Tierarztliche Hochschule Hannover
Institut fur Pathologie

Untersuchungen zur Expression von
Strukturproteinen
des Virus der Bornaschen Krankheit
an intrazerebral infizierten Lewis-Ratten

Inaugural-Dissertation

Nicole Werner-KeiSs

Hannover 2006









Bibliografische Informationen der Deutschen Bibliothek

Die Deutsche Bibliothek verzeichnet diese Publikation in der Deutschen Nationalbibliografie;
Detalillierte bibliografische Daten sind im Internet Uber http://dnb.ddb.de abrufbar.

1. Auflage 2006

© 2006 by Verlag: Deutsche Veterindrmedizinische Gesellschaft Service GmbH, Gieen
Printed in Germany

ISBN 3-939902-12-8

Verlag: DVG Service GmbH
Frankfurter StraBe 89
35392 GieBlen
0641/24466
info@dvg.net
www.dvg.net



Tierarztliche Hochschule Hannover
Institut fur Pathologie

Untersuchungen zur Expression von Strukturproteinen
des Virus der Bornaschen Krankheit

an intrazerebral infizierten Lewis-Ratten

INAUGURAL-DISSERTATION
Zur Erlangung des Grades einer Doktorin der Veterinarmedizin
- Doctor medicinae veterinariae -
(Dr. med. vet.)

Vorgelegt von
NICOLE WERNER-KEISS

(Witzenhausen)

Hannover 2006



Wissenschaftliche Betreuung: Prof. Dr. W. Baumgértner, Ph.D.

1. Gutachter: Prof. Dr. W. Baumgartner, Ph.D.

2. Gutachter: Prof. Dr. V. Moennig

Tag der mandlichen Prifung: 16. 11. 2006



Meinen Eltern und Raitis






INHALTSVERZEICHNIS I

INHALTSVERZEICHNIS

1. EINLEITUNG ...t 1
2. LITERATURUBERSICHT ..o, 4
2.1 BORNASCHE KRANKHEIT UND INFEKTION MIT DEM BDV ................... 4
211 Vorkommen und geographische Ausbreitung ..., 4
21.2 KIINTK et e e e e e e e e e e e e e e e e e e nr e eaaeeeas 6
2.1.3 Pathologisch-anatomische und histopathologische Veranderungen............ 9
21.4 PathOgENESE. ....coiiiiie e 11
2.1.4.1  ViruSauShIreItUNG ...ccceii ittt e e 11
2.1.4.2 ImMMUNPAtNOGENESE ... 13
2.2 DAS VIRUS DER BORNASCHEN KRANKHEIT ....cooviiiiiiiiieeeeee s 17
2.2.1 ViruscharakieriSIErUNG .......ooooiiiiiiiieee e 17
2.2.2 Infektionszyklus des BDV ... 18
2.2.2.1  Adsorption und Penetration ... 18
2.2.2.2 Transkription und RepliKation ... 19
2.2.2.3 Reifung und FreiSetzung...... ..o 22
2.3 BDV-SPEZIFISCHE PROTEINE ... 24
2.3.1 BDV-Glykoprotein (BDV-GP) ......cccoiiiiiiiiiieeee e 24
2.3.2 BDV-Matrixprotein (BDV-M)......ccoooiiiieeeeeeeee e 26
2.3.3 BDV-PolymerasekomPpPIeX ........couui i 27
2.4 SUBTILISIN-AHNLICHE PRO-PROTEIN-KONVERTASEN........c.ccu....... 29
2.4.1 Struktur und AKEVIEIUNG .o 30
242 Vorkommen und FUNKHON..........euuiiiiiiiiiiiiieiiiiieiieeeee e eeeeeeeeeeeeeeeneeeees 32
3. MATERIAL UND METHODEN.......ccoiiiiiiiiieeicieee e 38
3.1 VERSUCHSTIERE .....ooiiiieeeeeeee e 38
3.2 VIRUSPRAPARATION ...ttt es et e e esaene e 38
3.3 VERSUCHSDURCHFUHRUNG .......cooiiviieeeeeeeeee e 38
3.3.1 Infektion der VErsuChSHEre ..o 38
3.3.2 KONIIOIEN. ... 39
3.3.3 Klinik, Probenentnahme und Versuchsablauf ..., 39

