt von Epithelien spielt (FURUSE et al., 2002; VAN ITALLIE
& ANDERSON, 2006), wahrend das andere in der vorliegenden Arbeit untersuchte
Claudin, Claudin-2, parazellulare Poren fur monovalente Kationen formt und nur
zeitweise und in wenigen Geweben exprimiert wird (ESCAFFIT et al., 2005; KRAUSE
et al., 2008). Die verschiedenen Epithelien weisen jedoch stets spezifische
Claudinkombinationen auf (COLEGIO et al., 2002), deren Expressionsmuster in ihrer
Gesamtheit die Polaritdts- und Transporteigenschaften der jeweiligen Gewebe
entscheidend charakterisieren (COLEGIO et al., 2003; GONZALEZ-MARSICAL et al.,
2003; ESCAFFIT et al., 2005). Claudine wurden bisher vor allem bei Saugetieren
untersucht, von denen zurzeit 24 verschiedene Formen bekannt sind (TSUKITA &
FURUSE, 2000; COLEGIO et al., 2002; ESCAFFIT et al., 2005). Auch bei Fischen
wurden Claudine nachgewiesen, deren Anzahl sich durch extensive Genexpansion auf
56 beim Kugelfisch (Fugu rubripes) belauft (LOH et al., 2004).

Das Zusammenwirken von Eigenschaften des Gewebeverbandes in Form von Zell-
Zell-Verbindungen auf der einen und von Abwehrmechanismen des Immunsystems
auf der anderen Seite fiihrt so zu der Ausbildung einer Frontlinie zur Verteidigung
gegen Pathogene an den Oberflachen der Epithelien, der epithelialen Immunbarriere.
Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit steht die Immunbarriere des Mittel- und
Enddarmepithels von Karpfen, deren Reaktionen im Hinblick auf mdgliche
Veranderungen von Funktionalitat und Integritat unter dem Einfluf3 einer Infektion mit
dem Koi-Herpesvirus (KHV) untersucht werden sollen. Hierfir wurde ein

Infektionsmodell auf zellkulturbasiertem Virus gewahlt.
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Beim Koi-Herpesvirus, das 1998 in Israel zum ersten Mal diagnostiziert und in den
USA im selben Jahr isoliert wurde (HEDRCK et al., 2000), handelt es sich um ein
behiilltes DNA-Virus, dessen Erbsubstanz von einem ikosaedrischen Nukleokapsid
umschlossen wird. Ein proteinreiches Tegument umgibt das Viruscore, welches
insgesamt von einer Lipiddoppelmembran umschlossen wird (MINSON et al. 2000).
Seine systematische Bezeichnung lautet Cyprinides Herpesvirus 3 (CyHV-3), in
Anlehnung an die von ihm hervorgerufenen Krankheitserscheinungen auch als ,carp
nephritis and gill necrosis virus“ bezeichnet. Das 277 bp doppelstrangiger DNA
umfassende Virion wird der Familie Herpesviridae zugerechnet (WALTZEK et al.,
2005). Als DNA-Virus erfolgt die Vermehrung im Zellkern der Zielzelle. Nachdem
zunéchst vor allem Kiemen und Darm als mdgliche Eintrittsgewebe des Virus in den
Fischkorper diskutiert wurden, wird heute die Haut als das wahrscheinlichste
Eintrittsorgan betrachtet (COSTES et al., 2009). Das Virus ist bereits nach wenigen
Stunden in allen Organen des betroffenen Tieres nachweisbar (GILAD et al., 2004).
Erkrankte Tiere werden haufig apathisch, sondern sich ab oder halten sich regungslos
in Bodennahe auf. Flossenklemmen und verminderte Reaktionsfahigkeit, im
fortgeschrittenen Stadium auch umfangreiche Koordinationsverluste, stellen weitere
symptomatische Verhaltensdnderungen dar. Im akuten Krankheitsverlauf kommt es zu
massiven Hautveranderungen und Schadigungen der Kiemenepithelien bis hin zu
Nekrosen. Die Schleimproduktion der Haut nimmt im Krankheitsverlauf ab (was zum
so genannten ,Sandpapiereffekt fuhrt), wahrend die Kiemennekrosen haufig von
verstarkten Schleimabsonderungen begleitet werden. Obwohl die inneren Organe
makroskopisch zumeist ohne Befund sind, offenbaren histopathologische
Untersuchungen in der Regel umfangreiche Degenerationen von Zellverbanden,
Nekrosen und unspezifische Entzindungsreaktionen (PIKARSKY et al., 2004). Im
Intestinum wurden nekrotische Herde sowie submukdse Infiltrate festgestellt
(HOFFMANN et al., 2000). Daruber hinaus fuhrt die Erkrankung zu einer
Immunsuppression mit erhdhter Empfanglichkeit fur Sekundarinfektionen (BLOOM,
1998; MEYER, 2007; NEGENBORN, 2009). Damit ist die Mdglichkeit des Eindringens
von weiteren Pathogenen Uber die vorgeschéadigten Epithelien in besonderem Mal3e
gegeben. Der Ausbruch der Krankheit hangt wesentlich von der Wassertemperatur ab
(GILAD et al., 2003), wobei der empfangliche Temperaturbereich zwischen 15 und
28°C liegt (WALSTER 1999). Sowohl bei tieferen als auch bei héheren Temperaturen

kommt es trotz bestehender Infektion nicht zum Ausbruch der Erkrankung, was
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vermutlich auf eine unterdriickte Virusreplikation zurtickzuftihren ist. Dennoch bleiben
solche Fische Trager des Virus, welches Uber groRe Zeitraume vermehrungsfahig
bleibt und von seinen Wirten nach Eintritt glinstiger Temperaturverhaltnisse wieder
ausgeschieden werden und weitere Individuen infizieren kann (MEYER, 2007).
Typisch fur viele Herpesviren ist das eng begrenzte Wirtsspektrum. Dies trifft auch fur
das Koi-Herpesvirus zu, welches nur beim Karpfen (Cyprinus carpio L.) zur Ausbildung
von Morbiditaten und Mortalitaten fuhrt (ARIAV et al., 1999), wobei Individuen jeder
Altersstufe erkranken konnen. In betroffenen Bestanden sind die Ansteckungsgefahr
und die Verluste in der Regel sehr hoch, es erkranken durchschnittlich 80-100% der
Individuen, die Sterblichkeitsrate liegt bei 70-80% (BRETZINGER et al., 1999;
WALSTER, 1999). Andere Fischarten kénnen zwar als Trager und Ubertrager des
Virus fungieren, erkranken jedoch nicht (BRETZINGER et al, 1999; HOFFMANN et al.,
2000; MEYER, 2007). Wie andere Herpesviren besitzt auch das Koi-Herpesvirus die
Fahigkeit, seine Genexpression herunter zu regeln und ein Latenzstadium im
infizierten Fisch zu etablieren. Solche Karpfen tragen das Virus in sich, ohne zu
erkranken. Bei diesen als ,Carriern” bezeichneten Individuen kénnen Stresssituationen
allerdings eine erneute Aktivierung und Ausschuttung des Virus auslésen (NEUKIRCH,
2003; MEYER, 2007). Insbesondere solche Carrierfische haben in Verbindung mit
einem intensiven und unkontrollierten Handel zur rapiden und mittlerweile weltweiten
Verbreitung des Koi-Herpesvirus beigetragen. Der Nachweis des Virus in der
Labordiagnostik kann entweder indirekt mittels molekularbiologischer Methoden (PCR,
ELISA) oder aber direkt anhand von histopathologischen Techniken (z.B.
Elektronenmikroskopie, Immunfluoreszenz, Anzucht auf Zellkulturen) erfolgen, wobei
erhebliche Unterschiede in Aufwand und Zuverlassigkeit bestehen. In der
Routinediagnostik stellt die PCR die derzeit verbreitetste und zuverlassigste

Nachweismethode dar.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen die Auswirkungen einer solchen KHV-
Infektion auf die epitheliale Immunbarriere im Darm des Karpfens (Cyprinus carpio L.)
untersucht und anhand des Verhaltens der antimikrobiellen Peptide B-Defensin-2 und -
3 und Lysozym, sowie der Transmembranproteine Claudin-1 und-2 beschrieben
werden. Die Befunde werden ferner im Zusammenhang mit potentiellen klinischen

Veranderungen des Darmgewebes diskutiert.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Herkunft der Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden junge Spiegelkarpfen (Cyprinus carpio L.) eingesetzt.
Diese wurden als befruchtete Eier der Zuchtlinie R8S8 x R3S8 von der Agricultural
University Wageningen bezogen und in der Abteilung Fischkrankheiten und
Fischhaltung der Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover unter parasiten- und
virusfreien Bedingungen (SPF) aufgezogen. Die Erbritung der Eier geschah bei
einer Temperatur von 20 °C in einem 500 Liter fassenden Glasaquarium und mit
einer Filterung Uber ein Lufthebersystem. Im selben Becken erfolgte auch die erste
Anfltterung der freischwimmenden, fressfahigen Brut mit frisch geschlipften
Nauplien des Branchiopoden Artemia salina. In den folgenden Wochen wurde dann
eine  schrittweise  Umstellung der  Karpfenbrut auf  handelsibliches
Karpfenaufzuchtfutter in Pelletform vorgenommen. Nach Erreichen von etwa 2 cm
Korperlange erfolgte eine Umsiedlung der Jungfische zur weiteren Aufzucht und
dauerhaften Halterung in eine Kreislaufanlage mit vier angeschlossenen
Rundbecken und einem Gesamtvolumen von 6000 Litern, welche uber ein

Mattensystem gefiltert wurden.

2.2. Virus

2.2.1 Herkunft

Um eine KHV-Infektion sowohl in ihrem gesamten pathologischen Verlauf im
Allgemeinen als auch die betreffenden Reaktionen der Darmmucosa im Speziellen
verfolgen zu konnen, war eine experimentelle Infektion der Karpfen unter
kontrollierten Bedingungen im Labor erforderlich. Das hierfur verwendete Koi-
Herpesvirus-Isolat ist das von Hedrick und Mitarbeitern im Jahr 2002 in den USA
isolierte KHV-I-Isolat (HEDRICK et. al., 2002), welches vom Friedrich-Loffler-Institut,
Bundesinstitut fur Tiergesundheit, Insel Riems, bezogen und unter der Nummer KHV
182 gelistet wurde. Bei dem dort in Zellkultur erhaltenen Virus handelt es sich um
den intern bezeichneten Pool GI, bezogen wurde die 6. Passage auf CCB (Cyprinus

Carpio Brain)-Zellen mit einem Titer von 5000 KIDso/ml.
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2.2.2 Zellkultur

Fur Erhalt und Vermehrung des KH-Virus wurden Zellkulturen der von Neukirch und
Mitarbeitern 1999 in der Abteilung Fischkrankheiten und Fischhaltung der
Tierarztlichen Hochschule Hannover etablierten Zelllinie von Karpfenhirnzellen (CCB)
verwendet. Die Kultur der CCB-Zellen erfolgte bei einer eingestellten
Umgebungstemperatur von 20°C in einer 75 cm? Zellkulturflasche (Nunc,
Wiesbaden) und in einem Kulturmedium auf der Grundlage des ,Minimum Essential
Mediums® (MEM) mit ,Earl’s“ Salzen, supplementiert mit 2 mMol L-Glutamin (PAA,
Pasching), 3,5 g D(+)-Glukose/l (Applichem, Darmstadt), 10% fetalem Kalberserum
(Biochrom, Berlin) und 79,6 mg/l nichtessentiellen Aminosauren (PAA, Pasching),
200000 U/I Penicillin und 200 mg/l Streptomycin (PAA, Pasching). Im Abstand von
vier bis funf Tagen wurden die Zellen subkultiviert. Hierfir wurde der Zellrasen vom
Flaschenboden nach Entfernen des Kulturmediums mittels einer Uberschichtung mit
einer Losung aus ,Dulbecco’s* PBS (PAA, Pasching), 0,05 % Trypsin (PAA,
Pasching) und 0,02 % EDTA (PAA, Pasching) gelost. Die so erhaltene
Zellsuspension wurde anschlieRend mit 5 ml Kulturmedium zur Aufhebung der
zellwandschadigenden Wirkung des Trypsins neutralisiert, die Zellen durch Auf- und
Abpipettieren vereinzelt und im Verhaltnis 1:2 in neue, bereits mit 10 ml

Kulturmedium vorbereitete Kulturflaschen tberfihrt.

2.2.3 Virusvermehrung

Zur Vervielfaltigung des KH-Virus wurden 5 ml eines virushaltigen Zellkulturmediums
auf einem hoéchstens zwei Tage alten konfluenten Zellrasen in einer 75 cm?
Zellkulturflasche gegeben und der Zellrasen gleichmaRig Uberschichtet.
RegelmaRiges leichtes Schwenken waéahrend der folgenden 60 Minuten
Inkubationszeit bei 25°C sorgte dartber hinaus fir eine gleichmaflige Verteilung der
Virussuspension. Nach Ablauf einer Stunde wurden 10 ml Kulturmedium zugegeben
und die Kultur in der Folgezeit bei weiterhin 25°C inkubiert. Der Zellrasen wurde
taglich auf zytopathologische Effekte als Folge einer erfolgreichen Infektion hin
Uberpruft und die Befunde dokumentiert. Eventuell mit Bakterien oder Pilzen
kontaminierte Kulturen wurden verworfen. Nach sechs Tagen wurde bei der
Mehrzahl der Kulturen der HoOhepunkt des Infektionsverlaufes, sichtbar durch
Zerstorung des Zellrasens, erreicht und das Virus durch Einfrieren der Kulturflasche
bei -80°C aus den Zellen freigesetzt. Anschlie@Rend wurde die virushaltige

Zellsuspension zu Volumina von je 1 ml in Reaktionsgefalie aliquotiert und ebenfalls
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bei -80°C aufbewahrt. Zur weiteren Virusanreicherung, zur Bestimmung der
Infektiositat des Virus sowie zur Anwendung in den Infektionsversuchen wurde die

zellhaltige Viruslésung bei Raumtemperatur aufgetaut und unmittelbar verwendet.

2.2.4 Virustitration

Zur Bestimmung der Infektiositat des vermehrten Virus wurde eine Titration mit
logarithmischer Endpunktverdiinnung auf einer Mikrotiterplatte durchgefuhrt.

Hierzu wurde eine Mikrotiterplatte (Nunc, Wiesbaden) mit 96 Vertiefungen mit CCB-
Zellen aus einer homogenen Zellsuspension beimpft. Nachdem sich nach 24
Stunden ein konfluenter Zellrasen ausgebildet hatte, wurden in die Vertiefungen
jeweils 0,2 ml einer zehnfachen Verdunnungsreihe der Virusldsung hinzugegeben.
Es wurden jeweils vier Vertiefungen pro Verdiinnungsstufe beimpft. Zudem wurde als
Kontrollansatze Zellrasen in vier Vertiefungen mit 0,2 ml Zellkulturmedium inokuliert.
Anschliel3end erfolgte die Kultur der Mikrotiterplatte fiir 14 Tage bei 25°C und in einer
Atmosphare mit einem CO,-Gehalt von 2%, wobei der Zellrasen téaglich
mikroskopisch auf Veranderungen untersucht wurde. Diese schlossen Verfarbungen
des Zellkulturiberstandes, abgeldste Zellen, Riesenzellbildung und
zytopathologische Effekte ein und wurden protokolliert. AnschlieRend wurde die
Infektiositat anhand der nach BONIN (1973) zitierten, modifizierten Methode nach
KARBER (1931) kalkuliert.

Fur die verwendete Viruslosung ergab dieses Verfahren einen Titer von 1000 KID50
pro 0,2 ml bzw. 5000 KID50 pro Milliliter.

2.2.5 Virusnachweis

2.2.5.1 Immunfluoreszenz

Zur Veranschaulichung der Wachstumskinetik des Virus in vitro wurden
Zellkulturversuche mit Karpfenhirnzellen durchgefuhrt. In diesen Versuchsreihen
wurde das bereits im Zuge der Virusvermehrung beobachtete Viruswachstum
zusatzlich mit Hilfe der Immunfluoreszenz Uberpruft, welche eine optische
Darstellung der Expression von Virusproteinen in Zellen der Zellkultur ermdéglichte.
Hierzu wurden zunachst 10 CCB-Zellkulturen in Kulturflaschen, wie bereits im
Abschnitt 2.2.3 beschrieben, mit Virussuspension infiziert und anschliel3end
inkubiert. Darauf folgte eine tagliche Uberpriifung der Zellrasen in den Flaschen auf
Veranderungen oder zytopathogene Effekte, sowie eine Probennahme fir die

Immunfluoreszenz. Hierflir wurden die Zellrasen nach Verwerfen des Kulturmediums
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mit Hilfe von 1 ml Trypsin (PAA, Pasching) von ihrer Unterlage gel6st und zusammen
mit 1 ml frischem Kulturmedium in Zentrifugenréhrchen tberfuhrt und 10 Minuten
lang bei 680 x g und Raumtemperatur abzentrifugiert. Anschlielend wurde der
Uberstand verworfen und das erhaltene Pellet in 5 ml PBS aufgenommen und
resuspendiert. Von dieser Suspension wurde ein Aliquot von 200 pl fur die PCR
zurlckgestellt. Die verbleibenden 4,8 ml wurden fir die sich anschlieRende
Immunfluoreszenz auf Objekttrager (Menzel, Braunschweig) aufgetropft. Die

Immunfluoreszenz wurde nach folgendem Protokoll durchgefihrt:

Mit Fettstift (DaKo-Pen) auf Objekttrager 2 Kreise (jew. etwa 1 cm?) als

Umrandung auftragen
- Zellsuspension in Kreise tropfen (ca. 20 pl/Kreis), bei 4°C lufttrocknen
- Fixieren durch Einstellen in Aceton fir 10 min. bei Raumtemperatur
- Trocknen bei Raumtemperatur

- Blocken mit bovinem Serumalbumin (BSA) fur 30 min. in feuchter Kammer bei
Raumtemperatur
(BSA: Albumin Fraktion V (Roth, Karlsruhe), 1g Pulver I6sen in 100 ml RPMI
(Sigma-Aldrich, Minchen)

- Waschen (3 x 3 min in RPMI)
- Flussigkeit abschlagen, Trocknen um die Umrandung

- Aufbringen des Primérantikdrpers (KHV/10A9, Insel Riems), ca. 50 pl/Kreis,
Verdiinnung 1:10 in RPMI, Inkubation in feuchter Kammer fir 1 Stunde

- Waschen (3 x 3 min. in RPMI)
- Flussigkeit abschlagen, Trocknen um die Umrandung

- Aufbringen des Sekundarantikorpers: Kaninchen-anti-Maus, FITC-konjugiert,
Verdinnung 1:50 in BSA, Inkubation in Feuchtekammer, 60 min bei

Raumtemperatur unter Lichtabschluf3

- Waschen (3 x 3 min. in RPMI)
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- Flussigkeit abschlagen, Trocknen um die Umrandung
- Eindecken mit Dabco-Erhaltungspuffer

Ein Eintrocknen der Proben ist nach dem Arbeitsschritt ,Blocken“ unbedingt zu

vermeiden!

Die mikroskopische Auswertung erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop (Zeiss)
spatestens 24 Stunden nach der Reaktion. Hierbei wurde der Prozentsatz der mit
einem Fluoreszenzfarbstoff markierten Zellen an einhundert fixierten Zellen durch

Auszahlen bestimmt und protokolliert.

Insgesamt dauerte das Experiment 10 Tage und wurde zweimal durchgefuhrt.

2.2.5.2 Molekularbiologischer Nachweis einer Infektion von Zellen mit dem
Koi-Herpesvirus

Der Nachweis einer erfolgreichen Infektion sowohl der Zellkulturen als auch der
Versuchstiere mit dem Koi-Herpesvirus erfolgte mit molekularbiologischen Methoden,
welche auf dem Verfahren der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beruhen. Hierzu
war die Isolierung von DNA aus Zellen und Geweben notwendig, die als Matrize

(Template) in einer PCR-Reaktion eingesetzt wurde.

2.2.5.2.1 DNA-Extraktion aus Kulturzellen und Geweben

Als Probenmaterial zur Gewinnung von Koi-Herpesvirus-DNA wurden einerseits
Kulturzellen des unter 2.2.5.1 beschriebenen Versuches zur Immunfluoreszenz
verwendet, zum anderen gelangten Organpools aus Gewebeproben von Milz, Leber,
Niere, Kieme und Gehirn der fur die Immunhistochemie (s.u.) beprobten Karpfen zum
Einsatz. FUr die Isolierung der Virus-DNA aus allen verwendeten Geweben diente ein
kommerzielles Isolationskit (High Pure PCR Template Preparation Kit, Firma Roche,
Mannheim) und wurde den Herstellerangaben zur Durchfihrung Folge geleistet.

Das Extraktions-Protokoll enthielt folgende Schritte:
- 25 mg Ausgangsmaterial, mechanisch homogenisiert

- Zugabe von 200 pl Tissue Lysis Buffer

- Zugabe von 40 pl Proteinase K
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- Mischen (20 sec.)

- Inkubation (1 Stunde, 55°C)

- Spin down

- Zugabe von 200 ul Bindung Buffer
- Mischen (20 sec.)

- Inkubation (10 min, 70°C)

- Spin down

- Zugabe von 100 pl Isopropanol

- Mischen (20 sec.)

- Uberfuihren der Probe auf eine Saule in einem Sammelgefal
- Zentrifugieren (1 min., 6500 x Q)

- Uberfuhren der Saule in neues SammelgefalR —
- Zugabe von 500 ml Wash Buffer | 2 x (Filtrat entsorgen)
- Zentrifugieren (1 min., 6500 x g)

- Zentrifugieren (10 sec., 19800 x g)

- Uberfuihren der Saule in neues Sammelgefar

- Zugabe von 200 pl vorgewarmtem (70 °C) Elusion Buffer
- Zentrifugieren (1 min, 6500 x g)

- Saule verwerfen, DNA im Sammelgefald

Die erhaltene DNA wird bis zu ihrer Verwendung als Template in der PCR bei -20°C

im Elusionspuffer gelagert.

2.2.5.2.2 PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine Methode zur in vitro-Vervielfaltigung eines
definierten DNA-Abschnittes unter Zuhilfenahme von Enzymen sowie von
Oligonukleotiden, welche den zu replizierenden DNA-Abschnitt auf den
komplementaren Strangen eingrenzen (Primer). Bei diesem Vorgang werden die
Arbeitsschritte der Auftrennung des DNA-Doppelstranges (Denaturierung), der
Anlagerung der Primer (Annealing) sowie das anschlieBende komplementére
Auffullen der zwischen den Primern gelegenen fehlenden Strdnge mit freien
Nukleotiden durch eine Polymerase (Polymerisation) zyklisch wiederholt. Der letzte
Schritt liefert schlie3lich das PCR-Produkt, welches jeweils wieder Ausgangsstoff fur

einen darauffolgenden Zyklus ist, wodurch es theoretisch zu dessen exponentieller
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Vermehrung kommt. Am Ende steht eine abhangig von der Ausgangskonzentration
und der Zyklenzahl erhaltene, hohere Kopienzahl des gewlnschten Erbgutes,
welches dann fir weitere Verfahren, z.B. optische Nachweismethoden, in
ausreichender Menge zur Verfiigung steht.

Die Aufstellung in Tabelle 1 gibt eine Ubersicht tiber den in der vorliegenden Studie
verwendeten Pipettieransatz, die verwendeten Primer und das PCR-Programm.

Tabelle 1: Ubersicht iiber den in der vorliegenden Studie verwendeten Pipettieransatz, die
verwendeten Primer und das PCR-Programm

Pipettieransatz fir den Mastermix

Volumen Reagenz
6,5 ul ddH,0O
1,5 pl KHV-TKf (0,03 umol)
1,5 pl KHV-TKr (0,03 pumol)
0,9 pl MgCl;, (2 mmol) (Invitrogen, Karlsruhe)
2,5 ul Amplification Buffer (10 x konzentriert fir Polymerase)
2 pl dNTP-Mix (400 pumol, Nukleotide, Roth, Karlsruhe)
0,1 pl DNA-Polymerase (Platinum Tag — 1 U/pl)
10 ul Template-DNA

Gesamtvolumen fir 1 Probe: 25 pl

Verwendete Primer (Startsequenzen)

Bezeichnung Sequenz anrg)é'ﬂ'rlfagp '?enggzlrlggg; Referenz
KHV-TKf 5-GGGTTACCTGTACGAG-3’ 409 51,7 °C Bercovier et. al. (2005)
KHV-TKr | 5-CACCCAGTAGATTATGC-3’ 409 50,4 °C Bercovier et. al. (2005)

Ablauf der PCR

Denaturierung, 5 min., 95°C

Denaturierung, 1 min., 94°C

Annealing, 1 min. 52°C Zyklus, 39 Wiederholungen

Polymerisation, 30 sec., 72°C

Finale Polymerisation, 7 min., 72°C

Aufbewahrung der PCR-Produkte bei 4°C bis zur Gelelektropohorese

Zusatzlich wurden bei jedem PCR-Durchlauf eine Positiv- und eine Negativkontrolle

durchgefuhrt. Bei der Positivkontrolle handelte es sich um die DNA aus einer KHV-
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infizierten CCB-Zellkultur, fur die Negativkontrolle wurde anstelle des Genmaterials
ddH,0O verwendet. Bei dem zur Amplifikation verwendeten Thermocycler handelte es

sich um das Modell Mastercycler Gradient der Firma Eppendorf, Hamburg.

2.2.5.2.3 Gelelektrophorese

Die Sichtbarmachung der hergestellten Amplifikate erfolgte mit der Methode der
Gelelektrophorese, bei welcher die mit einem Farbstoff (Ethidiumbromid)
gekoppelten DNA-Fragmente mit Hilfe eines elektrischen Feldes beim Durchwandern
eines Agarosegels nach GrofRRe aufgetrennt werden. Der Farbstoff interkaliert mit
doppelstrangiger DNA und tritt unter der Einwirkung von UV-Licht optisch in
Erscheinung, wodurch eine visuelle Auswertung méglich wird. Folgender Aufbau kam

in der vorliegenden Arbeit fur die Gelelektrophorese zur Verwendung:

Reagenzien:

Agarosegel, 1% (Invitrogen, Karlsruhe)
- TBE-Puffer (Lauf- und Gelpuffer):
5,4 g Tris (Roth, Karlsruhe)
2,75 g Borsaure (Roth, Karlsruhe)
2ml 0,5 M EDTA (Applichem, Darmstadt)
Auffillen auf 1000 ml mit Aqua dest.
- Ethidiumbromid (Roth, Karlsruhe)
- Ladepuffer (Roth, Kalrsruhe)
- DNA-Leiter (100 bp, Roth, Karlsruhe)

Gerate:

- Mini-Elektrophoresekammer (Modell SubSystem 70, Axon, Kaiserslautern)
- Stromquelle: ,Power Supply EV243“ (Roth, Karlsruhe)

- UV-Transluminator (Modell: Biometra, Tl 1, Géttingen)

Fur das Gel wurden 0,5 g Agarose mit 45 ml TBE-Puffer und 10 ul Ethidiumbromid
versetzt und in die Elektrophoresekammer uberfuhrt. In die Taschen des
Agarosegels wurde ein Gemisch aus 6 pl des PCR-Produkts und 2 ul Ladepuffer
pipettiert. Zusatzlich wurden eine Positiv- und eine Negativkontrolle aufgetragen. Die
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Laufzeit wurde fur 30 Minuten bei einer Stromspannung von 90 Volt angesetzt.

Anschliel3end erfolgte die Auswertung unter UV-Licht.

2.3 Infektionsversuche mit Karpfen

Die im Folgenden beschriebene Versuchsdurchfiihrung wurde insgesamt dreimal,

jeweils im Abstand von einigen Monaten, wiederholt.

2.3.1 Versuchstiere und Halterung

Fur jeden Versuchsdurchgang gelangten 24 SPF-Karpfen der unter 2.1
beschriebenen Herkunft zur Verwendung. Daraus folgt, dass die Karpfen fir jeden
der drei Ansatze in einem anderen Alter und mit einem anderen
Durchschnittsgewicht in den Versuch eintraten. Das jeweilige Alter und Gewicht der
verwendeten Karpfen wahrend der einzelnen Versuchsdurchgange verhalten sich

wie in Tabelle 2 angegeben.

Tabelle 2: Alter und Gewicht der in den Versuchen verwendeten SPF-Karpfen

Versuchsdurchgang Alter Gewicht
Versuch 1 3 Monate 38 g (25 — 53)
Versuch 2 10 Monate 54 g (43 — 63)
Versuch 3 15 Monate 64 g (41-101)

Angegeben sind Durchschnittsgewichte sowie Minimal- und Maximalwerte.

Die Halterung der Versuchstiere erfolgte ab einem Zeitraum von 10 Tagen vor der
Versuchsdurchfihrung in 400 Liter fassenden Kunststoffbecken. Diese waren zuvor
mit 80°C heillem Wasser und 0,5 M Natronlauge desinfiziert worden und wurden
nach Beflllung mit Leitungswasser Uber einen EHEIM-Aul3enfilter, Modell 2217, mit
den handelsublichen Filtermedien gefiltert. Die Temperatur wurde Uber einen
Zeitraum von einer Woche mittels Reglerheizern (Firma TETRA) langsam auf 25°C
eingestellt, um den Karpfen eine Adaption zu ermdglichen. Mit der Uberfiihrung in die
Versuchsbecken endete die Futterung der Karpfen.

Von den 24 Versuchskarpfen wurden fur jeden Versuch 16 Karpfen infiziert, 8
Karpfen blieben als Kontrollfische ohne Infektion. Wegen der hohen
Ansteckungsgefahr wurden diese zwar unter denselben Bedingungen, jedoch

raumlich streng getrennt von den infizierten Karpfen gehaltert.
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2.3.2 Infektion

Als Eintrittspforte fir das Koi-Herpesvirus in den Wirt werden vor allem Darm- und
Kiemenepithelien diskutiert (HEDRICK 1999, MEYER 2007). Zur Sicherstellung
eines direkten Kontaktes des Wirtsgewebes mit Viruspartikeln wurde den Karpfen
deshalb die Virussuspension mittels einer Knopfkanile per os direkt in den
Mitteldarm verabreicht. Das zugefiihrte Volumen pro Karpfen betrug 0,5 ml
Suspension mit einer Konzentration von 5000 KIDso/ml, was einer individuellen
infektiosen Dosis von 2500 KIDso entspricht.

Den Karpfen der Kontrollgruppe wurde statt der Virussuspension dasselbe Volumen
(0,5 ml) einer Phosphat-gepufferten Salzlosung (PBS, Firma PAA, Pasching)
eingefuhrt. Zur Stressminderung wurden die Karpfen vor dem Handling fir die

Infizierung narkotisiert.

2.3.3 Narkose

Zur Betdubung wurden die Karpfen nacheinander in ein 1,5 Liter fassendes
Plastikaquarium aus dem Aquaristikbedarf Uberfihrt. Dieses war mit Leitungs-
wasser  befullt, welchem 0,15 g/l des Narkosemittels MS 222
(Metaaminobenzoesaureethylesther, Firma Sigma-Aldrich, Taufkirchen) zugefiigt
worden waren. Im Narkosebad verblieben die Karpfen bis zum Erléschen des

Augendrehreflexes.

2.4 Probengewinnung

Vor jeder Beprobung wurde der Allgemeinzustand der Versuchskarpfen beurteilt und
diese auf aufRRere pathologische Veranderungen hin begutachtet. Darliber hinaus
wurden auch Verhaltensanderungen uber den gesamten Versuchsverlauf hinweg
protokolliert. Die Entnahme von Gewebeproben fir die Untersuchungen erfolgte an
den Tagen 2, 5, 8 und 13 p.l., wobei der Infektionstag als Tag 0 angesehen wurde.

An jedem Termin wurden 4 infizierte und 2 nicht infizierte Karpfen beprobt.

2.4.1 Tétung und Sektion

Vor der Sektion wurden die Karpfen in einem 1,5 Liter-Aquarium mit einer Dosis von
0,5 g/l des Narkosemittels MS 222 euthanasiert. Fiur die anschlieBende
Organentnahme wurden die Karpfen auf eine mit einer angefeuchteten Lage
Zellpapier bedeckte und gekuhlte Unterlage (Kuhlakku) tberfihrt. Daraufhin wurde

die Leibeshohle auf der linken Koérperseite ertffnet und der Gastrointestinalkanal
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hinter dem Oesophagus und vor der Afteréffnung durchtrennt und in voller L&nge
entnommen. Dieser wurde auf der Kuhlunterlage sofort und vorsichtig von
einmindenden Darmanhangsdriisen sowie anhaftendem Fettgewebe bestmoglich

befreit und unverziglich der weiteren Probengewinnung unterzogen.

2.4.2 Probennahme

Fur die Untersuchungen kamen Gewebeproben des zweiten und des dritten
Darmsegmentes zur Verwendung. Hierbei handelt es sich um den unmittelbar an die
magenahnliche Erweiterung (Pseudogaster) anschlieenden Teil des Mitteldarmes
(2. Segment) sowie um den Enddarm (3. Segment). Enthommen wurden
Darmstickchen von 5 mm Lange an einer Position etwa 1 cm hinter dem
Pseudogaster fur das Mitteldarmsegment und 1 cm vor der Enddarmausmundung far
das Enddarmsegment. Die Entfernungsangabe von 1 cm ist als relativ zu betrachten,
da sie je nach absoluter Darmlange etwas variiert werden musste, um fur jedes
Individuum denselben Darmabschnitt zu beproben. Die Praparation geschah mit
aulRerster Vorsicht, um die hinfalligen und druckempfindlichen Darmstrukturen

bestmdglich zu erhalten.
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2.5 Histologie

2.5.1 Gewebefixierung
Die gewonnenen Darmstickchen wurden fur die anschlielenden histologischen
Arbeitsschritte unverziglich einzeln in bereitstehende Histokasetten (Firma Vogel,

Giel3en) uberfuhrt und in Bouinscher Losung fixiert:

Bouinsche Lésung (nach BOECK, 1989):
1500 ml gesattigte Pikrinsaure (99%)
500 ml Formaldehyd (37%)

100 ml Eisessig (99%)

In der Fixierungslosung verblieben die Proben flr 48 Stunden. Nach Ablauf dieser
Zeit wurden sie zum Entfernen des Uberschissigen Fixativs mehrmals in 70%
Ethanol gepdult, bis keine Gelbfarbung des Alkohols mehr eintrat. Hiernach wurden
die Proben fur 24 Stunden in 80% Ethanol uberfiihrt, welcher wahrend dieses
Zeitraumes dreimal gewechselt wurde. AnschlieRend erfolgte die Entwasserung
mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe zur Vorbereitung auf die Paraffineinbettung:
24 Stunden in 80% Ethanol, 2 Stunden in 96% Ethanol und 2 Stunden in Isopropanol
(abs.).

2.5.2 Paraffineinbettung

Zur Entfernung des Ethanols aus dem Gewebe wurden die Proben zweimal fir
jeweils 2 Stunden in Xylol eingelegt und in 60°C warmes Paraffin (Paraplast,
Sherwood) uberfuhrt, wo sie Uber Nacht verblieben. Am folgenden Tag wurden sie
bei wiederum 60°C zweimal, jeweils fur 4 Stunden, in frisches Paraffin verbracht,
bevor die Einbettung bei derselben Temperatur und mit erneut frischem Paraffin

erfolgte. Die Aushéartung fand bei 4°C im Kuhlschrank statt.

2.5.3 Schneiden

Die Schnittherstellung der Gewebeproben erfolgte mit einem Standard-
Schlittenmikrotom (Firma Reichert/Jung, Heidelberg). Fir die Immunhistochemie
wurde eine Schnittdicke von 5 pm gewahlt. Die angefertigten Schnitte wurden auf
einem etwa 50°C warmen Wasserbad gestreckt und schlieBlich auf beschichtete
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Adhé&sions-Objekttrager (Firma Superfrost, Menzel Glaser, Braunschweig)

aufgezogen. AbschlielRend wurden sie Gber Nacht bei 60°C im Inkubator getrocknet.

2.6 Immunhistochemie

Die Praxis der Immunhistochemie macht sich Verfahren zunutze, mit welchen
Antigene mit Hilfe von markierten spezifischen Antikdrpern in mikroskopischen
Gewebeschnitten lokalisiert und licht- oder fluoreszenzmikroskopisch sichtbar
gemacht werden kénnen. Um dies zu erreichen, werden die Antikérper mit farbigen
Markern (Chromogen) gekoppelt. In der vorliegenden Untersuchung kam die
Visualisierung solcher Antigen-Antikorper-Reaktionen fir folgende Proteine zum
Einsatz: die transmembranaren Proteine Claudin-1 und Claudin-2 sowie die

antimikrobiellen Peptide B -Defensin 2, B -Defensin 3 und Lysozym.

2.6.1 Primare Antikorper

Uber die die Eigenschaften der verwendeten primaren Antikérper sowie uber ihre
eingesetzten Konzentrationen gibt Tabelle 3 Auskunft. Alle Antikdrper wurden mit
PBS und 1% bovinem Serumalbumin (BSA) bis zur bendtigten Konzentration

verdunnt und das Probengewebe bei 4°C Uber Nacht mit den Antikérpern in kubiert.

Tabelle 3: Eigenschaften und eingesetzte Konzentrationen der in der Studie verwendeten
priméren Antikdrper (Firma: Biologo)

Pri.m_feirer Herkunft Klon Deklarigr_te Eingesetz.te

Antikodrper Spezifitat Konzentration
Claudin-1 Kaninchen polyklonal Mensch, Maus 1:100
Claudin-2 Kaninchen polyklonal Mensch, Maus 1:50

B -Defensin-2 Kaninchen polyklonal Mensch, Maus 1:500

B -Defensin-3 Kaninchen polyklonal Mensch, Maus 1:1000
Lysozym Kaninchen polyklonal Mensch 1:100
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2.6.2 Detektionssystem

Als Detektionssystem wurde die so bezeichnete ,indirekte Methode“ nach PEARSE
(1985) angewendet. Hierbei reagiert zunachst ein unmarkierter primarer Antikorper
mit dem Antigen im Gewebe. Die anschlieRende Visualisierung zur
Signalverstarkung der Reaktion erfolgt in zwei Schritten: zuerst wird der priméare
Antikérper mit einem sekundéaren Antikdrper verbunden. Dieser ist gegen den
Immunoglobulin-Isotyp des primaren Antikérpers gerichtet und mit einem HRP
(Horseradish Peroxidase)-konjugierten Dextranpolymer markiert. Im zweiten Schritt
wird die Verbindung durch die Reaktion mit einem Chromogen sichtbar gemacht. Im
vorliegenden Fall handelte es sich bei dem Chromogen um 3,3 -Diaminobenzidin
(DAB), welches durch die Peroxidase am sekundaren Antikoérper reduziert wird,
sobald dieser mit dem primaren Antikorper reagiert hatte. Das Reaktionsprodukt ist
dann als ein braunliches Prazipitat im Gewebe an der Reaktion der
Antikorperreaktion sichtbar. Katalysiert wird die Reaktion durch Wasserstoffperoxid
(H20,), welches ebenfalls bendtigt wird, um die endogene Peroxidase im Gewebe zu
blockieren. Dies geschieht bereits wahrend der Entwéasserung der Gewebeproben
(Tabelle 4). Da alle in dieser Studie verwendeten priméren AntikGrper vom
Kaninchen stammen, wurde als Detektionssystem das Reaktionskit EnVision® Rabbit
von DAKO genutzt.

2.6.3 Ablauf der immunhistologischen Farbung

Die generelle Prozedur einer immunhistologischen Farbung ist der Tabelle 4 zu
entnehmen. Um dberhaupt Reaktionen mit den Strukturen im Gewebe — hier im
Karpfendarm — zu ermdglichen, ist zunachst eine Entparaffinierung mit Xylol
notwendig. Die anschlieRende Rehydrierung, also die Ruckfihrung von Wasser in
das Gewebe durch eine abfallende Alkoholreihe, ist entscheidend, wenn Reaktionen
— wie im vorliegenden Fall — im aquatischen Milieu durchgefuhrt werden sollen. Im
selben Arbeitsgang geschieht die Inaktivierung der endogenen Peroxidase durch
Inkubation mit H,O,. Bei formalinfixiertem Gewebe kommt es zu Quervernetzungen
zwischen den Proteinen und zur Anhaufung von Methylbricken durch die Reaktion
des Fixativs mit den Aminosauren. Dies kann die gewilinschte Reaktivitat der Epitope
mit den Antikérpern herabsetzen, was eine Demaskierung notwendig machen kann
(HORNICKEL et al.,, 2011). Diese wurde in der vorliegenden Studie fir die
Antikdrperreaktion mit Lysozym mit einer auf 37°C erwéarmten Trypsinlésung (0,1%)
fur 30 Minuten durchgefiihrt (nach HAUTZER et al., 1980). Die anschliel3ende
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Inkubation mit normalem Ziegenserum (NGS) dient der Reduzierung von
Hintergrundfarbungen durch vorherige Abséattigung freier Bindungsstellen des
Gewebes fur Proteine. Dies geschieht, indem die Serumproteine an verschiedene
Ladungstrager im Probengewebe anlagern und daraufhin der primére Antikoérper nur
noch spezifisch mit dem Ziel-Antigen reagieren kann. Die anschliel3ende Inkubation
des Gewebes mit dem primaren Antikorper sowie die Visualisierung der Bindung des
primaren Antikdrpers geschehen wie unter 2.6.1 und 2.6.2 beschrieben. Darauf folgt
die abschlieRende Entwésserung durch eine aufsteigende Alkoholreihe und

schlieRlich die Haltbarmachung der Schnitte durch Eindecken mit Eukitt®.
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Tabelle 4: Protokoll einer immunhistochemischen Farbung

Arbeitsschritt

Prozedur

Entparaffinierung

- 2 X 10 min. Xylol
- 2 min. Isoporopanol

Rehydrierung und Inaktivierung der
endogenen Peroxidase

-2 min. 96 % Ethanol

- 30 min. 80% Ethanol + H,0,
(197 ml 80% Ethanol + 3 ml 30% H,0,)

- 2 min. 70% Ethanol

Waschen

-3 x5 min. PBS

Demaskierung der Epitope

- 30 min. 0,1% Trypsin, pH 7,8, 37°C
- Spulen in PBS

Absattigen der freien Bindungsstellen

- 20 min. NGS (Verdinnung 1:5 mit PBS)

Inkubation mit primarem Antikorper

- Uber Nacht bei 4°C

Waschen

-3 x5 min. PBS

Visualisierung

EnVision® Rabbit:

- 45 min. Sekundarantikorper (Labelled
Polymer HRP) bei Raumtemperatur

-3 x5 min. PBS

- 5 min. Chromogen (40 ul DAB + 1000
ul HRP Substratpuffer)

Waschen

-5 min. PBS
- 10 min. flieBendes Leitungswasser

Entwasserung

- 2 min. 70 % Ethanol
- 2 min. 80% Ethanol
- 2 min. 96 % Ethanol
- 2 min. Isopropanol

Eindecken

- Eukitt® (Kindler)

Abkirzungen: DAB: 3,3-Diaminobenzidin, HRP: Horseradish peroxidase, NGS: Normal goat

serum, PBS: Phosphate buffered saline
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2.6.4 Kontrollen

Fir alle immunhistochemischen Farbungen wurden Negativkontrollen durchgefihrt,
indem das Gewebe anstelle des priméaren Antikérpers mit 1% BSA inkubiert wurde.
Um die Madglichkeit unspezifischer Bindungen des priméaren Antikorpers
weitestgehend herabzusetzen, wurden dartber hinaus Isotypen-Kontrollen
durchgefihrt, indem der primare Antikdrper gegen IgG Kaninchen (Sigma) in

derselben Proteinkonzentration ersetzt wurde.

2.7 Mikroskopische Auswertung

Die gefarbten Gewebedinnschnitte wurden mit dem Photomikroskop Il (Zeiss) mit

digitaler Mikroskopkamera (Olympus DP70) analysiert.

2.7.1 Histopathologische Veranderungen der Darmmukosa

Im Verlauf einer Infektion der Darmschleimhaut mit Viren, Bakterien, oder ein- oder
mehrzelligen Parasiten sind regelmaRig typische Gewebsverdnderungen als
Reaktion des Darmgewebes auf die Infektion zu beobachten (JENDRYSEK 1993).
Hierzu zahlen unter anderem die Reduktion der Anzahl der Becherzellen sowie eine
Verkirzung der Mucosafalten. Eine Proliferation der Zellen der Lamina propria und
Lamina submucosa bewirkt eine Verbreiterung der Falten und eine Vergrol3erung
des Abstandes des Epithels von der Lamina muscularis. Auch eine Zellschadigung
der Enterozyten kann in unterschiedlichem MalR3e hinzukommen.

Zur Grundlagenerweiterung fur die Bewertung der immunhistochemischen Befunde
wurden die Gewebeschnitte in der vorliegenden Studie ebenfalls auf die
obenstehend beschriebenen histopathologischen Veranderungen hin untersucht und
ausgewertet. Hierzu wurde fir die jeweiligen Gewebebereiche bzw. deren
Veranderungen ein semiquantitatives Bewertungsschema entworfen, welches der

folgenden Aufstellung zu entnehmen ist:

Epithelschadigung: O = keine; 1 = beschadigt; 2 = stark beschadigt

Becherzellen: 0 = keine; 1 = wenige; 2 = malig; 3 =viele
Faltenhohe: 1 =sehr flach; 2 = flach; 3 = mittel; 4 = hoch; 5 =sehr hoch
Faltenbreite: 1 =normal; 2 = erweitert; 3 = stark erweitert

Submucosahdhe: 1 =normal; 2 = erweitert; 3 = stark erweitert
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2.7.2 Immunhistochemische Befunde
Auch die Intensitaten der Antikorpermarkierungen wurden anhand eines

semiquantitativen Beurteilungsschemas ausgewertet. Dieses bestand aus 6 Stufen:

0 = ungefarbt 3 = mittel
1 = sehr schwach 4 = stark
2 = schwach 5 = sehr stark

2.7.3 Western Blotting

Zur Darstellung der GroRe der Proteine, an welche die Antikérper gegen die
untersuchten Proteine banden, wurden die Ergebnisse von parallel zu den eigenen
Untersuchungen durchgefuhrten Western Blottings fur Lysozym, (3-Defensin-3 und
Claudin-2 mit einbezogen.

Diese erbrachten fir Lysozym eine Bande bei etwa 17kDa, fir B-Defensin-3 bei etwa
10 kDa und fur Claudin-2 bei 20-25 kDa.
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3 Ergebnisse

3.1 Infektionserfolg und Krankheitsverlauf nach experimenteller
Infektion mit KHV
In allen Organproben der mit KHV infizierten Karpfen konnte Koi-Herpesvirus-DNA
mittels PCR nachgewiesen werden. Die Gewebeproben der nicht infizierten Karpfen
waren in der PCR KHV-negativ, Diese Individuen zeigten auch wahrend der
gesamten Dauer des Versuches keinerlei Anzeichen einer Erkrankung und blieben
ohne Befund.
Bei den infizierten Individuen dagegen wies der Verlauf der Erkrankung im Rahmen
der nacheinander erfolgten Versuche deutliche Unterschiede auf. Die jungsten, drei
Monate alten Karpfen zeigten bereits am zweiten Tag p.l. erste Reaktionen auf die
Infektion. Diese bestanden aus einer verminderten Schwimmaktivitat sowie vereinzelt
Hautveranderungen in Form von lokal begrenzten, sandpapierartigen Partien. Des
Weiteren zeigten die Kiemen Anschwellungen und partielles Ausfransen, wiesen
aber eine normale Durchblutung auf. Das Reaktionsvermodgen der Karpfen war zu
diesem Zeitpunkt nicht beeintrachtigt.
Funf Tage nach der Infektion kam es zu nun regelmaligem Auftreten der
Hautveranderungen, zusatzlich waren die Kiemen stark verschleimt und blass. Das
Schwimmverhalten der Karpfen verschlechterte sich weiterhin, indem neben
taumelnden auch unkoordinierte und schnelle, ,schieflende“ Schwimmbewegungen
hinzutraten. Dartber hinaus begann das Reaktionsvermdgen der Karpfen
nachzulassen.
Nach acht Tagen befanden sich die Karpfen in einem apathischen Zustand mit stark
vermindertem Reaktionsvermdgen. Die zuvor beschriebenen Hautverdnderungen
traten nun grof3flachig auf und fahrten am ganzen Koérper zu Stellen mit
Sandpapiereffekt, gelockerten Schuppeninsertionen und ausgedehnten
Schleimablésungen. Die Verschleimung der Kiemen war hochgradig, in diesem
Stadium traten auch erste nekrotische Bereiche des Kiemenepithels auf und es kam
zu ersten Mortalitaten.
Nach 13 Tagen zeigten die Karpfen einen nahezu vollstdndigen Verlust der
Korperkontrolle und des Gleichgewichtes beim Schwimmen, verbunden mit
Zuckungen. Auch das Ausrichten der vertikalen Kdrperachse sowie das Einhalten
einer festen Position in der Wassersaule waren stark beeintrachtigt, Reaktionen auf

auRere Reize nicht mehr feststellbar. Die Kiemendeckel waren weit abstehend, die
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darunter liegenden Kiemen beidseitig stark angeschwollen, hochgradig verschleimt
und an allen Kiemenbotgen fokal nekrotisch. Die Haut war 6dematos, wies Lasionen
auf und es kam zu Schuppenverlusten. Vereinzelt war ein beginnender
Enophthalmus feststellbar, dariiber hinaus traten weitere Todesfélle auf.

Im Gegensatz zu den auffalligen &ufReren Verdnderungen blieben die inneren

Organe bei der Adspektion wahrend der Sektionen ohne besonderen Befund.

Dem intensiven Krankheitsverlauf bei den drei Monate alten Karpfen stehen die
nahezu symptomlos verlaufenden Infektionen der folgenden Versuchsgruppen der 10
und 15 Monate alten Karpfen gegenuber. Auch hier konnte der Infektionserfolg
mittels PCR bei allen Karpfen nachgewiesen werden, jedoch zeigten die infizierten
Karpfen nicht die von den jungeren Individuen bekannten Reaktionen. So waren bei
den 10 Monate alten Karpfen ab dem 5. Tag p.l. lediglich eine Veranderung des
Schwimmverhaltens in Form von leichten bis mittelgradigen
Koordinationsschwierigkeiten, sowie Apathie und leichte Gleichgewichtsstérungen
feststellbar. Kiemen, Haut und Augen blieben — wie auch hier die inneren Organe —
ohne Befund. Bei den 15 Monate alten Karpfen schlie3lich waren keine Symptome
mehr erkennbar, auch das Schwimmverhalten anderte sich nicht, lediglich einzelne
Fische zeigten Anzeichen einer geringgradigen Apathie. Das Reaktionsvermégen
blieb Uber den gesamten Infektionsverlauf hinweg erhalten und es kam, wie auch bei
den 10 Monate alten Individuen, zu keinen Todesfallen. Kiemen, Haut, Augen und
innere Organe waren auch bei den 15 Monate alten Karpfen ohne Befund.

Insgesamt ist also die Schwere des Infektionsverlaufes altersabhéangig, mit einem

symptomarmeren Verlauf bei alteren Individuen.

3.2 Vermehrungskinetik des Koi-Herpesvirus in der Zellkultur

Wie aus Tabelle 5 ersichtlich, war im ersten Versuchsansatz zur Analyse der
Vermehrungskinetik des Koi-Herpesvirus in Zellrasen der Karpfenhirnzellen in den
ersten vier Tagen p.l. kein zytopathogener Effekt festzustellen. Auch bei der
Auswertung der Immunfluoreszenz zum Erkennen von Virusproteinen waren keine
markierten Zellen nachweisbar. Ein beginnender CPE zeigte sich am 5. Tag p.l.. An
diesem Tag waren Virusproteine in einem Anteil von 20 Prozent der Zellen durch
Antikorpermarkierung  bei  der fluoreszenz-mikroskopischen  Untersuchung

festzustellen. In den folgenden Tagen traten in den Zellrasen jeweils sehr deutliche
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zytopathogene Effekte auf und der Anteil markierter Zellen in den jeweiligen Proben
stieg bereits am 6. Tag p.l. auf etwa 80 Prozent, um fur die restlichen Tage konstant
bei Uber 90 Prozent zu verbleiben.

Im zweiten Ansatz des Versuches (Tabelle 6) begannen die Zellrasen bereits am 4.
Tag p.l. zytopathogene Effekte aufzuweisen, wobei der Anteil markierter Zellen in der
Immunfluoreszenz an diesem Tag bereits bei etwa 50 Prozent lag. Nach einer
Zunahme auf 60 Prozent markierter Zellen am Folgetag war der weitere Verlauf mit
dem des ersten Ansatzes identisch.

In beiden Ansatzen konnte an jedem Versuchstag der Infektionserfolg der
Zellkulturen durch positive PCR-Testergebnisse belegt werden.

Tabelle 5: Vermehrungskinetik des Koi-Herpesvirus in Zellrasen von Karpfenhirnzellen,
Ansatz 1

Ta | CPE Anteil von Zellen Nachweis des
gp-L mit Virusprotein Virusgenoms
1 Nein 0% Positiv
2 Nein 0% Positiv
3 Nein 0% Positiv
4 Nein 0% Positiv
5 Beginnend 20 % Positiv
6 Ja 80 % Positiv
7 Ja 90 % Positiv
8 Ja > 90% Positiv
9 Ja > 90% Positiv
10 Ja > 90% Positiv

Virusproteine wurden mikroskopisch mittels Immunfluoreszenz nachgeweisen
CPE = cytopathologischer Effekt; Tag p.l. = Tag nach Infektion
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Tabelle 6: Vermehrungskinetik des Koi-Herpesvirus in Zellrasen von Karpfenhirnzellen,
Ansatz 2

Tag p.l. CPE An'teil' von Zellgn Ngchweis des

mit Virusprotein Virusgenoms
1 Nein Negativ Positiv
2 Nein Negativ Positiv
3 Nein Negativ Positiv
4 Beginnend 50 % Positiv
5 Ja 60 % Positiv
6 Ja 80 % Positiv
7 Ja 90 % Positiv
8 Ja > 90% Positiv
9 Ja > 90% Positiv
10 Ja > 90% Positiv

Virusproteine wurden mikroskopisch mittels Immunfluoreszenz nachgeweisen
CPE = cytopathologischer Effekt; Tag p.l. = Tag nach Infektion

3.3 Veranderungen im infizierten Darmgewebe

Die unter 2.7 beschriebenen mdoglichen histopathologischen Verdnderungen des
Darmgewebes infizierter Karpfen konnten auch in der vorliegenden Arbeit bei
Karpfen unter Einfluld einer KHV-Infektion festgestellt werden. So ist den Tabellen 7
bis 9 zu entnehmen, dass die Anzahl der Becherzellen, welche naturlicherweise im
Mitteldarm groRer ist als im Enddarm, in beiden Darmsegmenten der Karpfen unter
KHV-Infektion einen deutlichen Rickgang aufwies. Stets lag am 13. Tag p.l. die
Anzahl der nachgewiesenen Becherzellen deutlich unter derjenigen der als Referenz
dienenden, nicht infizierten Individuen. Zumeist war bereits wahrend der
vorangegangenen Probenahmetermine ein gradueller Rickgang zu verzeichnen.
Eine Ausnahme stellte nur das Enddarmsegment der 10 Monate alten Karpfen dar, in
welchem die Anzahl der Becherzellen von ,wenigen® (0,8) bei den nicht infizierten
Karpfen, zunachst auf ,maRig“ (2,0) bei den KHV-infizierten Karpfen an Tag 2 p.l.
anstieg, bis zum Tag 13 p.l. aber wieder auf ,wenige“ (0,6) zurtickging.

Des Weiteren war eine aufféllige Verkirzung der Mucosafalten bei den Karpfen unter
dem Einflul3 einer KHV-Infektion zu beobachten, die sich bis auf wenige Ausnahmen
ebenfalls allméhlich wahrend des Untersuchungszeitraumes entwickelte. Am 13.Tag
p.l. wiesen die Karpfen schliel3lich deutliche Verdnderungen gegentber den nicht
infizierten Individuen auf, welche als Reduktion der Faltenhéhe um bis zu 50 Prozent

sichtbar wurde. Einhergehend mit der Verkirzung der Mucosafalten kam es zu deren
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Verbreiterung durch starke Zellvermehrungen in der Lamina propria, wahrend eine
aquivalente Vermehrung der Zellen der Lamina submucosa den Abstand zwischen
Darmepithel und Lamina muscularis vergroRerte. Auch diese Veranderungen traten
nicht plotzlich mit Beginn der Infektion auf, sondern entwickelten sich schrittweise bis
zum Ende des Untersuchungszeitraumes, an welchem wiederum deutliche
Unterschiede gegenuber den nicht infizierten Karpfen festgestellt werden konnten.
Nur bei den drei Monate alten Karpfen kam es diese Verdnderungen betreffend im
Infektionsverlauf nicht zu einem schrittweisen Anstieg, sondern zu Schwankungen.
Dennoch waren die Breite der Lamina propria und die Hohe der Lamina submucosa
auch bei diesen Individuen am 13. Tag p.l. gegenulber den nicht infizierten Karpfen
deutlich angestiegen. Schadigungen der Enterozyten in Form von besonders an der
Faltenspitze auftretenden Zerstérungen der apikalen Zellregionen waren bei den
Karpfen unter KHV-Infektion feststellbar, unterlagen aber keinem eindeutigen
Entwicklungsmuster den Krankheitsverlauf betreffend. Zumeist war aber das
Enddarmsegment etwas starker von Epithelschadigungen betroffen. Im Vergleich der
drei Altersgruppen erweckte das mikroskopische Bild des Darmgewebes der drei
Monate alten Karpfen den Eindruck des gré3ten Ausmafies an Epithelschadigungen,
diese wiesen noch bis zum Versuchsende grol3e Bereiche zerstorten Gewebes auf.
Im Gegensatz dazu waren die Schadigungen der 10 und 15 Monate alten Karpfen
optisch geringgradiger, hier waren vor allem gegen Ende des Versuchszeitraumes

auch vereinzelt bereits regenerative Bereiche erkennbar.
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Tabelle 7: Histopathologische Veranderungen im Darm von 3 Monate alten Karpfen unter Infektion mit dem Koi-

Herpesvirus

Darmabschnitt | Probennahme Lokalisation
Epithelschadigung Anzahl GZ Faltenhdhe Propriabreite Submucosahdhe
Kontrolle 0,0 (0) 2,8 (2,5-3) 4,0 (3-5) 1,0 (1) 1,0 (1)
Mitteldarm Tag 2 1,3 (1-1,5) 2,5(2,5) 3,0 (2,5-3,5) 1,3 (1-1,5) 1,5 (1-2)
Tag 5 0,5 (0,5) 0,8 (0-1,5) 3,0 (3) 1,0 (1) 1,0 (1)
Tag 13 1,5 (1-2) 0,8 (0-2,5) 2,4 (1,5-3) 1,5(1-2) 1,5(1-2)
Kontrolle 0,0 (0) 2,0 (1,5-2) 2,4 (1,5-3,5) 1,0 (1) 1,0 (1)
Enddarm Tag 2 1,0 (1) 2,0 (2) 2,5(2,5) 1,8 (1,5-2) 1,3 (1-1,5)
Tag 5 1,3 (1-1,5) 1,0 (0,5-1,5) 2,0 (1,5-2,5) 1,5(1-2) 1,8 (1,5-2)
Tag 13 1,8 (1,5-2) 0,0 (0) 1,8 (1,5-2,5) 1,6 (1-2) 2,0(2)

Tabelle 8: Histopathologische Veranderungen im Darm von 10 Monate alten Karpfen unter Infektion mit dem Koi-

Herpesvirus

Darmabschnitt | Probennahme Lokalisation
Epithelschadigung Anzahl GZ Faltenhdhe Propriabreite Submucosahéhe
Kontrolle 0,0 (0) 2,0 (1-3) 3,4 (3-4) 1,0 (1) 1,0 (1)
Tag 2 0,5 (0-1) 2,5(2,5) 3,3 (3-3,5) 1,0 (1) 1,0 (1)
Mitteldarm Tag 5 0,1 (0-0,5) 1,6 (1-2,5) 2,9 (2-3,5) 1,6 (1-2,5) 1,5(1-2,5)
Tag 8 0,5 (0-1) 1,1(1-1,5) 2,3 (1,5-2,5) 2,4 (2-3) 1,5 (1-2)
Tag 13 0,4 (0-0,5) 0,6 (0-1,5) 1,9 (1,5-3) 2,1(1,5-2,5) 2,1(1,5-3)
Kontrolle 0,0 (0) 0,8 (0-1,5) 2,0(1,5-2,5) 1,5(1-2) 1,8 (1-3)
Tag 2 0,7 (0,5-1,5) 2,0(2) 2,0 (1-3) 1,3(1-1,5) 1,3(1-1,5)
Enddarm Tag 5 0,4 (0-1) 0,6 (0-2) 1,6 (1,5-2) 2,1(1,5-2,5) 2,4 (2-3)
Tag 8 0,8 (0-1,5) 0,5 (0-1) 1,3(1-1,5) 2,3 (2-2,5) 2,3 (2-2,5)
Tag 13 0,4 (0-1) 0,6 (0-1,5) 1,0 (1) 2,8 (2-3) 2,8 (2,5-3)
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Tabelle 9: Histopathologische Veranderungen im Darm von 15 Monate alten Karpfen unter Infektion mit dem Koi-

Herpesvirus

Darmabschnitt | Probennahme Lokalisation
Epithelschadigung Anzahl GZ Faltenhdhe Propriabreite Submucosahéhe
Kontrolle 0,0 (0) 2,2 (1,5-2,5) 4,0 (3,5-4,5) 1,1 (1-1,5) 1,0 (1)
Tag 2 0,5 (0-1) 2,3 (1,5-3) 3,3 (3-4) 1,3 (1-1,5) 1,5 (1-2)
Mitteldarm Tag 5 0,5 (0-5) 1,5 (1-2) 3,8 (3,5-4) 1,5(1,5) 1,0 (1)
Tag 8 0,6 (0-1,5) 1,4 (1-2) 2,6 (2-3,5) 1,9 (1,5-2,5) 1,6 (1-2)
Tag 13 0,5 (0-1) 1,5 (0-5-2) 2,1 (1-3,5) 2,3 (2-2,5) 1,6 (1,5-2)
Kontrolle 0 (0) 1,3 (1-1,5) 2,8 (2,5-3) 1,2 (1-1,5) 1,2 (1-1,5)
Tag 2 0,3 (0-1) 1,7 (1-2,5) 2,5 (2-3) 1,3 (1-1,5) 1,5 (1,5)
Enddarm Tag 5 1,0 (1) 1,3 (0.5-2) 2,3 (2-2,5) 1,5(1,5) 1,8 (1,5-2)
Tag 8 1,3 (0,5-2) 0,9 (0-1,5) 2,4 (1,5-3) 1,8 (1,5-2) 2,3 (1,5-2,5)
Tag 13 1,3 (0,5-1,5) 0,4 (0-1) 1,8 (1,5-2) 2,0 (2) 2,0 (1,5-2,5)
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Abbildung 1-4: Darstellung der histopathologischen Veréanderungen im Darm von 10
Monate alten Cyprinus carpio unter dem Einflu3 einer Infektion mit dem Koi-Herpesvirus:
Verkirzung der Falten, Proliferation von Lamina propria und Lamina submucosa,
Verringerung der Schleimzellanzahl

Abb. 1+2: Mitteldarm, links: nicht infiziert, rechts: 13. Tag p.l.
Abb. 3+4: Enddarm, links: nicht infiziert, rechts: 13. Tag p.I.

E: Epithel, LM: Lamina muscularis, LP: Lamina propria, LS: Lamina submucosa,
SZ: Schleimzellen
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3.4 Immunhistochemische Befunde
3.4.1 Claudin-1
3.4.1.1 Bindung des fur humanes Claudin-1 spezifischen Antikdrpers an
Strukturen im Karpfendarm
Bindungen der Antikorper fur humanes Claudin-1 erfolgten primar an Strukturen des
intestinalen Epithels. Diese waren vor allem an den Zellwanden der Enterozyten
lokalisiert, wo die intensivsten Markierungen hauptséchlich in den basalen Bereichen
beobachtet werden konnten, in geringerem Mal3e auch in apikalen Zellbereichen.
Das Zytoplasma der Enterozyten blieb dagegen ungefarbt. Die Markierungen
konnten in unterschiedlicher Auspragung sowohl in den Mitteldarm- (Abbildung 5-8)
als auch in den Enddarmsegmenten (Abbildung 9-12) in allen Regionen der
Mucosafalten (Faltenspitze, Faltenflanke und Faltengrund) festgestellt werden.
Sowohl die apikal zwischen den Enterozyten liegenden Becherzellen als auch die
von diesen produzierte Schleimauflage des Darmepithels blieb ungefarbt. Ohne
Markierungen verblieb auch das Endothel der Blutgefal3e. Bis auf wenige individuelle
Ausnahmen in Form von Anfarbungen einzelner Zellen wiesen ebenfalls Lamina

propria, Lamina submucosa und Lamina muscularis keinerlei Markierungen auf.

3.4.1.2 Befunde an nicht infizierten Karpfen (Kontrollen)

Beim Vergleich der nicht infizierten Karpfen aus den jeweiligen
Versuchsdurchgangen war ein deutlicher Rickgang der Antikdrperbindungen von
den jangsten, drei Monate alten Karpfen bis hin zu den 15 Monate alten Individuen
des abschlieBenden dritten Versuches erkennbar. So gingen die im Mitteldarm
intensiv_markierten Bereiche der apikalen und basalen Enterozytenbereiche der
Faltenflanken von durchschnittlich 1,7 auf 0,6 bzw. 0,8 zurlick. Auch der bei den drei
Monate alten Individuen noch mit einer Intensitdt von 2,0 am starksten markierte
apikale Faltengrund erreichte bei Karpfen im Alter von 15 Monaten im dritten
Versuch nur noch eine Markierungsintensitat von 0,6 (Tabelle 10). Dieser Riickgang
betraf alle Epithelbereiche mit Ausnahme der basalen Enterozytenbereiche der
Faltenflanken und des Faltengrundes der 10 Monate alten Karpfen im zweiten
Versuch, welche hier noch eine Starke von 2,5 aufwiesen. Bei 15 Monate alten
Karpfen fiel die Markierung auch hier auf 0,8 bzw. 1,0 ab.

Vergleichbare Ergebnisse erbrachte auch die Betrachtung der Bindungsintensitaten

der Antikorper fur humanes Claudin-1 an den untersuchten Enddarmabschnitten.
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Insgesamt starker als im Mitteldarm, so waren auch hier die meisten Markierungen in
den basalen Enterozytenanteilen der Faltenflanken und des Faltengrundes zu finden.
Die Intensitaten gingen von im Mittel 3,3 bei den Karpfen im Alter von neun Monaten
auf 1,8 in der Faltenflanke sowie 2,4 am Faltengrund bei den 15 Monate alten
Karpfen zurtick. Ein vergleichbarer Ruckgang der Bindungsintensitaten betraf auch

alle Ubrigen Epithelbereiche.
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Tabelle 10: Bindungsintensitaten der Antikorper spezifisch fur humanes Claudin-1 an Strukturen im Karpfendarm, Kontrollfische

Darmabschnitt | Probennahme : : Lokalisation : :

Faltenspitze ap. | Faltenspitze bs. | Faltenflanke ap. | Faltenflanke bs. | Faltengrund ap. | Faltengrund bs. L. propria L. submucosa Schleim
Versuch 1 1,2 (0-2,5) 1,0 (0-2) 1,7 (1-2) 1,7 (1-3) 2,0 (2) 1,3 (0-2) 0,3 (0-1) 0,3 (0-1) 0,0 (0)
Mitteldarm Versuch2 | 1,0(0,5-1,5) | 1,0(1,0) 1,0 (1,0 2,5 (2-3) 0,5 (0-1) 2,5 (2-3) 1,0 (1,0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Versuch 3 06(0-2) | 0,7(0-25 | 062 | 08(0-25) | 0,6(0-2) 1,0(0-3) | 0,1(0-0,5) | 0,1(0-0,5) 0,0 (0)

Versuch 1 2,0(1-35) | 2,8(1-4) 2,4 (1-3) 3,3 (1-4) 2,3 (1-3) 33(1-4) | 0,1(0-05) | 0,1(0-0,5) | 0,1(0-0,5)
Enddarm Versuch 2 1,8(1,5-2) | 2,0(1,5-3) | 1,8(1,5-2) |2,2(1,5-35) | 1,7(1,5-2) | 2,0(1-3,5) | 0,2(0-0,5) 0,0 (0) 0,0 (0)
Versuch 3 0,8 (0-1) 0,9 (0-2) 0,9 (0-2) 1,8 (1-2,5) | 1,2(0,5-2,5) | 2,4 (1-3,5) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)

Angegeben sind die Mittelwerte aus Gruppen von jeweils vier Individuen. Werte in Klammern entsprechen Minimal- und Maximalwerten.
Ap. = apikal; bs. = basal, L. = Lamina
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3.4.1.3 Befunde an Karpfen unter KHV-Infektion

Unter dem EinfluR einer Infektion mit dem Koi-Herpesvirus verénderte sich das
Muster der Antikdrperbindungen bei den Karpfen aller Altersgruppen nicht. Weiterhin
lagen die Schwerpunkte der Markierungen durchweg auf den basalen
Enterozytenbereichen vor allem der Faltenflanken und des Faltengrundes, im
Enddarmsegment auch an der Faltenspitze, so dass das Epithel hier durchgehend
und gleichmafig markiert erschien.

Deutliche Unterschiede gegeniber den nicht infizierten Karpfen ergaben sich
allerdings bezuglich der Intensitat der AntikOrperbindungen, die sich Uber den
Infektionsverlauf hinweg unabhangig vom Alter der Karpfen in vergleichbarer Weise
anderte. So war fir die meisten Epithelbereiche in beiden untersuchten
Darmsegmenten bis einschlieBlich Tag 5 p.l. ein deutlicher Rickgang der
Bindungsintensitaten zu verzeichnen. Dieser Rickgang betraf die Karpfen aller
Altersgruppen in vergleichbarer Weise. Das heil3t, die Bindungsintensitaten lagen bei
allen Karpfen zwischen dem 2. und 5. Tag p.l. in den Mitteldarmsegmenten zwischen
0 bis maximal 1,5 in den am starksten markierten Epithelregionen (Faltenflanke basal
und Faltengrund basal, Tabelle 11-13), wahrend bei den nicht infizierten Karpfen in
denselben Bereichen Bindungsintensitaten von 0,8 bis 2,5 erreicht wurden. Die
vergleichsweise niedrigen Mittelwerte von 0,8 bzw. 1 flr die basalen Epithelbereiche
an Faltenflanke und Faltengrund im Mitteldarmsegment der 15 Monate alten Karpfen
(Tabelle 13) stellen bei den allgemein sehr schwachen Bindungsintensitaten dieser
Altersgruppe allerdings auch hier einen deutlichen Unterschied gegentber den
Werten des 2. und 5. Tages p.l. (0,0 und 0,1) dar. Auf den beschriebenen Riickgang
folgte in allen drei Versuchen zum Probennahmeende hin ein Anstieg der
Bindungsintensitaten, welche am 13. Tag p.l. in den jeweiligen Altersgruppen wieder
Werte erreichten, die sich jenen der nicht infizierten Karpfen annahern. Eine
Ausnahme stellten die 15 Monate alten Karpfen des dritten Versuchsdurchganges
dar: Hier wurden die maximalen Bindungsintensitaten im Mitteldarmsegment bereits
am 8. Tag p.l. erreicht, wo sie in allen Epithelberiechen jene der nicht infizierten
Karpfen Ubertrafen (Tabelle 13). Es folgte ein erneuter Rickgang bis zum 13. Tag
p.l. auf Werte leicht unter jenen der nicht infizierten Karpfen.

Im Durchschnitt etwas starker markiert als der Mitteldarm, zeigte sich bei den
Enddarmsegmenten zunéchst eine vergleichbare Dynamik der Bindungsintensitaten.

Auch hier kam es zunachst zu einem Rickgang der Markierungen bis zum 5. Tag
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p.l., wobei sich im weiteren Verlauf allerdings Unterschiede zum Verhalten des
Mitteldarmsegmentes und zwischen den jeweiligen Altersgruppen ergaben. Bei den
drei Monate alten Karpfen konnte bis zum 13. Tag p.l. kein erneuter Anstieg der
Bindungsintensitaten beobachtet werden (Tabelle 11). Bei den 10 Monate alten
Karpfen war ein Rickgang der Bindungsintensitdten am 2. Tag p.l. nur an der
Faltenspitze zu finden, wahrend die Markierungen an Faltenflanke und Faltengrund
mit 2,5 in der GréRenordnung der nicht infizierten Karpfen verblieben (Tabelle 12).
Nach einem Rulckgang der Markierungen auch dieser Bereiche am 5. Tag p.l.,
wurden bereits am 8. Tag p.l. die Intensitaten der nicht infizierten Karpfen wieder
erreicht, wobei die Antikorper nicht ausschlie3lich in den basalen, sondern zum Tell
auch in den dariber gelegenen Zellwandbereichen der Enterozyten banden.
Letzteres zeigte sich besonders deutlich am 13. Tag p.l., an welchem das gesamte
Epithel deutlich markiert war. Die starksten Bindungen traten jedoch auch hier wieder
in den basalen Epithelbereichen auf. Die Entwicklung der Markierungen in den
Enddarmsegmenten der 15 Monate alten Karpfen schlieRlich entsprach wieder
weitgehend jener der Mitteldarmsegmente dieser Altersgruppe: auf einen deutlichen
Ruckgang der Bindungsintensitdten zu Beginn der Infektion folgte ein Anstieg bis
zum Tag 13 p.l., an welchem die Werte fur die basalen Epithelbereiche der
Faltenflanke (2,0) und des Faltengrundes (2,3) jene der nicht infizierten Karpfen (1,8

und 2,4) wiederum annéhernd erreichten (Tabelle 13).
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Tabelle 11: Bindungsintensitaten der Antikoérper spezifisch fir humanes Claudin-1 an Strukturen im Karpfendarm, Versuch 1

Darmabschnitt | Probennahme . . Lokalisation . .
Faltenspitze ap. | Faltenspitze bs. | Faltenflanke ap. | Faltenflanke bs. | Faltengrund ap. | Faltengrund bs. L. propria L. submucosa Schleim
Kontrolle 1,2 (0-2,5) 1,0 (0-2) 1,7 (1-2) 1,7 (1-3) 2,0(2) 1,3 (0-2) 0,3 (0-1) 0,3 (0-1) 0,0 (0)
Mitteldarm Tag 2 0,0 (0) 0,5 (0,5) 0,0 (0) 0,5 (0,5) 0,0 (0) 0,5 (0,5) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Tag 5 0,5 (0-1) 0,3 (0-0,5) 0,5 (0-1) 0,3 (0-0,5) 0,5 (0-1) 0,3 (0-0,5) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Tag 13 0,3 (0-1) 0,7 (0-2) 0,3 (0-1) 0,7 (0-2) 0,3 (0-1) 0,7 (0-2) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Kontrolle 2,0 (1-3,5) 2,8 (1-4) 2,4 (1-3) 3,3 (1-4) 2,3 (1-3) 3,3 (1-4) 0,1 (0-0,5) 0,1 (0-0,5) 0,1 (0-0,5)
Enddarm Tag 2 0,0 (0) 0,5 (0,5) 0,0 (0) 1,0 (1,0) 0,5 (0,5) 0,5 (0,5) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Tag 5 0,5 (0-1) 1,0 (1) 0,5 (0,5) 1,0 (1) 0,5 (0,5) 1,0 (1,0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Tag 13 0,4 (0-1) 0,6 (0-1) 0,3 (0-1) 0,6 (0-1) 0,3 (0-1) 0,9 (0-2) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Angegeben sind die Mittelwerte Gruppen von jeweils vier Individuen. Werte in Klammern entsprechen Minimal- und Maximalwerten.
Ap. = apikal; bs. = basal, L. = Lamina
Tabelle 12: Bindungsintensitaten der Antikorper spezifisch fir humanes Claudin-1 an Strukturen im Karpfendarm, Versuch 2
Darmabschnitt | Probennahme : , Lokalisation . ,
Faltenspitze ap. | Faltenspitze bs. | Faltenflanke ap. | Faltenflanke bs. | Faltengrund ap. | Faltengrund bs. L. propria L. submucosa Schleim
Kontrolle 1,0 (0,5-1,5) 1,0 (1,0) 1,0(1,0) 2,5 (2-3) 0,5 (0-1) 2,5 (2-3) 1,0(1,0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Tag 2 1,0(0,5-1,5) |1,3(1,0-1,5)| 1,0 (0,5-1,5) 1,5 (1-2) 1,0(0,5-1,5) | 1,3 (1-1,5) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Mitteldarm Tag 5 1,0(0,5-1,5) | 1,3(2-1,5) |1,0(0,5-1,5) | 1,3(1-1,5 |1,0(0,5-1,5) 1,5(1-2) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Tag 8 1,5 (1-2) 1,5 (1-2,5) 1,2 (1-1,5) 1,8(1,5-2) [1,0(0,5-1,5) | 1,5(0,5-2) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Tag 13 1,5 (1,5) 1,5 (1,5) 1,5(1,5) 1,8 (1,5-2) 1,5 (1,5) 1,8 (1,5-2) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Kontrolle 1,8 (1,5-2) 2,0 (1,5-3) 1,8(1,5-2) |(2,2(1,5-35 | 1,7 (1,5-2) 2,0 (1-3,5) 0,2 (0-0,5) 0,0 (0) 0,0 (0)
Tag 2 1,0 (1,0) 1,5 (1-2) 1,0 (1,0) 2,5(2,5) 1,0 (1,0) 2,5 (2-3) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Enddarm Tag 5 1,3 (0-2) 1,0 (0-2,5) 1,5 (0-2) 1,6 (0-3) 1,1(0-2) 1,8 (0-2,5) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Tag 8 1,5(1,5) 2,3(2,0-2,5) 1,5(1,5) 2,8 (2,5-3) 1,5(1,5) 2,5(2,5) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Tag 13 2,3(2,0-2,5) | 2,8(2,5-3) 2,0 (2,0) 2,8(2,5-3) [2,3(2,0-25 | 2,8(2,5-3) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)

Angegeben sind die Mittelwerte Gruppen von jeweils vier Individuen. Werte in Klammern entsprechen Minimal- und Maximalwerten.
Ap. = apikal; bs. = basal, L. = Lamina
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Tabelle 13: Bindungsintensitaten der Antikoérper spezifisch fir humanes Claudin-1 an Strukturen im Karpfendarm, Versuch 3

. Lokalisation
Darmabschnitt | Probennahme : , ; .
Faltenspitze ap. | Faltenspitze bs. | Faltenflanke ap. | Faltenflanke bs. | Faltengrund ap. | Faltengrund bs. L. propria L. submucosa Schleim
Kontrolle 06(0-2) | 0,7(0-25) | 06(0-2) | 08(0-25) | 0,6(0-2) 1,0(0-3) | 0,1(0-0,5) | 0,1(0-0,5) 0,0 (0)
Tag 2 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Mitteldarm Tag 5 0,0 (0) 0,1 (0-0,5) 0,0 (0) 0,1 (0-0,5) 0,0 (0) 0,1 (0-0,5) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Tag 8 1,0 (0-1) 1,3(0-1,5) |1,2(0,5-25) | 1,8(1,5-3) |1,2(0,5-2,5) | 1,8(1-3) 0,5 (0-1) 0,5 (0-1) 0,0 (0)
Tag 13 0,3 (0-1) 0,5(0-1,5) | 0,4(0-1,5) | 0,5(0-1,5) 0,3 (0-1) 0,5 (0-1,5) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Kontrolle 0,8 (0-1) 0,9 (0-2) 0,9 (0-2) 1,8 (1-2,5) | 1,2(0,5-2,5) | 2,4 (1-3,5) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Tag 2 0,0 (0) 0,1 (0-0,5) 0,0 (0) 0,9(0,5-2) | 0,3(0-1) 1,4 (0,5-2) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Enddarm Tag 5 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 1,2 (0-2) 0,2 (0-0,5) 1,2 (0-2) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Tag 8 0,1(0-0,5) |0,5(0,5-1,5) | 0,1(0-0,5) |1,0(0,5-1,5) | 0,1(0-0,5) 1,6 (1-2) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Tag 13 0,5 (0-1) 0,5 (0-1) 0,3 (0-0,5) 2,0 (1-3) 0,7(0-1,5) | 2,3(2-2,5) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)

Angegeben sind die Mittelwerte Gruppen von jeweils vier Individuen. Werte in Klammern entsprechen Minimal- und Maximalwerten.
Ap. = apikal; bs. = basal, L. = Lamina
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Abbildung 5-8: Bindungen des fir humanes Claudin-1 spezifischen Antikorpers an
Strukturen im Mitteldarmsegment von 10 Monate alten Karpfen unter Infektion mit KHV

Abb. 5: nicht infiziert

Abb. 6: 2. Tagp.l.
Abb. 7: 8. Tagp.l.

Abb. 8: 13. Tag p.l.

Deutliche Markierung der basalen Enterozytenbereiche an Faltenflanke
und Faltengrund, teilweise Markierung apikaler Bereiche an den

Faltenspitzen
Sehr schwache Markierungen der Zellwéande der Enterozyten besonders

an Faltenflanke und Faltengrund

Markierung der Zellwéande der Enterozyten vor allem basal an den Falten-
flanken zunehmend

Deutliche Markierung der basalen Enterozytenbereiche an Faltenflanke

und Faltengrund
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100 ym

Abbildung 9-12: Bindungen des fir humanes Claudin-1 spezifischen Antikorpers an

Strukturen im Enddarmsegment von 10 Monate alten Karpfen unter Infektion mit KHV

Abb. 9: nichtinfiziert Deutliche Reaktion des gesamten Epithels, starkste Markierungen basal

Abb. 10: 2. Tagp.l. Markierungen primar in den basalen Enterozytenbereichen der gesamten
Falte

Abb. 11: 8. Tagp.l. Bindungsintensitaten v.a. am Faltengrund zunehmend
Abb. 12: 13.Tagp.l. Wie Abb. 9
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3.4.2 Claudin-2
3.4.2.1 Bindung des fiir humanes Claudin-2 spezifischen Antikorpers an
Strukturen im Karpfendarm

Die Bindungen des fir humanes Claudin-2 spezifischen Antikorpers erfolgten an
denselben Lokalisationen wie auch fiur Claudin-1 beschrieben und waren auch in
ihrem Verteilungsmuster vergleichbar. Wiederum erfolgten die Bindungen an den
Zellwanden der Enterozyten des intestinalen Epithels und konnten ebenfalls sowohl
im Mitteldarmsegment (Abbildung 16-19) als auch im Enddarmsegment (Abbildung
20-23) in unterschiedlicher Auspragung in allen Regionen der Mucosafalten
nachgewiesen werden. Wahrend die Markierungen fir Claudin-1 allerdings
hauptséachlich die basalen Enterozytenbereiche beider Darmsegemente betrafen, so
waren fur Claudin-2 im Mitteldarmsegment auch die apikalen Epithelbereiche, vor
allem an den Faltenspitzen und den Faltenflanken, teilweise deutlich markiert. Als ein
weiterer Unterschied zur Immunreaktion des vorangehend besprochenen Antikérpers
traten bei einigen Individuen auch Markierungen an der Zellmembran von Zellen in
der Lamina propria und Lamina submucosa auf, welche allerdings schwéacher waren
als die Markierungen an den Zellwanden von Enterozyten. Becherzellen,
Schleimauflage sowie die Endothelien der Blutgefal3e verblieben auch fir Claudin-2
nicht markiert. Wie bereits fir Claudin-1 dargestellt, so waren auch die Markierungen
von Claudin-2 allgemein als schwach, in Ausnahmefallen als mittel, mit 2,8 bei den
drei Monate alten, nicht infizierten Karpfen als maximale Bindungsintensitat

einzustufen.

3.4.2.2 Befunde an nicht infizierten Karpfen (Kontrollen)

Auch fur Claudin-2 war der bereits fur Claudin-1 beschriebene Rickgang der
Bindungsintensitaten mit zunehmendem Alter und Gewicht der Karpfen feststellbar.
Dies betraf ebenfalls alle Epithelbereiche beider Darmsegmente und geschah in
vergleichbarer Deutlichkeit wie bei Claudin-1 (Abbildung 13-15).

Wie der Tabelle 14 zu entnehmen ist, traten in den Mitteldarmsegmenten der drei
und zehn Monate alten Karpfen die starksten Markierungen mit 1,0 bis 1,5 in den
apikalen Enterozytenbereichen der Mucosafalten auf. Andere Epithelbereiche
blieben nahezu ungefarbt. Diese Bindungsmuster anderten sich bei den 15 Monate
alten Karpfen dahingehend, dass nunmehr die basalen Enterozytenbereiche mit 0,4
gegenuber den apikalen mit 0,1 etwas starker markiert waren, die Bindungsintensitat

insgesamt aber deutlich zurtickging.
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Im Enddarmsegment waren die starksten Markierungen in den basalen Bereichen
der Enterozyten zu finden, wobei diese bei den drei Monate alten Karpfen mit 2,8 an
der Faltenspitze und 2,6 an der Faltenflanke die maximalen Bindungsintensitaten
erreichten. Das apikale Epithel des Faltengrundes war dagegen mit 0,6 nur schwach
markiert. Bereits bei den 10 Monate alten Karpfen zeigte sich ein drastischer
Ruckgang der Bindungsintensitaten gegenuber den jingeren Individuen. So waren
die zuvor noch vergleichsweise intensiv gefarbten Epithelbereiche der Faltenspitzen
und der Faltenflanken mit Bindungsintensitaten von 0,3 in den apikalen bzw. 0,4 in
den basalen Regionen nur noch schwach markiert. Bei den 15 Monate alten Karpfen
gingen diese Bindungsintensitaten nochmals zuriick und erreichten im gesamten
Faltenepithel gleichméafRig nur noch 0,1 in den apikalen und 0,2 in den basalen

Enterozytenbereichen.
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Tabelle 14: Bindungsintensitaten der Antikdrper spezifisch fir humanes Claudin-2 an Strukturen im Karpfendarm, Kontrollfische

; Lokalisation

Darmabschnitt | Probennahme Faltenspitze ap. | Faltenspitze bs. | Faltenflanke ap. | Faltenflanke bs. | Faltengrund ap. | Faltengrund bs. L. propria L. submucosa Schleim
Versuch 1 1,5 (1,5) 0,0 (0) 1,5 (1,5) 0,0 (0) 1,5 (1,5) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)

Mitteldarm Versuch 2 1,0 (0-3) 0,0 (0) 1,0 (0-3) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Versuch 3 0,1 (0-0,5) 0,4 (0-1) 0,1 (0-0,5) 0,4 (0-1) 0,1 (0-0,5) 0,4 (0-1) 0,1 (0-0,5) 0,0 (0) 0,0 (0)

Versuch 1 1,4 (0-2) 2,8 (0-4) 1,1 (0-2) 2,6 (0-4) 0,6 (0-1) 0,6 (0-1) 0,1(0-0,5) | 0,1(0-0,5) 0,0 (0)

Enddarm Versuch 2 03(0-1) | 04(0-15) | 03(-1) | 04(0-15) | 03(0-1) | 04(0-1,5) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Versuch 3 0,1 (0-0,5) 0,2 (0-1) 0,1 (0-0,5) 0,2 (0-1) 0,1 (0-0,5) 0,2 (0-1) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)

Angegeben sind die Mittelwerte Gruppen von jeweils vier Individuen. Werte in Klammern entsprechen Minimal- und Maximalwerten.
Ap. = apikal; bs. = basal, L. = Lamina

14

100 pm

Abbildung 13-15: Darstellung der altersabhangigen Abnahme der Bindungsintensitaten des Antikérpers gegen humanes Claudin-2

an Strukturen im Enddarmgewebe von Cyprinus carpio bei nicht infiflerten Individuen.

Abb. 13: Alter: 3 Monate, Abb. 14: Alter; 10 Monate, Abb. 15: Alter: 15 Monate




Ergebnisse

3.4.2.3 Befunde an Karpfen unter KHV-Infektion

Auch fur Claudin-2 war keine Veranderung im Muster der Antikdrperbindungen unter
dem Einfluss einer KHV-Infektion gegeniber den nicht infizierten Karpfen
festzustellen.  Allerdings verlor die bevorzugte Markierung bestimmter
Epithelbereiche vor allem im Mitteldarmsegment bei den infizierten Karpfen mitunter
an Klarheit. Waren bei den drei und 10 Monate alten, nicht infizierten Karpfen noch
die apikalen Enterozytenbereiche der Faltenspitze und des Faltengrundes deutlich
starker markiert als die Ubrigen Bereiche, traf dies bei den infizierten Karpfen nur
noch fur die 10 Monate alten Individuen zu (Tabelle 16). Bei den drei Monate alten
Karpfen (Tabelle 15) kehrte sich das Verhaltnis sogar zugunsten von leicht starker
markierten basalen Enterozytenanteilen um. Allerdings waren die festgestellten
Unterschiede zwischen den jeweiligen Epithelbereichen bei den Karpfen dieser
Altersgruppen insgesamt sehr schwach und erreichten eine maximale Differenz der
Bindungsintensitaten von 0,5, was sich in einem relativ gleichméafigen
Verteilungsmuster der Markierungen ausdriickte. Bei den 15 Monate alten Karpfen
(Tabelle 17) zeigte sich zunéchst eine deutlich starkere Markierung der apikalen
Epithelbereiche am 2. und am 5. Tag p.I. mit 1,5 bzw. 0,9 an der apikalen
Faltenspitze und Faltenflanke gegentber 0,3 in den basalen Anteilen dieser
Epithelbereiche. Im Folgenden entsprachen mit einer starkeren Markierung der
basalen Anteile und nach einer Abschwachung der Bindungsintensitaten am 13. Tag
p.l. auf 0,3 in den apikalen und 0,4 in den basalen Enterozytenbereichen die Befunde
zu diesem Zeitpunkt schlief3lich weitgehend jenen der nicht infizierten Karpfen dieser
Altersgruppe.

Die Enddarmsegmente der Karpfen unter KHV-Infektion wiesen das auch bei
Claudin-1 festgestellte Bindungsmuster in Form von starker markierten basalen und
schwéacher markierten apikalen Enterozytenbereichen auf. Dieses Muster betraf alle
Epithelbereiche der Mucosafalten in @hnlicher Weise, mit nur geringen individuellen
Abweichungen. Auffallig war, dass sowohl bei den 10 Monate alten als auch bei den
15 Monate alten Karpfen voribergehend Bindungsintensitaten erreicht wurden,
welche jene der nicht infizierten Karpfen deutlich tbertrafen. Mit Intensitdten von
durchschnittlich 1,5 in den basalen Epithelbereichen geschah dies bei den 10
Monate alten Individuen am 8. Tag p.l, bei den 15 Monate alten Karpfen mit 1,9 bis
2,3 bereits am 2. Tag p.l. In beiden Féllen ging die Intensitat der Bindungen nach

Erreichen dieser Maxima zum Versuchsende hin wieder zuriick. Dies steht im
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Gegensatz zu den drei Monate alten Karpfen, welche mit Intensitaten von 0,3 bis 0,5
ihre starksten Markierungen erst am 13 Tag p.l. erreichten, welche aber deutlich
schwacher waren als jene der nicht infizierten Karpfen dieser Altersgruppe mit 2,8 an
der Faltenspitze und 2,6 an der Faltenflanke.

Insgesamt fiel auch bei Claudin-2 der bereits fur Claudin-1 beschriebene starke
Ruckgang der Markierungen nach erfolgter KHV-Infektion gegeniber den nicht
infizierten Karpfen auf. Dieser betraf beide untersuchten Darmsegmente und war ab
dem 2. Tag p.l. feststellbar. Eine Ausnahme hiervon stellten, wie bereits erlautert, die
15 Monate alten Karpfen dar, bei denen in beiden Darmsegmenten im Mittel
zunéachst ein Anstieg der Bindungsintensitdten zu verzeichnen war, bevor diese im
weiteren Verlauf des Experimentes wieder zurickgingen und sich am 13. Tag p.l.

jenen der nicht infizierten Karpfen annaherten.
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Tabelle 15: Bindungsintensitaten der Antikoérper spezifisch fir humanes Claudin-2 an Strukturen im Karpfendarm, Versuch 1

Darmabschnitt [ Probennahme - - Lokalisation - -
Faltenspitze ap. | Faltenspitze bs. | Faltenflanke ap. | Faltenflanke bs. | Faltengrund ap. | Faltengrund bs. L. propria L. submucosa Schleim
Kontrolle 1,5(1,5) 0,0 (0) 15(1,5) 0,0 (0) 1,5(1,5) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Mitteldarm Tag 2 0,0 (0) 0,5 (0,5) 0,0 (0) 0,5 (0,5) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Tag 5 0,3 (0-0,5) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Tag 13 0,3 (0-1) 0,4 (0-1,5) 0,3 (0-1) 0,3 (0-1) 0,3 (0-1) 0,3 (0-1) 0,3 (0-1) 0,3 (0-1) 0,0 (0)
Kontrolle 1,4 (0-2) 2,8 (0-4) 1,1 (0-2) 2,6 (0-4) 0,6 (0-1) 0,6 (0-1) 0,1 (0-0,5) 0,1 (0-0,5) 0,0 (0)
Enddarm Tag 2 0,5 (0,5) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Tag 5 0,3 (0,5) 0,3 (0-0,5) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Tag 13 0,1 (0-0,5) 0,5 (0-2) 0,0 (0) 0,4 (0-1,5) 0,0 (0) 0,3 (0-1) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Angegeben sind die Mittelwerte Gruppen von jeweils vier Individuen. Werte in Klammern entsprechen Minimal- und Maximalwerten.
Ap. = apikal; bs. = basal, L. = Lamina
Tabelle 16: Bindungsintensitaten der Antikoérper spezifisch fir humanes Claudin-2 an Strukturen im Karpfendarm, Versuch 2
Darmabschnitt [ Probennahme - - Lokalisation - -
Faltenspitze ap. | Faltenspitze bs. | Faltenflanke ap. | Faltenflanke bs. | Faltengrund ap. | Faltengrund bs. L. propria L. submucosa Schleim
Kontrolle 1,0 (0-3) 0,0 (0) 1,0 (0-3) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Tag 2 0,4 (0-1) 0,1 (0-0,5) 0,4 (0-1) 0,1 (0-0,5) 0,4 (0-1) 0,1 (0-0,5) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Mitteldarm Tag 5 1,0 (0-2) 0,8 (0-2,5) 0,8 (0-2) 0,8 (0-1,5) 0,8 (0-2) 0,8 (0-1,5) 0,4 (0-1,5) 0,4 (0-1,5) 0,0 (0)
Tag 8 0,7 (0-1) 0,2 (0-0,5) 0,7 (0-1) 0,2 (0-0,5) 0,7 (0-1) 0,2 (0-0,5) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Tag 13 0,9 (0-2) 0,8 (0-2) 1,1 (0-3,5) 0,8 (0-2) 0,8 (0-2) 0,8 (0-2) 0,4 (0-1,5) 0,4 (0-1,5) 0,0 (0)
Kontrolle 0,3 (0-1) 0,4 (0-1,5) 0,3 (0-1) 0,4 (0-1,5) 0,3 (0-1) 0,4 (0-1,5) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Tag 2 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Enddarm Tag 5 0,7 (0,5-1) 1,2 (1-1,5) 0,7 (0,5-1) 1,2 (1-1,5) 0,7 (0,5-1) 1,7 (1-2,5) 0,2 (0-0,5) 0,2 (0,0,5) 0,0 (0)
Tag 8 1,5(1-2) 15(0,5-25) | 1,1(0,5-2) |15(0,5-25) | 1,1(0,5-2) |15(0,5-2,5) [ 0,6 (0-1,5) 0,4 (0-1) 0,0 (0)
Tag 13 0,3 (0-0,5) 1,3 (0,5-2) 0,8 (0-1,5) 1,2 (0,5-2) 0,5 (0-1) 1,3(0,5-2) 0,2 (0-0,5) 0,2 (0-0,5) 0,0 (0)

Angegeben sind die Mittelwerte Gruppen von jeweils vier Individuen. Werte in Klammern entsprechen Minimal- und Maximalwerten.
ap. = apikal; bs. = basal, L. = Lamina
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Tabelle 17: Bindungsintensitaten der Antikoérper spezifisch fir humanes Claudin-2 an Strukturen im Karpfendarm, Versuch 3

; Lokalisation
Darmabschnitt | Probennahme Faltenspitze ap. | Faltenspitze bs. | Faltenflanke ap. | Faltenflanke bs. | Faltengrund ap. | Faltengrund bs. L. propria L. submucosa Schleim
Kontrolle 0,1 (0-0,5) 0,4 (0-1) 0,1 (0-0,5) 0,4 (0-1) 0,1 (0-0,5) 0,4 (0-1) 0,1 (0-0,5) 0,0 (0) 0,0 (0)
Tag 2 1,5(0-3) | 0,3(0-0,5) 1,5(0-3) | 0,3(0-0,5) 1,5(0-3) | 0,3(0-0,5) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Mitteldarm Tag 5 0,9 (0-2,5) | 0,3(0-0,5) | 0,9(0-2,5 | 0,3(0-0,5) 0,3 (0-1) 0,3(0-0,5) | 0,1(0-0,5) 0,0 (0) 0,0 (0)
Tag 8 0,6 (0-1) 1,1(0-3,5) | 0,8(0-1) 1,0 (0-3) 0,6 (0-1) 0,5 (0-1) 0,3 (0-1) 0,3 (0-1) 0,0 (0)
Tag 13 0,3 (0-1) 0,4 (0-1,5) 0,3 (0-1) 0,4 (0-1,5) 0,3 (0-1) 0,3 (0-1) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Kontrolle 0,1 (0-0,5) 0,2 (0-1) 0,1 (0-0,5) 0,2 (0-1) 0,1 (0-0,5) 0,2 (0-1) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Tag 2 0,3 (0-0,5) 1,9(0-3) | 0,3(0-05) 1,9(0-3) | 0,3(0-05) | 2,3(2-3) | 0,1(0-0,5) 0,0 (0) 0,0 (0)
Enddarm Tag 5 0,3 (0-0,5) 1,0 (0-2) 1,1 (0-3,5) | 1,6 (0-3,5) | 0,3(0-0,5) 0,8 (0-2) 0,1(0-0,5) | 0,1(0-0,5) 0,0 (0)
Tag 8 0,4 (0-1) 0,6 (0-1) 04(0-1) | 08(0-15) | 04(0-1) | 08(0-15) | 0,4(0-1) 0,4 (0-1) 0,0 (0)
Tag 13 0,1(0-0,5) | 0,3(0-05) | 0,1(0-05 | 03(-1) | 0,1(0-0,5 | 0,3(0-0,5 | 0,1(0-0,5) | 0,1(0-0,5) 0,0 (0)

Angegeben sind die Mittelwerte Gruppen von jeweils vier Individuen. Werte in Klammern entsprechen Minimal- und Maximalwerten.
Ap. = apikal; bs. = basal, L. = Lamina
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Abbildung 16-19: Bindungen des fir
Strukturen im Mitteldarmsegment von 10 Monate alten Karpfen unter Infektion mit KHV

humanes Claudin-2 spezifischen Antikdrpers an

Abb. 16: nicht infiziert Starke Markierungen der apikalen Enterozytenbereiche der distalen

Faltenflanken

Abb. 17: 2. Tag p.l. Keine erkennbaren Markierungen

Abb. 18: 8. Tag p.l. Schwache Markierungen der apikalen Enterozytenbereiche

Abb. 19: 13. Tag p.l. Deutliche apikale Markierungen der Enterozyten der distalen Faltenflanken
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Abbildung 20-23: Bindungen des fir humanes Claudin-2 spezifischen Antikdrpers an
Strukturen im Enddarmsegment von 10 Monate alten Karpfen unter Infektion mit KHV

Abb. 20: nicht infiziert Schwache bis mittlere Markierungen der basalen Enterozytenbereiche des
gesamten Epithels, tibrige Gewebebereiche ohne Reaktionen

Abb.21: 2. Tagp.l. Keine erkennbaren Markierungen

Abb. 22: 8. Tagp.l. Starke Markierungen der basalen Enterozytenbereiche des gesamten
Epithels, schwache Markierung der Gbrigen Enterozytenzellwande

Abb. 23:  13. Tag p.l. Mittlere bis starke Markierungen der basalen und teilweise der apikalen
Enterozytenbereiche, schwache Markierung der Uubrigen Enterozyten-
zellwéande 65
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3.4.3 Beta-Defensin-2
3.4.3.1 Bindung des fur humanes Beta-Defensin-2 (hBD-2) spezifischen
Antikorpers an Strukturen im Karpfendarm
Durch die fur humanes Beta-Defensin-2 spezifischen Antikdrper wurden Strukturen in
nahezu allen am Aufbau der Darmwand beteiligten Zell- und Gewebetypen markiert.
Dies schloss sowohl die Enterozyten des Epithels als auch die Zellen der Lamina
propria, Lamina submucosa und Tunica muscularis mit ein, wobei in beiden
untersuchten Darmsegmenten daquivalente Bindungsmuster und —intensitaten
auftraten. In den Enterozyten war neben den etwas starker markierten Zellwanden
auch das Zytoplasma durchgangig gefarbt. In einigen Fallen waren die Enterozyten
in ihren apikal gelegenen Bereichen intensiver markiert, insgesamt ergaben sich aber
kaum Farbungsunterschiede zwischen apikalen und basalen Zellregionen. Auch bei
der Betrachtung der Mucosafalten als Ganzes wies das Muster der Markierungen
keinerlei erkennbare Unterschiede zwischen Faltenspitze, Faltenflanke und
Faltengrund auf. Waren Lamina propria, Lamina submucosa und Tunica muscularis
bei den bereits beschriebenen Reaktionen von Claudin-1 und Claudin-2 (s. 3.4.1 und
3.4.2) ungefarbt, so konnten diese im Falle von Beta-Defensin-2 etwas schwéacher
oder aber in derselben Intensitdt markiert sein wie das Epithel; eine deutliche
Markierung war fur diese Gewebe aber in jedem Falle feststellbar (Tabellen 18-21,
Abbildung 24+25). Besonders in der Lamina propria fielen dabei immer wieder stark
markierte Zellen bzw. Zellgruppen auf. Wann immer die Schleimauflage erhalten
blieb, zeichnete sich diese durch besonders starke Anfarbungen aus, welche vor
allem bei den drei und 10 Monate alten Karpfen oft durch maximale
Bindungsintensitaten im Bereich von 4 bis 5 zum Ausdruck kamen (Tabelle 19+20).
Individuen mit erhalten gebliebener, aber ungefarbter Schleimauflage stellten die
Ausnahme dar. Anders als Schleimauflage und Enterozyten blieben die zwischen
letzteren gelegenen Becherzellen durchweg ungefarbt.
Eine altersabhangige Veranderung des Bindungsmusters der Antikbrper war — im
Gegensatz zu den Claudinen — nicht feststellbar. Ebenso traten keine Unterschiede
zwischen infizierten und nicht infizierten Karpfen zutage. Nur im Falle der jingsten,
drei Monate alten Karpfen (Tabelle 19) war ein Riickgang der Markierungen bei den
Individuen unter KHV-Infektion im Vergleich zu den nicht infizierten Karpfen (Tabelle
18) erkennbar, welcher in beiden Darmsegmenten Uber den gesamten

Versuchsverlauf hinweg Bestand hatte. So verringerten sich die Bindungsintensitaten

66



Ergebnisse

von im Mittel 2,8 bis 4,3 in den Mittel- und Enddarmenterozyten der nicht infizierten
Karpfen auf Werte von 1,0 bis 3,1 bei den Karpfen unter KHV-Infektion. Bei den 10

und 15 Monate alten Individuen war eine solche Reaktion nicht nachzuweisen.

67



Ergebnisse

Tabelle 18: Bindungsintensitaten der Antikérper spezifisch fir humanes Beta-Defensin-2 an Strukturen im Karpfendarm, Kontrollfische

Darmabschnitt | Probennahme . . Lokalisation : .
Faltenspitze ap. | Faltenspitze bs. | Faltenflanke ap. | Faltenflanke bs. | Faltengrund ap. | Faltengrund bs. L. propria L. submucosa Schleim
Versuch 1 4,0 (3-4,5) 2,9 (2-4) 3,7 (3-4) 3,0 (2-4) 3,4 (3-4,5) 3,3 (2-4,5) 2,8 (2-3,5) 2,6 (2-3,5) 4,2 (3-5)
Mitteldarm Versuch 2 2,8 (2,5-3) 2,5(2-3) 2,7 (2,5-3) 2,3 (2-3) 2,7 (2,5-3) 2,3(2-3) 28(2-35) [18(15-25) | 2,3(0-3,5
Versuch 3 2,9 (2,5-3,5) 2,4 (2-3) 2,7 (2,5-3) 2,4 (2-3) 2,8 (2,5-3) 2,4 (2-3) 2,3(2-2,5) |1,8(1,5-2,5) 3,5 (2-4)
Versuch 1 4,3 (3,5-5) 3,1 (3-3,5) 3,3 (3-4) 3,0 (3) 3,3 (3-4) 3,1(3-3,5) 2,9 (2,5-3) 2,8 (2,5-3) 4,8 (4-5)
Enddarm Versuch 2 3,5 (3,5) 3,0 (3) 3,0 (3) 3,5 (3,5) 3,0 (3) 3,5 (3,5) 3,0 (3) 2,5 (2,5) 4,0 (4)
Versuch 3 2,6 (2-3,5) 2,2 (1,5-3) 2,5 (2-3,5) 2,2 (1,5-3) 2,3 (2-3) 2,2 (1,5-3) 2,2 (1,5-3) 1,8 (1,5-2) 2,2 (0-4)
Angegeben sind die Mittelwerte Gruppen von jeweils vier Individuen. Werte in Klammern entsprechen Minimal- und Maximalwerten.
Ap. = apikal; bs. = basal, L. = Lamina
Tabelle 19: Bindungsintensitaten der Antikérper spezifisch fiir humanes Beta-Defensin-2 an Strukturen im Karpfendarm, Versuch 1
Darmabschnitt | Probennahme , , Lokalisation : ,
Faltenspitze ap. | Faltenspitze bs. | Faltenflanke ap. | Faltenflanke bs. | Faltengrund ap. | Faltengrund bs. L. propria L. submucosa Schleim
Kontrolle 4,0(3-45) | 2,9(2-4) 3,7 (3-4) 30(24) | 34(345) | 33(245) | 28235 | 2635 | 4,2(35)
Mitteldarm Tag 2 1,0 (1) 1,0 (1) 1,0 (1) 1,0 (1) 1,0 (1) 1,0 (1) 1,0 (1) 1,0 (1) 1,0 (1)
Tag 5 3,0 (3) 2,0 (1-3) 3,0 (3) 2,0 (1-3) 2,0 (1-3) 20(1-3) | 1,8(0,5-3) |1,0(0,5-1,5) | 4,8(4,5-5)
Tag 13 2,7(1545) | 20(153) | 20153) | 20153 | 25(153) | 20@53) | 23153 | 20013 | 43(355)
Kontrolle 4,3 (3,5-5) 3,1 (3-3,5) 3,3 (3-4) 3,0 (3) 3,3 (3-4) 3,1 (3-3,5) 2,9 (2,5-3) 2,8 (2,5-3) 4,8 (4-5)
Enddarm Tag 2 1,5 (1,5) 1,0 (1) 2,5 (2,5) 1,0 (1) 3,0 (3) 1,0 (1) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Tag 5 2,5(2,5) 1,0 (1) 2,5(2,5) 2,5(2,5) 1,5(1,5) 1,5(1,5) 1,0(1) 1,0 (1) 4,0 (4)
Tag 13 3,1 (2-3,5) 2,5 (2-3) 2,5 (2-3) 2,5 (2-3) 2,6 (2-3) 2,5 (2-3) 2,4 (2-2,5) 1,9 (1,5-2) 3,4 (2-4,5)

Angegeben sind die Mittelwerte Gruppen von jeweils vier Individuen. Werte in Klammern entsprechen Minimal- und Maximalwerten.
Ap. = apikal; bs. = basal, L. = Lamina
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Tabelle 20: Bindungsintensitaten der Antikérper spezifisch fiir humanes Beta-Defensin-2 an Strukturen im Karpfendarm, Versuch 2

Darmabschnitt | Probennahme . . Lokalisation : .
Faltenspitze ap. | Faltenspitze bs. | Faltenflanke ap. | Faltenflanke bs. | Faltengrund ap. | Faltengrund bs. L. propria L. submucosa Schleim
Kontrolle 2,8 (2,5-3) 2,5 (2-3) 2,7 (2,5-3) 2,3 (2-3) 2,7 (2,5-3) 2,3 (2-3) 2,8(2-3,5) [1,8(1,5-25 | 2,3(0-3,5)
Tag 2 32(3-35) | 27(253) | 32(3-35) | 2,7(253) | 3,2(3-35) | 2,7(2,5-3) 3,0 (3) 2,2(2-25) | 4,3 (4-4,5)
Mitteldarm Tag 5 3,2 (3-3,5) 2,7 (2-3) 2,8 (2,5-3) 2,7 (2-3) 2,8 (2,5-3) 2,5 (2-3,5) 2,3 (2-2,5) 2,2 (2-2,5) 2,5 (0-4)
Tag 8 3,0 (3) 2325 | 2523 | 230225 | 25023 | 23(225) 2,0 (2) 15(1,5) | 43 (4-4,5)
Tag 13 3,3 (3-3,5) 2,5(2,5) 3,0 (3) 2,8 (2,5-3) 3,0 (3) 2,8 (2,5-3) 3,0 (3) 2,5(2,5) 3,8 (3,5-4)
Kontrolle 3,5 (3,5) 3,0 (3) 3,0 (3) 3,5(3,5) 3,0 (3) 3,5 (3,5) 3,0 (3) 2,5(2,5) 4,0 (4)
Tag 2 3,5 (3,5) 3,0 (3) 3,5 (3,5) 3,0 (3) 3,0 (3) 3,0 (3) 2,5 (2,5) 2,5 (2,5) 4,0 (4)
Enddarm Tag 5 2,8 (2,5-3) 2,5(2,5) 2,8 (2,5-3) 2,5(2,5) 2,8 (2,5-3) 2,5(2,5) 2,5 (2,5) 1,8 (1,5-2) 3,3 (3-3,5)
Tag 8 3,5 (3,5) 2,5(2,5) 2,5(2,5) 2,5 (2,5) 2,5(2,5) 3,0 (3,0) 3,0 (3,0) 2,5(2,5) 3,5 (3,5)
Tag 13 3,5 (3,5) 3,0 (3) 2,8 (2,5-3) 3,0 (3) 28(253) | 25(2-3) |30(2535) | 2525 | 38(354)
Angegeben sind die Mittelwerte Gruppen von jeweils vier Individuen. Werte in Klammern entsprechen Minimal- und Maximalwerten.
Ap. = apikal; bs. = basal, L. = Lamina
Tabelle 21: Bindungsintensitaten der Antikorper spezifisch fir humanes Beta-Defensin-2 an Strukturen im Karpfendarm, Versuch 3
Darmabschnitt | Probennahme , , Lokalisation : ,
Faltenspitze ap. | Faltenspitze bs. | Faltenflanke ap. | Faltenflanke bs. | Faltengrund ap. | Faltengrund bs. L. propria L. submucosa Schleim
Kontrolle 2,9 (2,5-3,5) 2,4 (2-3) 2,7 (2,5-3) 2,4 (2-3) 2,8 (2,5-3) 2,4 (2-3) 2,3(2-2,5) [1,8(1,5-2,5 3,5 (2-4)
Tag 2 2,5(2,5) 2,5(2,5) 2,5 (2,5) 2,5 (2,5) 2,5(2,5) 3,0 (3) 1,5 (1,5) 1,5(1,5) -
Mitteldarm Tag 5 15(1,5) 1,5 (1,5) 1,5(1,5) 1,5(1,5) 2,0(2) 2,0(2) 1,5(1,5) 1,5(1,5) -
Tag 8 2,8 (2,5-3) 2,3 (1,5-3) 2,3 (2-2,5) 2,5 (2,5) 2,3 (2-2,5) 2,5(2,5) 2,0 (2) 1,5(1,5) -
Tag 13 2,4 (2-2,5) 2,4 (2-2,5) 2,4 (2-2,5) 2,5(2,5) 2,5(2,5) 2,6 (2,5-3) 2,1(2-2,5) 1,8 (1-2,5) -
Kontrolle 2,6 (2-3,5) 2,2 (1,5-3) 2,5 (2-3,5) 2,2 (1,5-3) 2,3 (2-3) 2,2 (1,5-3) 2,2 (1,5-3) 1,8 (1,5-2) 2,2 (0-4)
Tag 2 3,0 (3) 2,5(2,5) 2,5(2,5) 2,5(2,5) 2,5(2,5) 3,0(3) 2,0(2) 1,5(1,5) -
Enddarm Tag 5 2,5 (2,5) 2,5 (2,5) 2,5 (2,5) 2,5 (2,5) 2,5 (2,5) 2,5 (2,5) 2,0 (2) 2,0 (2) -
Tag 8 302535 | 23(153) | 2525 | 23225 | 23225 | 28(253) | 23225 | 1,8(1,52) -
Tag 13 2,5(2,5) 2,5(2,5) 2,5(2,5) 2,5(2,5) 3,0(3) 3,0(3) 2,5(2,5) 2,0 (2) 3,5(3,5)

Angegeben sind die Mittelwerte Gruppen von jeweils vier Individuen. Werte in Klammern entsprechen Minimal- und Maximalwerten.
Ap. = apikal; bs. = basal, L. = Lamina
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3.4.4 Beta-Defensin-3
3.4.4.1 Bindung des fir humanes Beta-Defensin-3 (hBD-3) spezifischen
Antikorpers an Strukturen im Karpfendarm
Das Muster und die Intensitaten der Antikdrperbindungen, wie sie fur Beta-Defensin-
3 festgestellt wurden, unterschieden sich nicht wesentlich von denen der Antikdrper
fur Beta-Defensin-2. So waren auch hier keine Unterschiede zwischen den
untersuchten Darmsegmenten feststellbar. Die Enterozyten wiesen ebenfalls ein
deutlich gefarbtes Zytoplasma und etwas intensiver markierte Zellwande auf, wobei
die Antikorper fur Beta-Defensin-3 in nahezu allen untersuchten Gewebeproben
etwas starker an Strukturen im apikalen als im basalen Bereich der Enterozyten
banden (Abbildung 26+27). Wie aus den Tabellen 22-25 hervorgeht, betraf dies alle
Epithelbereiche (Faltenspitze, Faltenflanke und Faltengrund) beider Darmsegmente
in allen untersuchten Altersgruppen, so dass sich auch die jeweiligen Epithelbereiche
im Muster ihrer Antikorperbindungen nicht voneinander unterschieden. Die
Antikdrperbindungen in der Schleimauflage waren auch fir Beta-Defensin-3 starker
als in den ubrigen Gewebebereichen. Hier wurden sowohl bei den nicht infizierten,
als auch bei den Karpfen unter Einfluss der KHV-Infektion Bindungsintensitaten bis
5,0 erreicht, wobei wiederum nur vereinzelt Individuen mit ungefarbter
Schleimauflage auftraten. Die Zellwande und der Inhalt der Becherzellen blieben wie
bei Beta-Defensin-2 ungefarbt. Lamina propria, Lamina submucosa und Tunica
muscularis wiesen Markierungen gleicher Intensitat wie das Epithel auf, wiederum
mit einer besonders starken Anfarbung einzelner Zellen bzw. Zellgruppen in der
Lamina propria und Lamina submucosa.
Ein Vergleich der nicht infizierten Karpfen deutete geringe Unterschiede der
Bindungsintensitaten zwischen den jeweiligen Altersklassen an. So war in beiden
Darmsegmenten in allen Bereichen des Epithels ein Ruckgang der
Bindungsintensitaten von den drei Monate alten bis zu den 15 Monate alten
Individuen feststellbar (Tabelle 25). Die bindegewebigen Anteile folgten diesem
Verlauf dagegen nicht einheitlich. Auch bei den Karpfen unter KHV-Infektion fanden
sich altersbezogene Unterschiede zwischen den Bindungsintensitaten, wahrend bei
den jungsten, drei Monate alten Individuen mit Intensitdten zwischen 3,0 und 4,5 im
Mittel die intensivsten Markierungen auftraten (Tabelle 23), konnten bei den 10
(Tabelle 24) und 15 (Tabelle 25) Monate alten Karpfen mit Bindungsintensitaten

zwischen 2,0 und 3,5, die nur in Ausnahmefallen Gberschritten wurden, in beiden

70



Ergebnisse

Darmsegmenten schwachere Markierungen nachgewiesen werden. Auffallig war bei
allen Altersgruppen ein unter KHV-Infektion auftretender, leichter bis deutlicher
Anstieg der Bindungsintensitaten am 2. Tag p.l. gegentber den nicht infizierten
Karpfen. Diese hoheren Bindungsintensitaten blieben daraufhin mit kleineren
Abweichungen bis zum Versuchsende konstant. Der beschriebene Anstieg war in
beiden Darmsegmenten feststellbar und betraf alle untersuchten Epithelbereiche. Die
einzige Ausnahme bildete das Enddarmsegment der 10 Monate alten Karpfen, in
welchem ein leichter Rickgang der Bindungsintensitaten im Vergleich zu den nicht
infizierten Karpfen auffiel. Schleimauflage und Bindegewebe reagierten in beiden
Darmsegmenten und bei allen drei Altersgruppen unregelmafiig, wobei in der
Schleimauflage durchgehend die bereits erwahnten héchsten Bindungsintensitaten

Zu verzeichnen waren.
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Tabelle 22: Bindungsintensitaten der Antikbrper spezifisch fur humanes Beta-Defensin-3 an Strukturen im Karpfendarm, Kontrollfische

Darmabschnitt | Probennahme - - Lokalisation - -
Faltenspitze ap. | Faltenspitze bs. | Faltenflanke ap. | Faltenflanke bs. | Faltengrund ap. | Faltengrund bs. L. propria L. submucosa Schleim
Versuch 1 3,6 (3-4,5) 2,7 (2-3) 3,1(3-3,5) 2,7 (2-3) 3,1(3-3,5) 2,7 (2-3) 2,6 (2-3) 2,2 (1,5-2,5) 3,0 (0-5)
Mitteldarm Versuch 2 2,6 (2-3) 2,4 (2,5-3,5) 2,5 (2-3) 2,4 (2-3) 2,6 (2-3) 2,5 (2-3,5) 2,3 (2-3) 1,8(1,5-2,5) | 4,0(3-4,5)
Versuch 3 2,5(2,5) 2,0(2) 2,5(2,5) 2,0 (2) 2,5(2,5) 2,0(2) 3,0(3) 3,0 (3) 3,5(3,5)
Versuch 1 3,5 (3-4,5) 3,2 (3-4) 3,3 (3-3,5) 3,2 (3-4) 3,3 (3-3,5) 3,3 (3-4) 2,9 (2,5-3) 2,5(2,5) 4,5 (4-5)
Enddarm Versuch 2 3,3(3,0-3,5) | 3,0(2,5-3,5) | 3,2(3,0-3,5) | 2,7 (2,5-3) 3,0 (3) 2,7 (2,5-3) 2,7 (2-3) 2,2 (2-2,5) 4,0 (3,5-4)
Versuch 3 3,2 (3-3,5) 2,2 (2-2,5) 3,0 (3) 2,2 (2-2,5) 3,0 (3) 2,2 (2-2,5) 2,3 (2-2,5) 2,2 (2-2,5) 3,7 (3,5-4)
Angegeben sind die Mittelwerte Gruppen von jeweils vier Individuen. Werte in Klammern entsprechen Minimal- und Maximalwerten.
Ap. = apikal; bs. = basal, L. = Lamina
Tabelle 23: Bindungsintensitaten der Antikorper spezifisch fir humanes Beta-Defensin-3 an Strukturen im Karpfendarm, Versuch 1
Darmabschnitt | Probennahme : , Lokalisation . ,
Faltenspitze ap. | Faltenspitze bs. | Faltenflanke ap. | Faltenflanke bs. | Faltengrund ap. | Faltengrund bs. L. propria L. submucosa Schleim
Kontrolle 3,6 (3-4,5) 2,7 (2-3) 3,1 (3-3,5) 2,7 (2-3) 3,1 (3-3,5) 2,7 (2-3) 2,6 (2-3) 2,2 (1,5-2,5) 3,0 (0-5)
Mitteldarm Tag 2 4,3 (4-4,5) 3,8 (3,5-4) 4,3 (4-4,5) 3,8 (3,5-4) 4,3 (4-4,5 |4,0(3,54,5 3,5(3,5) 3,0 (2,5-3,5) 2,5 (0-5)
Tag 5 4,5 (4,5) 4,0 (4) 4,5 (4) 4,0 (4) 4,5 (4,5) 4,0 (4) 3,0 (3) 3,0 (3) 5,0 (5)
Tag 13 4,3 (4-4,5) 3,8(3,5-4) |4,2(3,4-45)| 3,8(3,5-4) |4,2(3,5-45)| 4,0(3-4,5) 3,3(2,5-4) |2,8(2,5-3,5) 3,3 (0-5)
Kontrolle 3,5(3-4,5) 3,2 (3-4) 3,3(3-3,5) 3,2 (3-4) 3,3(3-3,5) 3,3(3-4) 2,9 (2,5-3) 2,5(2,5 4,5 (4-5)
Enddarm Tag 2 4,3 (4-4,5) 3,8 (3,5-4) 4,3 (4-4,5) 3,8 (3,5-4) 4,3 (4-4,5) | 4,0(3,5-4,5) 3,5(3,5) 3,0 (2,5-3,5) 2,5 (0-5)
Tag 5 4,5 (4,5) 4,0 (4) 4,5 (4,5) 4,0 (4) 4,5 (4,5) 4,5 (4,5) 4,0 (4) 3,5(3,5) 5,0 (5)
Tag 13 4,3 (4-4,5) 3,8(3,5-4) |4,2(3,5-4,5) | 3,8(3,5-4) |4,2(3,5-45)| 4,0(3-4,5) 3,3(2,5-4) |2,8(2,5-3,5) 3,3 (0-5)

Angegeben sind die Mittelwerte Gruppen von jeweils vier Individuen. Werte in Klammern entsprechen Minimal- und Maximalwerten.
Ap. = apikal; bs. = basal, L. = Lamina
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Tabelle 24: Bindungsintensitaten der Antikérper spezifisch fir humanes Beta-Defensin-3 an Strukturen im Karpfendarm, Versuch 2

Darmabschnitt | Probennahme . . Lokalisation : .
Faltenspitze ap. | Faltenspitze bs. | Faltenflanke ap. | Faltenflanke bs. | Faltengrund ap. | Faltengrund bs. L. propria L. submucosa Schleim
Kontrolle 2,6 (2-3) 2,4 (2,5-3,5) 2,5 (2-3) 2,4 (2-3) 2,6 (2-3) 2,5 (2-3,5) 2,3 (2-3) 1,8 (1,5-2,5) | 4,0(3-4,5)
Tag 2 35(35) | 33(335) | 33(335) | 3,3(3-35) | 3,3(3-35 | 3,3(3-3,5 3,0 (3) 25(25) | 48(4,55)
Mitteldarm Tag 5 2,8 (2,5-3,5) 2,3 (2-3) 3,0 (2,5-3,5) 2,3 (2-3) 2,8(2,5-3,5) | 2,7 (2,5-3) 2,3 (2-3) 1,7 (1,5-2) 2,3 (0-4)
Tag 8 3,5 (3,5) 3,5 (3,5) 3,5 (3,5) 3,0 (3) 3,0 (3) 3,5 (3,5) 3,0 (3) 2,0 (2) 45 (4,5)
Tag 13 3,3(3-3,5) |3,0(2,5-35)| 2,8(2,5-3) |3,0(2,5-3,5) | 2,8(2,5-3) 3,0(3) 2,5(2,5) 2,0 (2,0) 4,0 (3,5-4,5)
Kontrolle 3,3(3,0-3,5) | 3,0(2,5-3,5) | 3,2(3,0-3,5) | 2,7 (2,5-3) 3,0 (3) 2,7 (2,5-3) 2,7 (2-3) 2,2 (2-2,5) 4,0 (3,5-4)
Tag 2 3,3(3-35 | 25(2-3) [302535 | 2523 | 28(253) | 23225 |20(01,525 ]| 15(1-2) |4,0(3545)
Enddarm Tag 5 3,1(3-3,5) | 2,9(2,5-3,5) 3,0 (3) 29(2,5-35) | 3,1(3-3,5 |3,0(25-35) 2,5 (2-3) 2,1(1,5-2,5) 3,6 (3-4)
Tag 8 3,3 (3-3,5) 2,7 (2,5-3) 3,3 (3-3,5) 2,7 (2,5-3) 3,2 (3-3,5) 2,7 (2,5-3) 2,5 (2-3) 2,0(1,5-2,5) | 3,7 (3-4,5)
Tag 13 2,3 (2-2,5) 2,3 (2-2,5) 2,3 (2-2,5) 2,3 (2-2,5) 2,0(2) 2,5(2,5) 1,8 (1,5-2) 1,5(1,5) 3,8 (3,5-4)
Angegeben sind die Mittelwerte Gruppen von jeweils vier Individuen. Werte in Klammern entsprechen Minimal- und Maximalwerten.
Ap. = apikal; bs. = basal, L. = Lamina
Tabelle 25: Bindungsintensitaten der Antikorper spezifisch fir humanes Beta-Defensin-3 an Strukturen im Karpfendarm, Versuch 3
Darmabschnitt | Probennahme , , Lokalisation : ,
Faltenspitze ap. | Faltenspitze bs. | Faltenflanke ap. | Faltenflanke bs. | Faltengrund ap. | Faltengrund bs. L. propria L. submucosa Schleim
Kontrolle 2,5 (2,5) 2,0 (2) 2,5 (2,5) 2,0 (2) 2,5 (2,5) 2,0 (2) 3,0 (3) 3,0 (3) 3,5 (3,5)
Tag 2 2,8 (2,5-3) 2,5 (2-3) 2,8 (2,5-3) 2,5 (2-3) 2,8 (2,5-3) 2,5 (2-3) 2,2(2-25) 118(1,5-25)| 3,3(3-3,5)
Mitteldarm Tag 5 3,0(2,5-35) | 1,8(1,5-2) 2,8 (2,5-3) 1,8 (1,5-2) 2,8 (2,5-3) 1,8 (1,5-2) 1,8 (1,5-2) 15(1,5) 3,5(3,5)
Tag 8 3,2 (3-3,5) 2,3 (2-2,5) 3,2 (3-3,5) 2,3 (2-2,5) 3,2 (3-3,5) 2,5(2,5) 3,0 (2,5-3) 2,7 (2,5-3) 3,8 (3,5-4)
Tag 13 3,3 (3-3,5) 2,8 (2,5-3) 3,3 (3-3,5) 2,8 (2,5-3) 3,3 (3-3,5) 2,8 (2,5-3) 3,3 (3-3,5) 2,5(2,5) 4,3 (4-4,5)
Kontrolle 3,2 (3-3,5) 2,2 (2-2,5) 3,0 (3) 2,2 (2-2,5) 3,0 (3) 2,2 (2-2,5) 2,3 (2-2,5) 2,2 (2-2,5) 3,7 (3,5-4)
Tag 2 3,8 (3,5-4) 2,8 (2,5-3) 3,5(3,5) 2,8 (2,5-3) 3,3(3-3,5) 2,5(2,5) 2,8 (2,5-3) 2,0 (2) 4,0 (3,5-4,5)
Enddarm Tag 5 3,5 (3,5) 3,0 (3) 3,5 (3,5) 3,0 (3) 3,5 (3,5) 3,0 (3) 3,0 (3) 2,5 (2,5) 3,5 (3,5)
Tag 8 37(354) | 27253 | 33@254) | 27253 [30@2535 | 2525 | 27253) | 2523 | 42445
Tag 13 3,5(3,5) 3,0 (3) 3,2 (3-3,5) 3,0 (3) 3,2 (3-3,5) 2,7 (2,5-3) 3,0(3) 2,5(2,5) 1,3 (0-4)

Angegeben sind die Mittelwerte Gruppen von jeweils vier Individuen. Werte in Klammern entsprechen Minimal- und Maximalwerten.
Ap. = apikal; bs. = basal, L. = Lamina
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3.4.5 Lysozym
3.4.5.1 Bindung des Antikérpers spezifisch fir humanes Lysozym an
Strukturen im Karpfendarm
Der fur Lysozym spezifische Antikdrper band wie die zuvor besprochenen Defensine
an Strukturen sowohl im Epithel der untersuchten Darmsegmente als auch in deren
Bindegewebsanteilen und in der Muskulatur. Im Epithel wurden sowohl Zellwéande als
auch Zytoplasma der Enterozyten markiert, wobei deren apikal gelegenen Bereiche
zumeist etwas intensivere Markierungen aufwiesen als die Ubrigen Zellregionen.
Lamina propria und Lamina submucosa reagierten individuell verschieden und waren
entweder gleich stark oder etwas schwacher gefarbt als das Epithel. Haufig waren
hier jedoch stark markierte granular erscheinende Zellen anzutreffen, welche
bisweilen auch verstreut im Epithel auftraten. Die ebenfalls hier befindlichen
Becherzellen konnten entweder vollig ohne Markierung oder aber sehr stark markiert
sein. Auffallig ist auch beim Lysozym-spezifischen Antikorper die besonders starke
Anfarbung der Schleimauflage, welche sich in ihrer Intensitat deutlich von jener der
zellularen Anteile der Mucosafalten abhob (Tabellen 26-29). Die Bindungsmuster und
—intensitaten der jeweiligen Epithelbereiche der Mucosafalten unterschieden sich
dagegen nicht oder nur geringfligig voneinander, ebenso zeigte auch der Vergleich
der beiden Darmsegmente keine Unterschiede auf.
Eine altersabhéngige, gerichtete Entwicklung der Bindungsintensitaten, wie sie far
einige der vorangehend beschriebenen Antikorperreaktionen gezeigt werden konnte,
trat im Falle von Lysozym weder bei den nicht infizierten Karpfen (Tabelle 26) noch
bei den Karpfen unter KHV-Infektion auf, allerdings war im Faltenepithel beider
Darmsegmente ein Anstieg der Bindungsintensititen am 2. Tag p.l feststellbar.
Dieser Anstieg trat in unterschiedlicher Deutlichkeit bei allen Altersgruppen auf,
Ausnahmen bildeten nur die Faltenspitzen in den Mitteldarmsegmenten der 3 Monate
alten Individuen sowie das Epithel der Enddarmsegmente der 10 Monate alten
Karpfen. Lamina propria und Lamina submucosa zeigten keine derartigen
Tendenzen und wiesen Bindungen unregelmalliger Intensitat auf. Die
Schleimauflage blieb unabhangig vom Infektionszustand durchgehend sehr stark

gefarbt.
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Tabelle 26: Bindungsintensitaten der Antikbrper spezifisch fur humanes Lysozym an Strukturen im Karpfendarm, Kontrollfische

Darmabschnitt [ Probennahme - - Lokalisation - -
Faltenspitze ap. | Faltenspitze bs. | Faltenflanke ap. | Faltenflanke bs. | Faltengrund ap. | Faltengrund bs. L. propria L. submucosa Schleim
Versuch 1 3,8(3-4,5) |2,8(2,5-3,5) 3,3 (3-4) 2,7 (2-3,5) 3,1(3-3,5) 2,8 (2,5-3) 2,6 (2-4) 2,4 (2-4) 4,6 (3,5-5)
Mitteldarm Versuch 2 3,4 (3-4,5) 2,9 (2,5-4) 3,1(254) |[28(2,5-3,5 | 3,1(2,5-4) |29(25-35) 2,5 (2-3) 1,9(1,5-2,5) | 3,1(3,5-5)
Versuch 3 3,0 (2,5-3,5) 2,4 (2-3) 2,7 (2-3,5) 2,3 (2-2,5) 2,6 (2-3) 2,4 (2-3) 2,6 (2,5-3) 2,7 (2,5-3) 3,6 (3-4)
Versuch 1 2,9 (2-3,5) 2,7 (1,5-3) 29(2-3,5 [29(15-25)| 2,8(1,5-3) |2,9(1,5-3,5 | 2,4(2-2,5) 1,7 (0,5-2) 4,3 (4-4,5)
Enddarm Versuch 2 3,5(2,5-45) | 3,3(12,54) |35(2,5-45)| 3,3(2,54) |35(25-45)| 3,3(2,5-4) 2,5(2,5) 2,0 (2) 4,5 (4,5)
Versuch 3 3,1 (3-3,5) 2,5(2,5) 2,8 (2,5-3) 2,5(2,5) 2,6 (2,5-3) 2,7(2,5-3) |2,8(2,5-3,5 | 2,2(2-2,5) 3,6 (3,5-4)
Angegeben sind die Mittelwerte Gruppen von jeweils vier Individuen. Werte in Klammern entsprechen Minimal- und Maximalwerten.
Ap. = apikal; bs. = basal, L. = Lamina
Tabelle 27: Bindungsintensitaten der Antikbrper spezifisch fur humanes Lysozym an Strukturen im Karpfendarm, Versuch 1
Darmabschnitt [ Probennahme - - Lokalisation - -
Faltenspitze ap. | Faltenspitze bs. | Faltenflanke ap. | Faltenflanke bs. | Faltengrund ap. | Faltengrund bs. L. propria L. submucosa Schleim
Kontrolle 3,8(3-4,5) |2,8(2,5-3,5) 3,3 (3-4) 2,7 (2-3,5) 3,1 (3-3,5) 2,8 (2,5-3) 2,6 (2-4) 2,4 (2-4) 4.6 (3,5-5)
Mitteldarm Tag 2 2,0 (0-4) 1,8 (0-3,5) 3,3 (3-3,5) 3,0(3) 3,3 (3-3,5) 3,3 (3-3,5) 2,8 (2,5-3) 2,3 (2-2,5) 4,5 (4,5)
Tag 5 3,8 (3,5-4) 3,0 (3) 3,5 (3,5) 3,0 (3) 3,3 (3-3,5) 3,3 (3-3,5) 3,0(3) 3,0 (3) 4,5 (4-5)
Tag 13 3,8 (3,5-4,5) 3,5 (3-4) 3,5(3,5) 3,4 (3-3,5) 3,5(3,5) 3,4(3-3,5) |29(2,5-35) | 2,6(2-3,5) 4.6 (4,5-5)
Kontrolle 2,9 (2-3,5) 2,7 (1,5-3) 29(2-35 [29(15-25 | 2,8(1,5-3) [2,9(1,5-35 | 2,4(2-2,5) 1,7 (0,5-2) 4,3 (4-4,5)
Enddarm Tag 2 3,5(3,5) 3,5(3,5) 3,5(3,5) 3,5(3,5) 3,5(3,5) 3,5(3,5) 2,5(2,5) 2,0(2) 3,5(3,5)
Tag 5 3,8 (3,5-4) 3,0 (3) 3,5(3,5) 3,0 (3) 3,3 (3-3,5) 3,0 (3) 3,0 (3) 2,8 (2,5-3) 3,8 (3,5-4)
Tag 13 3,6 (3-4,5) 3,0 (3) 3,3 (3-3,5) 2,9 (2,5-3) 3,3(3-3,5 [3,3(2,5-45) | 2,9(2,5-3) 2,5 (2-3) 4,3 (3,5-4,5)

Angegeben sind die Mittelwerte Gruppen von jeweils vier Individuen. Werte in Klammern entsprechen Minimal- und Maximalwerten.
Ap. = apikal; bs. = basal, L. = Lamina
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Tabelle 28: Bindungsintensitaten der Antikérper spezifisch fir humanes Lysozym an Strukturen im Karpfendarm, Versuch 2

Darmabschnitt | Probennahme - - Lokalisation - -
Faltenspitze ap. | Faltenspitze bs. | Faltenflanke ap. | Faltenflanke bs. | Faltengrund ap. | Faltengrund bs. L. propria L. submucosa Schleim
Kontrolle 3,4 (3-4,5) 2,9 (2,5-4) 3,1(254) [28(25-35 | 31(254) |29(2,5-35) 2,5 (2-3) 1,9(1,5-25) | 4,2(3,5-5)
Tag 2 3,8 (3-4,5) 3,3 (3-3,5) 3,8 (3-4,5) 3,3 (3-3,5) 3,8 (3-4,5) 3,3 (3-3,5) 3,3 (3-3,5) 2,8 (2,5-3) 4,3 (4-4,5)
Mitteldarm Tag 5 3,3(2,5-45) | 2,7(2,5-3) | 2,8(2,5-35) | 2,7(2,5-3) | 2,8 (2,5-3,5) 3,0(3) 2,5(2,5) 2,0 (2) 5,0 (5)
Tag 8 3,3(3-3,5) |3,0(25-35)| 3,3(3-3,5 |3,0(2,5-35)|3,2(25-35) | 3,0(2,5-3,5) | 2,7(1,5-3,5) | 1,8(1,5-2) 3,8 (3-4,5)
Tag 13 3,2 (3-3,5) 2,7 (2,5-3) 2,8 (2,5-3) 2,7 (2,5-3) 2,7(2,5-3) |2,8(2,5-3,5) 2,5(2,5) 1,8 (1,5-2) 5,0 (5)
Kontrolle 3,5(2,5-45) | 332,54 |35(2545)]| 3,3(2,54) |35(25-45)| 3,3(2,5-4) 2,5(2,5) 2,0 (2) 4,5 (4,5)
Tag 2 3,8 (3-4,5) 3,3 (2,5-4) 3,3 (3-3,5) 2,8 (2,5-3) 3,0 (3) 3,0 (3) 2,5 (2-3) 2,3(1,5-3) | 4,0(3,5-4,5)
Enddarm Tag 5 2,9 (2,5-3) 2,5 (2-3) 2,6 (2,5-3) 2,8 (2-3) 2,8 (2,5-3) 3,0 (3) 2,5 (2-3) 2,1 (2-2,5) 4,0 ,(3-4,5)
Tag 8 3,56(2,5-45)| 3,3(3-3,5 |3,0(25-35) | 3,3(3-3,5 |30(2,5-35 | 33(3-3,5 |[3,0(25-35)]3,0(25-3,5) 4.5 (4,5)
Tag 13 3,0 (3) 3,0(3) 3,0 (3) 3,0 (3) 3,0 (3) 3,0 (3) 2,0 (2) 1,5(1,5) 5,0 (5)
Angegeben sind die Mittelwerte Gruppen von jeweils vier Individuen. Werte in Klammern entsprechen Minimal- und Maximalwerten.
Ap. = apikal; bs. = basal, L. = Lamina
Tabelle 29: Bindungsintensitaten der Antikbrper spezifisch fir humanes Lysozym an Strukturen im Karpfendarm, Versuch 3
Darmabschnitt | Probennahme , , Lokalisation . :
Faltenspitze ap. | Faltenspitze bs. | Faltenflanke ap. | Faltenflanke bs. | Faltengrund ap. | Faltengrund bs. L. propria L. submucosa Schleim
Kontrolle 3,0 (2,5-3,5) 2,4 (2-3) 2,7 (2-3,5) 2,3 (2-2,5) 2,6 (2-3) 2,4 (2-3) 2,6 (2,5-3) 2,7 (2,5-3) 3,6 (3-4)
Tag 2 3,3 (3-3,5) 2,8 (2,5-3) 3,3 (3-3,5) 2,8 (2,5-3) 3,0 (3) 3,3 (3-3,5) 2,5(2,5) 2,3(2-2,5) |4,0(3,5-4,5)
Mitteldarm Tag 5 3(3) 2,5(2,5) 3(3) 2,5 (2,5) 2,5(2,5) 3(3) 3(3) 3(3) 3(3)
Tag 8 3 (3) 2,5(2,5) 2,5(2,5) 2,5(2,5) 2,5(2,5) 3 (3) 2 (2) 1,5(1,5) 4 (4)
Tag 13 3,2 (2,5-3,5) 2,5 (2-3) 2,8 (2,5-3,5) 2,5 (2-3) 3,0 (3) 3,3 (3-3,5) 2,5 (2-3) 2,2 (1,5-2,5) 3,3 (2-5)
Kontrolle 3,1 (3-3,5) 2,5(2,5) 2,8 (2,5-3) 2,5 (2,5) 2,6 (2,5-3) 2,7(2,5-3) |12,8(2,5-35) | 2,2(2-2,5) 3,6 (3,5-4)
Tag 2 3,5(3,5) 3 (3) 3 (3) 3 (3) 3 (3) 3 (3) 2,5(2,5) 2(2) 4,5 (4,5)
Enddarm Tag 5 33 2,5(2,5) 2,5(2,5) 2,5(2,5) 2,5(2,5) 33 2,5(2,5) 1,5(1,5) 3,5(3,5)
Tag 8 3,2 (3-3,5) 2,5 (2-3) 3,2 (3-3,5) 2,5 (2-3) 2,8 (2,5-3) 3,2 (3-3,5) 2,7(2,5-3) [1,8(1,5-2,5) | 4,0 (3,5-4,5)
Tag 13 3,3 (3-3,5) 2,5(2,5) 3,0 (3) 2,8 (2,5-3) 2,8 (2,5-3) 3,0 (3) 3,0 (3) 2,8 (2,5-3) 3,5(3,5)

Angegeben sind die Mittelwerte Gruppen von jeweils vier Individuen. Werte in Klammern entsprechen Minimal- und Maximalwerten.
Ap. = apikal; bs. = basal, L. = Lamina
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Ergebnisse

Infektionsstatus
nicht infiziert 8. Tagp.l

hBD-2

verwendeter Antikérper
hBD-3

Lysozym

i -

Abbildung 24-29: Bindungen der fir humanes hBD-2, hBD-3 und
Lysozym spezifischen Antikérper an Strukturen im Mitteldarmsegment
von 10 Monate alten Karpfen
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4 DISKUSSION

In der vorliegenden Studie wurde die Funktionalitdt der gastrointestinalen
Immunbarriere des Karpfens im Hinblick auf Veranderungen in der Expression
transmembranéarer und antimikrobieller Proteine unter dem Einfluss einer Infektion
mit dem Koi-Herpesvirus untersucht. Dieses Virus, welches in betroffenen Bestanden
hohe Morbiditats- und Mortalitatsraten verursacht, dringt Gber die Haut in den Fisch
ein (Costes et al.,, 2009). Im Zusammenhang mit der KHV-Infektion kommt es zu
einer Zunahme von Infektionen mit sekundaren Krankheitserregern (Bakterien,
Parasiten), was vermuten lasst, dass unter dem EinfluR der Infektion auch die
Immunbarriere der Tunica mucosa geschadigt wird. Aus diesem Grunde lag der
Forschungsschwerpunkt in der vorliegenden Arbeit speziell auf solchen Proteinen,
welche potentiell an der Immunbarriere des Darmes beteiligt sind. Bei Saugern
spielen hierunter die konstitutiv oder induziert exprimierten antimikrobiellen Peptide
eine wichtige Rolle als erste Verteidigungsinstanz der angeborenen (unspezifischen)
Immunabwehr gegen das Eindringen von Pathogenen. Einen weiteren Bestandteil
stellen die transmembranaren Proteine dar, welche den Zusammenschluss des
Epithelverbandes gewahrleisten und eine wichtige Funktion bei der selektiven
Kontrolle des parazellularen Transportes ausiben. Es wird allgemein davon
ausgegangen, dass eine vergleichbare Barrierefunktion auch bei Fischen vorliegt,
wobei die einzelnen zellularen und molekularen Komponenten bei dieser grof3en
Vertebratengruppe bisher nur wenig erforscht sind (DICKERSON, 2009). Die
eigenen Untersuchungen konnten die Existenz einer solchen Immunbarriere bei den
modernen Teleostei experimentell bestatigen. So waren immunhistochemisch
Reaktionen von Antikérpern gegen die antimikrobiell wirkenden Peptide humanes
Lysozym, humanes B-Defensin-2 (hBD-2) und humanes B-Defensin-3 (hBD-3) mit
Strukturen im Karpfendarm nachzuweisen. Auch Antikorper gegen die
Transmembranproteine humanes Claudin-1 und humanes Claudin-2 erbrachten
deutliche Reaktionen im Darmgewebe. In Ermangelung fisch-spezifischer Antikdrper
musste fur die Untersuchung der Expression auf entsprechende Saugerproteine
zuruckgegriffen werden. Dennoch war jeweils eine Reaktivitat beobachtbar, welche
zudem an solchen Stellen auftrat, an denen bei Saugern die zu markierenden
Molekule zu erwarten waren. Bei den antimikrobiellen Peptiden Lysozym, hBD-2 und

hBD-3 betrifft dies vor allem Lokalisationen in der Schleimauflage, die Antikorper
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gegen Claudin-1 und Claudin-2 reagierten primar mit Strukturen in der Zellmembran
der Enterozyten. Untersuchungen der jungeren Vergangenheit konnte die Existenz
der in der vorliegenden Studie untersuchten Proteine bei Fischen auch
molekularbiologisch bestatigen (LOH et al., 2004). Die Ergebnisse der eigenen
Untersuchungen werden im Folgenden im Zuge der Besprechung der einzelnen
Antikorperreaktionen ausfuhrlich diskutiert.

Zur Bereitstellung von Darmgewebe KHV-infizierter Karpfen war zunachst eine
kunstliche Infektion von Versuchskarpfen notwendig. Hierflr wurde zellkulturbasierte
Virussuspension direkt in das Mitteldarmlumen gegeben. Bereits nach zwei Tagen
war das Virusgenom in den verschiedenen daraufhin untersuchten Organen
nachweisbar. Diese Befunde bestéatigen zum einen, dass ein Eintritt des Virus Uber
den Darm generell moglich ist, zum anderen unterstreichen sie dessen schnelle
systemische Ausbreitung, was auch in vorangegangenen Untersuchungen
aufgezeigt werden konnte (GILAD et al., 2004). Erste &ulRerliche Reaktionen auf die
Infektion, verbunden mit beginnenden epithelialen Verdnderungen auf zellularer
Ebene, zeigten sich bei den drei Monate alten Karpfen ebenfalls bereits nach zwei
Tagen. Diesem Zeitpunkt entsprachen die histopathologischen Befunde im infizierten
Darmgewebe, wo sich vor allem bei den drei Monate alten Tieren deutliche
Epithelschaden entwickelten. Bei den 10 und 15 Monate alten Karpfen waren diese
Veranderungen dagegen geringgradiger ausgepragt. Die starksten Verdnderungen
traten aber in allen Altersgruppen ab dem 5. Tag p.l. auf, wobei die
histopathologischen  Veranderungen nicht mehr nur Schadigungen des
Epithelgewebes, sondern nun auch vermehrt Umstrukturierungen in Lamina propria
und Lamina submucosa einschlossen. Dieser Zeitpunkt des Auftretens der starksten
histopathologischen Veranderungen fallt zusammen mit einer deutlichen
Verschlechterung des Allgemeinzustandes und einer Verstarkung der
Krankheitssymptome bei den Versuchskarpfen sowie mit dem Einsetzen der ersten
zytopathologischen Effekte in der Zellkultur (4. und 5. Tag p.l.). Auch wenn bei den
alteren, 10 und 15 Monate alten Versuchskarpfen keine auf3ere Symptomatik mehr
festgestellt werden konnte, so sprechen doch die weitgehend identischen
histopathologischen Befunde des Darmgewebes aller Altersgruppen dafir, dass die
Erkrankung zu diesem Zeitpunkt bereits in ihre schwerste Verlaufsphase eingetreten
war. Dennoch weisen die beobachteten Krankheitsgeschehen bei den verschiedenen

Altersgruppen darauf hin, dass sich die Infektion abh&ngig vom Alter der
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Versuchskarpfen unterschiedlich schwer entwickelt. So verlief sie bei den 15 Monate
alten Karpfen auRRerlich bereits nahezu symptomlos, wahrend bei den drei Monate
alten Tieren sogar Mortalitdten auftraten. Unterstitzt wird dieser Befund durch die
Beobachtung, dass in Vorversuchen dieser Untersuchung mit demselben KH-Virus
infizierte, nur wenige Wochen alte juvenile Karpfen bereits am dritten Tag p.l. eine
Mortalitat von 100 Prozent aufwiesen sowie durch die Aussagen von PERELBERG
et al. (2003), welche fur Jungfische von 2,5 - 6 g Korpergewicht eine wesentlich
starkere Empfanglichkeit fur das KH-Virus nachweisen konnten als fir grol3ere
Individuen ab 230 g.

Die in der vorliegenden Studie untersuchten Proteine sowie weitere nahe verwandte
Proteine derselben Familien und viele ihrer Lokalisationen und Funktionen werden
aufgrund eingehender Untersuchungen beim Menschen und verschiedener weiterer
Saugetiere immer besser verstanden und die betreffenden Erkenntnisse weiterhin
intensiv vervollstandigt (DHOPLE et al., 2006; LINDE et al., 2008). Die Situation bei
den Fischen unterscheidet sich hiervon grundlegend. Zu Beginn der eigenen
Untersuchungen war unter den antimikrobiellen Peptiden einzig das Vorkommen von
Lysozym in den Schleimhduten von Fischen bestatigt (ELLIS, 2001), jenes von [3-
Defensin-2 und B-Defensin-3 wurde als sehr wahrscheinlich angesehen (ELLIS,
2001; LINDE et al.,, 2005; WAH et al., 2006; ZOU et al., 2007), ein endgultiger
Nachweis stand jedoch noch aus. Claudine wurden etwa zeitgleich mit dem Beginn
der eigenen Untersuchungen mit Hilfe molekularbiologischer Nachweismethoden
erstmalig bei Fischen (hier beim hochentwickelten Fugu rubripes, LOH et al., 2004)
gefunden. Aufgrund dieser Umstande standen fir die immunhistochemischen
Untersuchungen dieser Studie ausschlie3lich primére Antikrper gegen
Saugerproteine zur Verfigung, welche entsprechend den Angaben unter 2.6.1

verwendet wurden.

Defensine

In Bezug auf die Defensine wird heute davon ausgegangen, dass diese einen frithen
evolutiven Ursprung haben, mit einer weiten Verbreitung innerhalb der Pflanzen,
Tiere und Pilze (CASADEI et al., 2009). Im Vergleich zu Végeln und S&ugern
besitzen Fische offensichtlich weniger Defensine, was den Gedanken bekréaftigt,
dass die Familie der Defensine rasch wéhrend der Vertebratenevolution expandierte.

Allerdings gelang ein tatsachlicher Nachweis B-defensin-ahnlicher Gene bei Fischen
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erst in jungerer Vergangenheit, namentlich bei dem Cypriniden Danio rerio sowie bei
zwei Tetraodontiformen. Bei diesen Genen handelt es sich um htéheren Vertebraten
homologe Sequenzen urspriinglicher B-Defensine, zu denen auch B-Defensin-2 und
B-Defensin-3 zu zahlen sind. Weiterfihrende Untersuchungen konnten dariber
hinaus zeigen, dass die in Fischen identifizierten, Defensin-ahnlichen Peptide auch
basierend auf ihrer Cysteinanordnung den Mitgliedern der B-Defensin-Familie von
Végeln und Saugern entsprechen (ZOU et al., 2007; FALCO et al., 2008; CASADEI
et al., 2009). Diese Umstande sowie die Tatsache, dass eine jener Spezies, bei
denen der Nachweis der urspriinglichen 3-Defensine gelang, der dem Karpfen nahe
verwandte Zebrabarbling ist, machen es sehr wahrscheinlich, dass die in der
vorliegenden Studie verwendeten Antikérper gegen Sauger-Defensine an solche
Strukturen im Karpfendarm binden, die denen der B-Defensine von Saugetieren
weitgehend entsprechen und aufgrund der groRen strukturellen Ahnlichkeit als Fisch-
B-Defensine anzusprechen sind.

B-Defensine neigen zu breiten Expressionsmustern und werden bei Saugetieren in
erster Linie von Epithelzellen, aber auch von Neutrophilen und Makrophagen als
Prapropeptide synthetisiert und in Vesikeln im Zytoplasma gespeichert. Von hier aus
kobnnen sie im Falle einer mikrobiellen Infektion rasch an die Zelloberflache
transportiert und — nunmehr in aktivierter Form — in das extrazellulare Milieu
entlassen werden (OREN et al., 2003; ELIAS & CHOI, 2005; HORNICKEL et al.,
2011b). Daneben sind auch in darunter liegenden Gewebeschichten und einigen
anderen Zelltypen, allerdings in unterschiedlicher Auspragung, ebenfalls 3-Defensine
nachweisbar (WAH et al., 2006; ZOU et al., 2007; FALCO et al., 2008; LINDE et al.,
2008; CASADEI et al., 2009). Auch die Epithelien der Karpfendarme zeigten in den
eigenen Untersuchungen fiir beide p-Defensine durchgehend starke Markierungen,
die sich dariber hinaus auch auf die darunterliegenden Gewebe mesodermalen
Ursprungs (mit Ausnahme von Fettgewebe) erstreckten. Diese Ergebnisse
entsprechen den zuvor genannten Befunden bei Saugetieren. Unterschiede zu
diesen ergaben sich allerdings in der Verteilung der Bindungsintensitaten. Wahrend
bei vergleichenden Untersuchungen am Oesophagusepithel von Saugetieren vor
allem die lumennahen Epithelzellanteile und insbesondere das Stratum corneum
intensiv markiert waren (HORNICKEL et al.,, 2011b), so waren bei Fischen die
Zellkérper der Enterozyten einschliel3lich des Zytosols relativ einheitlich ohne eine
erkennbare Polaritat gefarbt. Ein Befund, den auch bereits SCHOENNAGEL (2005)
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fur das Oesophagusepithel von Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss), Karpfen
(Cyprinus carpio) und Rotfeder (Scardinius erythrophthalmus) beschreibt. In den
Darmquerschnitten der eigenen Versuchskarpfen erwies sich zusatzlich speziell die
Schleimauflage als besonders intensiv markiert. Da der Mucus als auf3erste Auflage
des Fischdarmes in standigem direkten und vor allem ersten Kontakt mit dem
umgebenden Medium steht und die aktivierten B-Defensine in eben diese Schicht
hinein sezerniert werden, ware hier auch die intensivste Farbung zu erwarten und
dieses Ergebnis ist somit folgerichtig. Untermauert wird dies durch die Erkenntnisse
verschiedener Autoren, welche belegen, dass Schleimhaute generell betrachtliche
Quellen fur Defensine darstellen (ZHAO et al., 1996; O’NEIL et al., 1999; DIAMOND
et al., 2000; WAH et al., 2006; ZOU et al., 2007). Die im Vergleich zu den Befunden
bei Saugetieren sehr einheitliche aber nichtsdestoweniger starke Markierung des
Darmepithels und der darunter befindlichen Gewebe der Karpfen kann mehrere
Begriindungen haben. Zum einen fehlt im Mittel- und Enddarm ein mechanischer
Schutz in Form einer Verhornung, wie sie bei Saugetieren zumindest im
Vorderdarmbereich auftreten kann [bei Fischen sind verhornende Epithelbereiche
generell eine Ausnahme (HARDER, 1975; STARCK, 1983; FIEDLER, 1991,
WESTHEIDE & RIEGER, 2004)]. Dies geht einher mit einem verminderten Schutz
auch  gegenuber kleineren  mechanischen  Verletzungen  z.B.  durch
Nahrungsbestandteile, welche dann ein Eindringen sowohl von Bestandteilen der
kommensalen Darmflora als auch von Pathogenen erleichtern wirden. Gerade bei
pflanzenfressenden Fischen wie dem Karpfen, denen ein Magen fehlt, gelangen oft
noch weitgehend unverdaute Nahrungsbestandteile bis weit in den
Mitteldarmabschnitt hinein. Dieser Umstand wiederum konnte eine effektive
Barrierefunktion in Form einer stark prasenten unspezifischen Abwehr vorteilhaft
erscheinen lassen, wofur auch die besonders starken Markierungen in der
Schleimauflage sprechen. Andererseits stellt auch eine Verhornung nicht
zwangslaufig einen statischen Schutz gegeniber mikrobiellen Angriffen dar, da
Bakterien, Viren oder Pilze sich unter Umstanden recht gut im Stratum corneum
ansiedeln konnen (SCHOENNAGEL, 2005). Eine weitere mogliche Begrindung fir
die gleichmalig starken Markierungen besteht darin, dass die unspezifische Abwehr
bei Fischen als ektotherme Organismen eine im Vergleich zu Saugetieren
bedeutendere Rolle spielen kdonnte (WATTS et al., 2001; TORT et al., 2003). Das

erworbene (spezifische) Immunsystem der Fische ahnelt in seinen grundlegenden
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Mechanismen zwar demjenigen der Saugetiere, steht aufgrund seiner starken
Temperaturabhangigkeit allerdings im Falle einer Infektion erst mit erheblicher
zeitlicher Verzégerung zur Verfigung (ELLIS, 2001; WORKENHE et al., 2010). Hinzu
kommt, dass die spezifische Immunabwehr auch in der Ontogenese eine geraume
Zeit zur Entwicklung bendtigt. Obwohl dieser Zeitraum bis zu ihrer vollstandigen
Entfaltung bei den einzelnen Fischarten deutlich variiert, entwickelt sie sich im
Allgemeinen erst spat, weswegen viele Fische in den ersten Monaten nach dem
Schlupf vollstéandig auf die unspezifische Immunabwehr angewiesen sind (NAM et al.
2010). Inwiefern der leichte Riuckgang der Bindungsintensitaten der Antikdrper
spezifisch fur humanes B-Defensin-3 mit zunehmendem Alter der Karpfen in der
vorliegenden Studie einen Hinweis auf eine sich entwickelnde spezifische
Immunabwehr darstellen kénnte, muss vorlaufig im Unklaren verbleiben, zumal ein
vergleichbarer Effekt fur humanes B-Defensin-2 nicht festgestellt werden konnte. Hier
waren weiterfihrende Untersuchungen mit adulten Karpfen moglicherweise
aufschlussreich. Bezuglich der Antikérperproduktion durch die spezifische Abwehr
berichtet ELLIS (2001) bei Forellen von einem Zeitbedarf von 4-6 Wochen nach
erfolgter Infektion selbst bei optimalen Temperaturverhaltnissen. Somit ist zu
erwarten, dass die Komponenten der unspezifischen Abwehr bei Fischen — und hier
womoglich insbesondere bei Juvenilen — eine grolRere Rolle spielen kdnnten als bei
endothermen Vertebraten. Die eigenen Befunde unterstlitzen diese Annahme auch
dahingehend, dass die starken Bindungsintensititen der Antikdrper spezifisch fur
hBD-2 und hBD-3 im Darm sowohl bei den infizierten als auch bei den nicht
infizierten Individuen auftraten.

Antimikrobielle Peptide werden entweder konstitutiv exprimiert oder als Reaktion auf
bestimmte Stressoren wie Infektionen oder Entziindungen induziert, so z.B. ein Tell
der B-Defensine (ELIAS & CHOI, 2005; LINDE et al. 2008; HORNICKEL et al.,
2011b). Eine konstitutive Expression lasst vermuten, dass bestimmte Gewebe die
Fahigkeit besitzen, noch vor einer inflammatorischen Zellinfiltration eine mikrobielle
Infektion abzuwehren (MEADA et al., 2009; WEN et al., 2009; NAM et al., 2010). Die
eigenen  Untersuchungsergebnisse deuten aufgrund der vorgefundenen
Expressionsmuster ebenfalls auf eine hauptséchlich konstitutive Expression hin und
unterstreichen damit die primare Bedeutung der antimikrobiellen Peptide fur die
Aufrechterhaltung der Homoostase, zumal eine Hochregulierung nach erfolgter

Infektion der Karpfen zumindest fir hBD-2 nicht erkennbar ist. Neue Studien
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berichten inzwischen von einer Induzierung von B-Defensin-Isoformen bei einer
Plattfischart (Paralichthys olivaceus) innerhalb weniger Stunden nach Injektion des
bakteriellen Infektionserregers Edwardsiella tarda und einer graduellen Ruckkehr
zum Ausgangszustand bereits ab 12 Stunden p.l. (NAM et al., 2010), so dass
denkbar ist, dass ein solcher Effekt auch bei den infizierten Karpfen der eigenen
Untersuchungen eintrat aber zum Zeitpunkt der ersten Probennahme nicht mehr
erfasst werden konnte. Fur hBD-3 war, abgesehen vom Enddarmsegment der 10
Monate alten Individuen, in allen Praparaten ein leichter Anstieg der
Bindungsintensitaten am 2. Tag nach Infektion mit den KH-Virus erkennbar. Fur
dieses B-Defensin wurde inzwischen eine antivirale Aktivitat in humanen Keratozyten
nachgewiesen (HOWELL et al., 2007). Eine Verbindung zwischen dem beobachteten
Anstieg der Bindungsintensitdten von hBD-3 mit einer erhdhten Koi-Herpesvirus-
Last im Darm infolge der hier erfolgten Infektion bedarf allerdings noch der
Uberprifung.

Abschliel3end soll bei der Betrachtung der Expression der antimikrobiellen Peptide
nicht unerwéhnt bleiben, dass deren immunhistochemische Detektion technisch
herausfordernd ist. Das Diffusionsvermogen der kleinen Peptide zusammen mit ihrer
positiven Ladung kann sehr leicht in Artefakten oder in Pseudolokalisationen
resultieren (WAH et al., 2001). Gleichzeitig ist allein auf der Grundlage der
vorliegenden Untersuchungen nicht auszuschlieBen, dass die hier verwendeten
Antikdrper mit einem anderen, in den Darmgeweben der Karpfen massenhaft
vorkommenden Molekil kreuzreagiert haben kdnnten und somit keinerlei Aussagen
Uber die Verteilung der antimikrobiellen Peptide bei diesen Tieren erméglichten. Ein
solches Molekul misste dann allerdings auch in verstarktem MalRe in der
Schleimauflage vorkommen, die dem erwarteten Auftreten von [(-Defensinen
entsprechend auch besonders intensive  Markierungen aufwies. Die
Wahrscheinlichkeit, dass mit den fir humane antimikrobielle Peptide spezifischen
Antikdrpern aber in der Tat die entsprechenden Eiweil3e in den Fischen markiert
waren, wird noch erhéht durch die Ergebnisse des Western-Blottings. Hier konnte fir
die Antikdrper gegen hBD-3 und Lysozym gezeigt werden, dass sie im Fischgewebe
an Molekule in demselben Grol3enbereich wie die antimikrobiellen Peptide binden.
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Lysozym
Die Beschreibungen und Erlauterungen der Bindungsmuster fir hBD-2 und hBD-3

sind zu gro3en Teilen auch auf die Bindungsmuster des Antikérpers gegen humanes
Lysozym U(bertragbar. So waren auch hier in allen Geweben Markierungen zu
beobachten, wobei im Epithel beider untersuchter Darmsegmente zumeist starkere
Markierungen als in den anderen zellularen Komponenten der Darmmukosa
auftraten. Wie bereits bei den zuvor beschriebenen antimikrobiellen Peptiden, so
sind die starksten Markierungen auch beim Lysozym in der Schleimauflage zu
finden. Im Gegensatz zur Situation bei den Defensinen ist das Vorkommen von
Lysozym bei Fischen seit geraumer Zeit nachgewiesen (VLADIMIROV, 1968;
FLETCHER & WHITE, 1976). Ebenso wie bei Saugern tritt es auch bei Fischen vor
allem in solchen Geweben auf, die entweder einer intensiven bakteriellen Exposition
unterliegen oder in stdndigem Kontakt mit der AuRenwelt stehen (ALEXANDER &
INGRAM, 1992). Allerdings ist die Kinese der Lysozymsynthese und -sekretion
derzeit noch nicht vollstandig geklart (BAYNE & GERWICK, 2001; SAURABH &
SAHOO, 2008). Bei einigen Saugetieren wird das Enzym in speziellen Zellen der
Dunndarm-Krypten, den Paneth-Zellen, synthetisiert und von diesen bis zu seiner
Freisetzung in  Vesikeln gespeichert (WEISS, 1983; TIZARD 2000).
SVEINBJORNSSON et al. (1996) beschrieben eosinophile Granulozyten in der
Lamina propria des atlantischen Lachses (Salmo salar) als strukturell und funktionell
den Paneth-Zellen der S&ugetiere sehr ahnlich und fanden Lysozym besonders in
den Granula dieser Zellen lokalisiert. Auch in der vorliegenden Arbeit wurden
besonders intensiv markierte Gruppen granulér erscheinender Zellen in der Lamina
propria gefunden, bei denen es sich um solche eosinophile Granulozyten handeln
kénnte. Sowohl von SVEINBJORNSSON et al. (1996) als auch im Zuge der eigenen
Untersuchungen konnten jedoch auch in den Epithelzellen Strukturen nachgewiesen
werden, mit denen die gegen Lysozym gerichteten Antikdrper reagierten. Es ist
allerdings unklar, ob Lysozym in Epithelzellen produziert wird. Es koénnte durch
Transzytose von der subepithelialen Lamina propria Gber die Epithelzellen hinweg
transportiert werden (SCHOENNAGEL, 2007; SAURABH & SAHOO, 2008).
Beziiglich eines Vergleiches der inneren Organe berichten verschiedene Autoren von
den Nieren und Kopfnieren als die Organe mit den hochsten Lysozymvorkommen, in
absteigender Reihenfolge gefolgt vom Verdauungstrakt, der Milz, dem Hautschleim,
den Kiemen, der Leber und der Muskulatur (SAURABH & SAHOO, 2008, LIE et al.,
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1989). Die bei den in der vorliegenden Studie untersuchten Karpfendarmen
gefundenen Bindungsmuster in Form von durchgangig starken Markierungen in allen
am Faltenaufbau beteiligten Geweben mit besonders starker Markierung der
Schleimauflage und ohne ausgepragte Unterschiede zwischen nicht infizierten und
infizierten Individuen deuten auch fur Lysozym auf die schon fur die B-Defensine
beschriebene konstitutive Expression hin. Ebenso unterstreicht dieser Befund die
wesentliche Bedeutung, die Lysozym in der unspezifischen Immunantwort bei
Fischen innehat (ALEXANDER & INGRAM, 1992; TORT et al. 2003; ) und die unter
denselben Gesichtspunkten zu betrachten ist, wie diejenige der B-Defensine: als
unmittelbar zur Verfugung stehender, schnell reagierender Abwehrmechanismus
eines  wechselwarmen  Wirbeltieres, dessen spezifisches Immunsystem
temperaturabhangig langer fur die Entwicklung einer Antwort bendtigt als die
Komponenten des unspezifischen Immunsystems (MAGNADOTTIR, 2006).
DEMERS & BAYNE (1997) sowie SAURABH & SAHOO (2008) beschreiben daruber
hinaus eine hohere antibakterielle  Wirksamkeit sowie ein breiteres
Wirkungsspektrum des in Fischen gefundenen Lysozyms gegenuber dem der
Saugetiere, was die wichtige Rolle des unspezifischen Immunsystems bei Fischen im
Allgemeinen und jene des Lysozyms als daran malgeblich beteiligter
Abwehrmechanismus im Speziellen zusatzlich hervorhebt (GRINDE et al., 1988b &
1989).

Die Expression von Lysozym kann nicht nur konstitutiv erfolgen, sondern bei Kontakt
mit potentiellen Pathogenen auch induziert werden. Ob der wahrend der eigenen
Untersuchungen beobachtete Anstieg der Bindungsintensitaten am 2. Tag p.l bei den
Karpfen unter dem Einfluss einer KHV-Infektion tatsachlich eine Reaktion des
Darmepithels auf Pathogene und damit eine Induzierung einer vermehrten Lysozym-
Expression darstellt, muss zu diesem Zeitpunkt im Unklaren verbleiben, zumal die
Starke dieses Anstieges unabhangig von Alter und Gewicht der Karpfen uneinheitlich
ausfiel. Dennoch ist eine gesteigerte Immunaktivitdit als Reaktion auf eine
Konfrontation mit Pathogenen in unterschiedlichen Geweben auch von anderen
Autoren beobachtet worden. Die hierfir beschriebenen Zeitrdume variieren allerdings
betrachtlich bzw. sind nur ungenau angegeben. Wahrend TORT et al. (2003)
bemerken, dass die Lysozymantwort ,offenbar sehr schnell induziert werden kann®,
beschreiben SIWICKI & STUDNICKA (1987) einen Anstieg der Lysozymaktivitat im
Serum von Karpfen an den Tagen 7 und 14 nach einer kinstlichen Infektion mit
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Pseudomonas alcaligenes und Aeromonas punctata. MOCK & PETERS (1990)
wiederum beschrieben allerdings auch einen Ruckgang der Lysozymkonzentration
im Forellenblut als Antwort auf Stresseinwirkung, der sich jedoch innerhalb von 24
Stunden wieder umkehrte. Widerspriichliche oder sehr unterschiedliche Angaben
betreffen nicht nur die Induzierung der Lysozymantwort, sondern zum Teil auch die
Lokalisation des Eiweil3es selbst. So fand SCHOENNAGEL (2007) im Oesophagus
von Karpfen kein und im Oesophagus von Forellen nur wenig Lysozym, wahrend
zuvor LINDSAY (1986) exakt hier das Hauptvorkommen von Lysozym im
Gastrointestinaltrakt beschrieb. Eine potentielle Erklarung fiur solche divergenten
Befunde liegt madglicherweise in der bereits frih festgestellten Variabilitdt der
Lysozymaktivitat, welche ihre Beurteilung zusatzlich erschwert. Diese ist bei Fischen
unter anderem abhangig von Geschlecht, Alter, Gr6Re, Jahreszeit,
Wassertemperatur, pH, Infektionen und von der Anwesenheit von Giftstoffen und
Stressoren (SAURABH & SAHOO, 2008). Wahrend der eigenen Untersuchungen
konnte eine Abhangigkeit der Lysozymexpression vom Alter bzw. KorpergroRe der
Karpfen, wie sie obenstehend fur den allgemeinen Krankheitsverlauf beschrieben
wurde, nicht festgestellt werden. Beziiglich der Problematik der Detektion des Fisch-
Lysozyms mit Sauger-Antikorpern gilt das bereits bei der Diskussion der Ergebnisse

fur die B-Defensine gesagte (s.0.).

Claudine

Wie bereits einleitend dargestellt, wurde in der vorliegenden Studie zusatzlich zu
Komponenten des unspezifischen Immunsystems auch die Beteiligung des
epithelialen Zellzusammenschlusses an Barrierefunktion und Aufrechterhaltung der
Homoostase im Fischdarm untersucht. Dies geschah am Beispiel der
Transmembranproteine Claudin-1 und Claudin-2. Als solche stellen Claudine
strukturell elementare Bestandteile von Tight junctions dar, denen in diesem
Zusammenhang eine bedeutende Rolle bei Herstellung und Instandhaltung der Zell-
Zell-Kontakte des geschlossenen Zellverbandes von Epithelien sowie regulatorische
Funktionen in Bezug auf den parazellularen lonentransport zugeschrieben werden
(KOLLMAR et al., 2001; COLEGIO et al. 2002; BAGHERIE-LACHIDAN et al. 2009).
Seit ihrer Identifizierung im Jahre 1998 wurden Aufbau und Funktion dieser Eiweil3e
primar an Saugetieren erforscht. Auf verschiedenen Wegen gelang der

Existenznachweis von Claudinen und ihrer codierenden Gene auch bei Fischen,
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unter anderem beim Kugelfisch Takifugu und beim Zebrafisch (Danio rerio) (VAN
ITALLIE & ANDERSON, 2006). Doch trotz der groRen Bedeutung von Tight junctions
bei der Festlegung der charakteristischen Eigenschaften von Epithelien und der
Prasenz zahlreicher Claudin-Gene bei Fischen fehlen eingehende Untersuchungen
dieser Proteinfamilie bei Nicht-Tetrapoden bisher weitestgehend (TIPSMARK et al.,
2008a), was eine Diskussion auf der Grundlage wissenschatftlicher Daten erschwert.

Deshalb wurden Claudin-1 und -2 fur die eigenen Untersuchungen aufgrund jener
Eigenschaften ausgewabhlt, die ihnen den Erkenntnissen aus Studien an Saugetieren
folgend zugeschrieben werden. So handelt es sich bei Claudin-1 um ein ubiquitar
exprimiertes Protein, dessen Vorkommen in nahezu allen daraufhin untersuchten
Epithelien, so auch im Darm, nachgewiesen werden konnte und das bei Saugetieren
eine entscheidende Bedeutung fir den epidermalen Zellzusammenschlu3 und die
Barrierefunktion besitzt (GREGORY et al., 2001; VAN ITALLIE & ANDERSON, 2004
& 2006). Claudin-2 hingegen tritt offenbar nur in begrenzten, teilweise
entwicklungsabhangigen Zeitrdumen in bestimmten Organen (unter anderem
ebenfalls im Darm von Saugetieren) auf, wo es neueren Erkenntnissen zufolge eine
regulatorische Komponente der Tight junction-Permeabilitat darstellt und aufgrund
ionenselektiver Eigenschaften Einflul auf den parazellularen Transport austbt
(ESCAFFIT et al., 2005). KRAUSE et al. (2008) folgerten, dass schliel3lich die
Kombination verschiedener Claudine und ihrer individuellen Eigenschaften in einem
Epithel bestimmend ist fir dessen Barrierefunktion sowie fur seine resultierende
lonenselektivitat und Transportfunktion.

Studien an Saugetieren erbrachten substanzielle Hinweise darauf, dass die lonen-
Leitfahigkeit von Tight junctions durch pathologische Stimuli, darunter Zytokine,
Hypoxie und bakterielle Toxine beeinflusst wird (POWELL, 1981; NURSAT et al.,
2000; SEARS, 2000; WIT et al., 2003; VAN ITALLE & ANDERSON, 2004). Speziell
als eine Reaktion auf Pathogene und wahrend entzindlicher Reaktionen kann es zu
einer verstarkten Internalisierung von Claudinen kommen. Bei einem solchen
Vorgang separieren sich die Claudinmolekile vom Occludin und den Zonula
occludens-1-Molekilen (ZO-1) und werden im Zytoplasma in mit Claudinen
angereicherten Vesikeln gespeichert (FINDLEY & KOVAL, 2009). Solche Ablaufe
gehoren zu den normalen Austausch- und Umbauprozessen, welchen die Tight
junctions und damit einhergehend die Claudine in einem gesunden Epithel
fortwahrend unterliegen (VAN ITALLIE & ANDERSON, 2006). Durch bakterielle

88



Diskussion

Toxine kann allerdings eine verstarkte, in Uberproportionalem Umfang ablaufende
Internalisierung in Gang gesetzt werden (FUJITA et al., 2000; HOPKINS et al., 2003;
FEDWICK et al., 2005), die dann in geschwachten Zell-Zell-Kontakten sowie einer
gesteigerten, maoglicherweise schadlichen Permeabilitit des Epithels mindet
(FINDLEY & KOVAL, 2009). Daruber hinaus ist es unter solchen Gegebenheiten
auch maoglich, dass die normalerweise kommensalische Darmflora in tiefere
Gewebsschichten vordringen und hier pathogen wirken kann. Eines der Ziele der
eigenen Untersuchungen war es daher, anhand der hierfiir ausgewéahlten Claudine 1
und 2 zu Uberprifen, ob bei Karpfen unter dem Einflu@ einer KHV-Infektion
Veranderungen in der Claudinexpression auftreten kénnen und ob aufgrund der
Befunde Rickschlisse auf infolgedessen verdnderte Barriereeigenschaften des
Darmepithels bei Fischen mdglich sind.

Far den immunhistochemischen Nachweis der Claudine wurden, wie bereits bei den
B-Defensinen und beim Lysozym, Antikdrper gegen die entsprechenden Proteine bei
Saugetieren (Maus) verwendet. Auch fur diesen Nachweis standen keine Antikérper
gegen Fisch-Claudine zur Verfigung. Dennoch konnten sowohl in den Darmen der
nicht infizierten Karpfen als auch bei den Karpfen unter KHV-Infektion eindeutige
Markierungen festgestellt werden. Die eigenen Ergebnisse sowie Befunde aus
methodisch vergleichbaren Studien anderer Autoren (TIPSMARK et al, 2008a)
weisen deutlich darauf hin, dass es sich bei den mit Hilfe der Antikérper im
Karpfendarm markierten Strukturen um Proteine handelt, welche den Claudinen bei
Saugetieren gleichen und dass falsch-positive Reaktionen weitgehend
ausgeschlossen werden koénnen. So markierten die Antikérper ausschlie3lich
Strukturen in den Zellwéanden der Darmepithelzellen. Das Zytoplasma sowie
samtliche subepithelialen Gewebe blieben ungefarbt. Dies entspricht einem flr die
Markierung von an der Bildung von Tight junctions beteiligten Proteinen zu
erwartenden Bindungsmuster, was DHAWAN et al. (2005) sowie ESCAFFIT et al.
(2005) fur Claudin-2 und Claudin-4 im humanen Intestinum bestatigen. TIPSMARK et
al. (2008) konnten mit Hilfe von Western Blotting bestétigen, dass die von ihnen
verwendeten Antikdrper gegen Sauger-Claudin-3 und -4 an solche Proteine im
Epithel von Fischkiemen banden, welche sich exakt im selben Gré3enbereich wie die
entsprechenden Claudine bei S&ugetieren befanden. Die in der erwahnten
Veroffentlichung verwendeten Abbildungen sowie auch die Befunde und Abbildungen
in CLELLAND et al. (2010) bezuglich Markierungen von Claudin-3 im Darm von
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Tetraodon gleichen zudem in hohem MalRe den Bindungsmustern, wie sie auch in
den eigenen Untersuchungen beobachtet werden konnten. Ein weiterer Hinweis auf
die mogliche Verwendbarkeit von Antikdrpern gegen S&auger-Claudine auch bei
Fischen ergibt sich nicht zuletzt aus der Tatsache, dass Claudine offenbar
hochgradig  konservierte  Eiweil3e darstellen, die sich wahrend der
Vertebratenevolution nur in lokal begrenztem Umfang verdnderten und bei allen
Spezies groRe strukturelle und molekulare Ahnlichkeiten aufweisen (TURKSEN &
TROY, 2002), weswegen damit zu rechnen ist, dass entsprechende Antikdrper
sowohl bei Saugetieren als auch bei Fischen Gbereinstimmende Epitope vorfinden.

Sowohl bei den Karpfen unter KHV-Infektion als auch bei den nicht infizierten
Individuen konnten, wie unter 3.4 dargestellt, in beiden untersuchten Darmabschitten
Markierungen der Antikdrper fur Claudin-1 und Claudin-2 gefunden werden. Diese
Markierungen sind dabei allgemein als schwach bis mafig einzustufen, wobei die
Bindungsintensitaten bei den infizierten Karpfen jene der nicht infizierten leicht
Ubertrafen. Weitere Unterschiede ergaben sich in Abhéangigkeit von Alter und
Gewicht der verwendeten Individuen. So konnte bei den infizierten und nicht
infizierten Karpfen ein deutlicher Rickgang der Bindungsintensitaten mit
zunehmendem Alter und Gewicht beobachtet werden. Bereits bei den 10 Monate
alten Karpfen waren die Markierungen deutlich geringer als bei den drei Monate alten
Individuen. Bei den ohnehin schwéacher markierten, nicht infizierten Karpfen konnten
bei 15 Monate alten Individuen insbesondere fir Claudin-2 schlie3lich nahezu keine
Markierungen mehr nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse korrelieren mit dem
Befund, dass in noch alteren Karpfen nur sehr wenige Kopien von Claudin-2
codierender mRNA mittels PCR nachweisbar waren (SYAKURI, mundliche
Mitteilung). Auch im Darm von Saugetieren ist Claudin-2 vor allem bei jugendlichen,
in der Entwicklung befindlichen Individuen in den Krypten und Villus-Zellen des
Dunndarmes sowie in undifferenzierten Colonepithelzellen exprimiert, wahrend es im
adulten Darm vollkommen fehlt (ESCAFFIT et al., 2005). Eine erneute Expression
wurde allerdings in sich regenerierenden Epithelien beobachtet, wie sie zum Beispiel
im Falle einer Colitis ulcerosa-Erkrankung auftreten. Hier kam es zu einer starken
Hochregulierung von Claudin-2 in den betroffenen Epithelbereichen (PRASAD et al.
2005, ZEISSIG et al. 2007, WEBER et al. 2008). In den eigenen Untersuchungen
wurde in Ubereinstimmung mit den Befunden bei Saugern im Karpfendarm eine

verstarkte Bindung des Claudin-2 spezifischen Antikdrpers bei mit KHV infizierten
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Individuen festgestellt. Auch bei diesen Individuen erfolgte eine Regeneration des
Darmgewebes nach Schadigung im Verlauf der Infektion. Ubergreifend betrachtet
deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass Claudin-2 méglicherweise primér in sich
regenerierenden oder in der Entwicklung befindlichen Epithelien exprimiert wird und
mit zunehmender Differenzierung des Gewebes bzw. voranschreitendem Alter des
Individuums immer seltener auftritt. Allerdings kann Uber die Grinde hierflr, die
potentiell in der spezifischen Funktionalitat des Claudin-2 (s.0.) zu suchen sind und
die weiterfihrender Untersuchungen bedirfen, an dieser Stelle nur gemutmalfit
werden.

Bis einschliefilich Tag 5 p.I. mit KHV war in den untersuchten Darmabschnitten aller
Altersgruppen ein deutlicher Rickgang der Bindungsintensitaten der Claudin-
bindenden Antikorper zu beobachten. Ein Vergleich mit den histopathologischen
Befunden im selben Zeitraum zeigt eine ebenfalls deutliche Degradation des
Epithelgewebes mit teilweise erheblichen Beschadigungen. Eine Schwachung der
Zell-Zell-Verbindungen und somit eine Beeintrachtigung des epithelialen
Zellverbandes unter Beteiligung einer herabgesetzten Claudinexpression erscheinen
naheliegend. Hierbei koénnte ebenfalls die bereits erlauterte gesteigerte
Internalisierung der Claudin-Moleklle aufgrund pathologischer Reize eine Rolle
spielen. Als solche waren vor allem bakterielle Toxine in Betracht zu ziehen, da
sekundare bakterielle Infektionen bei durch KHV geschwachten Karpfen eine haufige
Begleiterscheinung darstellen (MEYER, 2007) und auch bei den Fischen der
vorliegenden Studie nicht ausgeschlossen werden kdnnen. Bei gesunden Fischen
findet eine regelmalige Erneuerung des Epithelgewebes unter fortwahrendem
Ersatz der Enterozyten statt. Beim Graskarpfen (Ctenopharyngodon idella) benétigt
eine solche Epithelerneuerung einen Zeitraum von 10 bis 15 Tagen bei einer
Temperatur von 20°C (STROBAND & DEBETS, 1978) und bei Karpfen wurde bei
20°C eine Epithelerneuerung innerhalb von 3 Tagen beobachtet (HEMMER et al.
1998). Wahrend der eigenen Untersuchungen war auch bei den KHV-infizierten, 10
und 15 Monate alten Karpfen eine individuell unterschiedlich weit fortgeschrittene
Regeneration der Darmmukosa bis zum 13. Tag p. I. zu beobachten. Obwohl
artabhangige Unterschiede zu erwarten sind, scheint somit auch Fischen in einer
Ausnahmesituation, wie sie eine durch Erkrankungen geschadigte Darmmukosa
darstellt, eine Regeneration in einem vergleichbaren Zeitraum moglich zu sein.

Hervorzuheben ist allerdings, dass das Epithel der jingeren Karpfen starker und
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langer durch sich vermehrendes Virus geschadigt wurde, weswegen das
Darmgewebe bis zum Versuchsende bei den bis dahin tberlebenden Individuen in
einem stark geschadigten Zustand verblieb.

Claudine und ihre Kontakt- und Porenfunktionen sind ebenfalls hochdynamisch, was
beispielsweise durch die kurze Halbwertszeit von Claudin-4 von etwa 4 Stunden
veranschaulicht wird (KRAUSE et al., 2008). Auch sie werden im gesunden Epithel
offenbar standig ersetzt, umgebaut und neu arrangiert (IVANOV et al., 2004). Wie
bereits geschildert, wird Claudin-2 besonders in sich regenerierenden Epithelien
exprimiert, doch auch fir Claudin-1 waren bei den 10 und 15 Monate alten Karpfen
einhergehend mit der Reorganisation des Darmepithels in beiden Segmenten
ansteigende Bindungsintensitaten zu beobachten. Allerdings bendtigt die
Regulierung der Claudinexpression auch bei gesunden Fischen eine gewisse
Anlaufzeit, wahrend der es zu verdnderten Permeabilitatseigenschaften des Epithels
kommen kann. Auch wahrend des Auf- und Umbaus von Tight junctions kann sich
durch deren voribergehendes Aufbrechen der lonenflul3 Gber das Epithel hinweg
andern und die parazellulare Passage auch ungeladener Molekile in beide
Richtungen die Folge sein (KRAUSE et al., 2008; TIPSMARK et al., 2008a). Im
Zusammenhang mit einem durch eine KHV-Infektion beeintrachtigten Epithel mit
grof3flachigen Schadigungen und einem zunachst gestdrten Claudin-Turnover sind
somit Uber unbestimmte Zeitrdume hinweg auch lonenverluste Uber das Epithel
denkbar. Dies ist von besonderem Interesse vor dem Hintergrund, dass
SuRwasserfische von Natur aus einem permanenten lonenverlust Uber ihre
hochpermeablen Epithelien (vor allem Kiemen und Darm) ausgesetzt sind, welchem
sie durch osmo- und ionenregulatorische Mechanismen entgegenwirken muissen
(EVANS et al., 2005). Der Gastrointestinaltrakt ibernimmt bei Knochenfischen dabei
eine wichtige Rolle fur die Aufrechterhaltung des lonengleichgewichts. Wéahrend er
bei Salzwasserfischen fir eine Aufnahme von Wasser aus dem Lumen und eine
Aufkonzentrierung von Salzen bis hin zu aktiver Sekretion zweiwertiger Kationen im
posterioren Abschnitt sorgt, sind die Verhaltnisse bei SuflRwasserfischen nahezu
umgekehrt. Hier spielt besonders die Aufnahme von Salzen aus den im Darmlumen
suspendiert vorliegenden Nahrungsbestandteilen eine wesentliche Rolle, wahrend
Uberschissiges Wasser uber die Nieren (und zu geringen Teilen Uber den Darm)
abgefuhrt wird (BUCKING & WOOD, 2006; MARSHAL & GROSELL, 2006;
CLELLAND et al., 2010). Die Beteiligung von Claudinen an der lonenregulation ist
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dabei fur die Kiemenepithelien bereits nachgewiesen worden und auch fir die
Darmmukosa anzunehmen (TIPSMARK et al., 2008a & 2008b). Wahrend allerdings
bei Saugetieren entwicklungs- und gewebsspezifische Expressionsmuster von
Claudinen in bestimmten Organen auftreten (TSUKITA & FURUSE, 1999; VAN
ITALLIE & ANDERSON, 2006; KRAUSE et al., 2008), liegen uber die raumliche
Verteilung von Tight-junction-Proteinen entlang des Gastrointestinaltraktes bei
Fischen noch keinerlei Kenntnisse vor (CLELLAND et al., 2010). lonenbalance und —
aufnahme sind bei Fischen entlang des Intestinums jedoch nicht einheitlich
(LORETZ, 1995), wobei CLELLAND et al. (2010) den anterioren Anteilen eine
hohere Durchlassigkeit als dem in Bezug auf die Tight junctions dichteren
posterioren Segment attestieren. Die in den eigenen Untersuchungen beobachteten,
gegenuber den Mitteldarmsegmenten etwas starkeren Markierungen besonders des
Antikorpers gegen Claudin-1 in den Enddarmsegmenten auch bei den nicht
infizierten Karpfen, konnten daher ein Ausdruck dieser unterschiedlichen
Permeabilitdit beider Segmente sein. In den untersuchten Darmabschnitten der
Karpfen unter dem Einflul3 einer KHV-Infektion war dagegen vor allem ein starker
Anstieg der Markierungen des Antikorpers gegen Claudin-2 festzustellen, bei den 15
Monate alten Individuen bereits ab dem 2. Tag p.l. Wie bereits dargestellt, ist fur
Claudin-2 eine ausgepragte lonenselektivitdt sowie eine Beteiligung an der Bildung
hoch-leitender Kationenporen nachgewiesen worden, wodurch dieses Protein die
Eigenschaften des Membranwiderstandes von Epithelien malRgeblich beeinflusst
(FURUSE et al., 1998; VAN ITALLIE & ANDERSON, 2006). Dies &uf3ert sich
dadurch, dass die Durchlassigkeit fur lonen bei verstarkter Prasenz von Claudin-2 in
einem Epithel erhoht wird. De facto steigert sich die transepitheliale Permeabilitat
durch einen verstarkten parazellularen Transport. ANGELOW et al. (2008)
prognostizierten, dass Claudin-2 in den Nierenubuli sehr wahrscheinlich fir einen
groRRen Teil der parazellularen Reabsorption von Na* verantwortlich ist. Hierin konnte
eine funktionelle Parallele zu den in den eigenen Untersuchungen gefundenen
Ergebnissen bestehen. So war auffallig, dass es besonders bei den &lteren, 10 und
15 Monate alten Karpfen nach erfolgter Infektion zun&chst zu einem Abfall der
Bindungsintensitaten der Antikdrper gegen Claudin-1 kam, worauf bald ein deutlicher
Anstieg der Bindungsintensitaten fur Claudin-2 erfolgte. Mdglicherweise kam es im
Zuge des Verlustes von Claudin-1 zu physiologisch relevanten lonenverlusten,

denen mit einer Hochregulierung von Claudin-2 als erste Gegenmal3nahme vor der
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Zeit fordernden Wiederherstellung der epithelialen Integritat begegnet werden sollte.
Diese Hypothese wird unterstitzt durch die Befunde von NEGENBORN (2007),
welche fur ca. 10 Monate alte Karpfen einen deutlichen Verlust u.a. von Natrium- und
Kalzium-lonen im Blutplasma wahrend der ersten Tage nach erfolgter KHV-Infektion
feststellen konnte, der allerdings von den erkrankten Karpfen gegen Ende der 14-
tagigen Versuchsphase teilweise wieder aufgefangen werden konnte. Bei
NEGENBORN (2007) konnten die im Blutplasma fehlenden lonen im Urin
nachgewiesen werden, was somit einen lonenverlust Uber Nieren und Harnwege
beschreibt. Da aber, wie obenstehend beschrieben, auch der Darm eine Rolle im
lonenhaushalt der Fische spielt, sind vergleichbare Vorgange fur dieses Organ
ebenfalls denkbar. So beschreiben auch CLELLAND et al. (2010), dass eine
Regulierung der epithelialen Permeabilitat durch differentielle Claudin-Expression,
hier in Kombination mit einer modulierten Natrium-Kalium-ATPase-Aktivitat, ein
eingehendes Beispiel dafur darstellt, auf welche Weise diese komplementéaren
Transportprozesse im Fischdarm zur Aufrechterhaltung der Homdoostase allgemein
und zur Aufrechterhaltung der lonenbalance im Speziellen zusammenwirken kénnen.
Abschliel3end sei noch einmal angesprochen, dass bei den 10 und 15 Monate alten
Individuen eine Regeneration des intestinalen Epithels beobachtet werden konnte.
Diese trat bei den 10 Monate alten Karpfen erst gegen Ende des
Beobachtungszeitraumes auf, wahrend dies (einhergehend mit einer bedeutend
schnelleren Hochregulierung des Claudin-2) bei den 15 Monate alten Individuen
bereits deutlich friiher (spatestens ab Tag 5 p.l.) erfolgte. Bei letztgenannten waren
dariiber hinaus auch die Gewebeschaden geringgradiger. Bei den drei Monate alten
Karpfen konnte demgegeniber keine solche Regeneration festgestellt werden, die
Darmgewebe dieser Individuen blieben bis zum Versuchsende deutlich geschadigt.
Die Ursachen hierfur kdnnten mdglicherweise in einer zunehmenden Auspragung
des adaptiven Immunsystems zu finden sein, welches den alteren Individuen immer
mehr zugutekommt (s. 0.). Wahrend die jungsten Karpfen sich noch vollstandig auf
ihre angeborene, unspezifische Immunabwehr verlassen missen und diese im Falle
einer KHV-Infektion schlief3lich iberwunden werden kann, so ist es moglich, dass bei
den alteren Individuen in ansteigendem Mal3e bereits Komponenten des adaptiven
Immunsystems (das sowohl fur die individuelle Entwicklung als auch fur Reaktionen
auf pathogene Einwirkungen mehr Zeit bendtigt) unterstlitzend hinzutreten, welche

fur eine effektivere Einddmmung der Infektion und der damit einhergehenden
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Schadigungen verantwortlich sein konnten. Zur Klarung dieser Fragestellungen
wirden allerdings weiterfuhrende Studien benétigt, welche sich eingehend mit der
Entwicklung der Homoéostase bei Karpfen unter dem Einflul3 einer KHV-Infektion und
den beteiligten Immunkomponenten auch in Abhéngigkeit vom bestehenden Alter der

Individuen auseinandersetzen.

Abschlussbemerkung

Zusammenfassend kann aus den in der vorliegenden Arbeit besprochenen
Untersuchungen geschluf3folgert werden, dass unter KHV-Infektion kein wesentlicher
EinfluR auf die Expression der antimikrobiellen Peptide Beta-Defensin-2 und -3 sowie
Lysozym, wohl aber eine Modulation der transmembrandren Proteine Claudin-1
und Claudin-2 erkennbar war. Zudem waren pathologische Veranderungen des
Epithelgewebes in allen untersuchten Altersgruppen zu erkennen, die sich in zum
Teil massiven Beschadigungen und Zellverlusten im Epithelverband sowie in
deutlicher Proliferation der bindegewebigen Anteile ausdriickten. Aus diesen
Erkenntnissen kann auf eine damit vermutlich einhergehende Beeintrachtigung der
Infektionsbarriere der intestinalen Mukosa geschlossen werden. Zusammen mit dem
bei Fischen erst mit betrachtlicher Verzégerung antwortenden spezifischen
Abwehrsystem besteht unter diesen Umstanden die Mdglichkeit der Uberwindung
der aus Komponenten der unspezifischen Immunabwehr und Zell-Zell-Verbindungen
des Epithelverbandes bestehenden Barrierefunktion als vorderste Frontlinie zur
Erregerabwehr und  infolgedessen eines  verstarkten  Auftretens  von
Sekundarinfektionen. Die in der vorliegenden Arbeit gewonnen Erkenntnisse
unterstreichen somit die bereits von Studien an Saugetieren bekannte Bedeutung der
hier untersuchten antimikrobiellen Peptide und Transmembranproteine auch fir das

Immunsystem der Fische.
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