3.4

PRAPARATION DER ORGANE .......cocooveeiecececececececeeeeeee e, 40



Il INHALTSVERZEICHNIS
3.5 UNTERSUCHTE GEHIRNREGIONEN..........ccociiieeeee e 41
3.6 HISTOPATHOLOGISCHE PRAPARATION .......coovviviieeeeeeeeee e 42
3.7 AUSWERTUNG ...t e e e e e e e nneneees 42
3.8 IMMUNHISTOLOGIE ...t e e e 44
3.8.1 ABC-METNOME .....eeeieiiiiiiiii e nnnesnnnnnnnnnnnes 44
3.8.2 Seren UNd ANti-SEreN ... 44
3.8.3 Durchfiihrung der ABC-Methode mit monoklonalen Antikérpern............... 46
3.8.4 Durchfihrung der ABC-Methode mit polyklonalen Antikérpern.................. 48
3.8.5 TYraminVerstArKUNG .....eeeeiei oot 48
3.8.6 DoppPelMarki@rUNG . ... 49
3.8.7 Immunhistologische Kontrollen ... 50
3.8.8 Auswertung der Immunhistologie. ........ccooiiiiiiiiiii e 50
3.9 IN SITU-HYBRIDISIERUNG ... 52
3.9.1 SoNdenherstellunNg........oooe oo 52
3.9.1.1 PCR zur Amplifizierung spezifischer DNA-Fragmente............cccccovveeeenn.n. 53
3.9.1.2 Herstellung von Luria-Bertani (LB) -Medium und —Platten sowie
Vorbereitung flr die chemische Transformation ..............ccceeveeeieiiiiiennennn. 56
3.9.1.3 Ligation des PCR-Produkts mit dem pCR®4-TOPO® Vektor ..........cccvvuv.n. 57
3.9.1.4 Chemische Transformation.........ccccoooeiiiiiiiiiiie e 57
3.9.1.5  Plasmid-ElUIEIUNG......coooi s 58
3.9.1.6 Restriktionsverdau und Prifung der Insert-LANGe ........covveeiiiiiiiiiiiiecnnnnn. 60
3.9.1.7 Transformation und SEqQUENZIEIUNG.........eeeiiiiiiiiiiiiiiieeee e 61
3.9.1.8 PCR zur Amplifizierung sequenzierter Inserts .........ccccceveeeeeieeicciiiieeeeeenn. 62
3.9.1.9 in vitro-Transkription und Digoxigenin-Markierung.........cc.cccccooiiiiiveeennnenn. 63
3.9.2 Durchfihrung der RNA-in situ-HybridiSierung........coooeeeeeeiiiieeeeeeeeeeeeeeeen 65
3.9.3 in situ-Hybridisierung/Immunhistologie Doppelmarkierung ...........ccoeeeene. 67
3.94 Kontrollen der in situ-HybridiSIerung ... 68
3.9.5 Auswertung der in Situ-HybridiSIEruUNG ......oooveiiiiiiiiiiiee e 68
3.10 STATISTISCHE ANALYSE DER SEMIQUANTITATIVEN UND
QUANTITATIVEN AUSWERTUNG ......coooiiieeeeeee e 69
3.11 NACHWEIS VON INFEKTIOSEM BDV .......cooveeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeseneenns 70



INHALTSVERZEICHNIS M

4.1
4.2
4.3

4.3.1

4.3.1.1
43.1.2
4.3.2

4.3.2.1
4322
43.2.3

4.3.3
4.3.3.1
4.3.3.2
4.4

4.4.1
4411
44.1.2
4.4.2
4421
4422
4.5

4.6
4.6.1
4.6.1.1
46.1.2

ERGEBNISSE ... 72
KLINTK et e e et e e e e e e e e st e e e e e e e e e e e nnnnnneeeeaaeeeas 72
HISTOPATHOLOGISCHE BEFUNDE ..........ccooiiiieeee e 72
IMMUNHISTOLOGISCHER NACHWEIS VON BDV-SPEZIFISCHEN

ANTIGENEN. ... e e e e e 77
Immunhistologischer Nachweis des BDV-N-spezifischen Antigens........... 77
Allgemeines ReaktionSMUSEEr ...........eeiiiiiiiiiiie e 77
Zeitliche und regionale Ausbreitung.........coceeiiiii 78
Immunhistologischer Nachweis des BDV-M spezifischen Antigens........... 79
Allgemeines ReaKtioNSMUSTEN ...........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeieeeeeeeeeaeeeeeeeeees 79
Zeitliche und regionale Ausbreitung.........coocueieiiii 80

Doppelmarkierung von BDV-M spezifischem Antigen und Saurem Gliafaser-

Protein (GFAP) .o e 81
Immunhistologischer Nachweis des BDV-GP spezifischen Antigens ........ 81
Allgemeines ReaktionSmMUSEr ...........eeiiiiiiiiiiiie e 81
Zeitliche und regionale Ausbreitung.........oooceeieii 82
IMMUNHISTOLOGISCHER NACHWEIS VON SPC-SPEZIFISCHEN

ANTIGENEN. ... 83
Immunhistologischer Nachweis des SPC4-spezifischen Antigens............. 84
Allgemeines ReaktionSmMUSEr ...........eeiiiiiiiiiie e 84
Zeitliche und regionale AUSDIeitUNG........uueeeeeeiiiiiiiiiiiiieiiieeieeeeeieeeeeeeeeeeeaeees 84
Immunhistologischer Nachweis des SPC6A-spezifischen Antigens .......... 85
Allgemeines ReaktionSMUSEEr ...........eeiiiiiiiiiie e 85
Zeitliche und regionale Ausbreitung.........coocueiiii 86

ZUSAMMENFASSUNG DER ERGEBNISSE DER
IMMUNHISTOLOGISCHEN NACHWEISE VON BDV-N, BDV-M, BDV-GP,

SPC4 UND SPCBA ...ttt ettt e e eneeeennneeeens 86
IN SITU-HYBRIDISIERUNG .......ooiiiiiiiiiie e 91
in situ-Hybridisierung zum Nachweis von BDV-N mRNA............cccocceeee. 91
Generelles ReaklionsSSChema ... 91

Ausbreitung und Lokalisation..............ceeiiiiiiiiiiiee e 92



v INHALTSVERZEICHNIS
4.6.2 in situ-Hybridisierung zum Nachweis von genomischer BDV-N RNA ........ 93
4.6.2.1 Generelles ReaktionNSMUSEr........cooiiiiiiiiiiiiiiee e 93
4.6.2.2 Ausbreitung und LoKalisation.........coooooiioiiiiiieie e 94
4.6.3 in situ-Hybridisierung zum Nachweis von BDV-GP mRNA bp358-673 (N-
terminal) und BDV-GP mRNA bp821-1303 (C-terminal)..........ccccceeeerennnnes 95
4.6.3.1 Generelles ReaktionSmMUSTEr........cooiiiiiiiiiiiiiiee e 96
4.6.3.2 Ausbreitung und LoKalisation.........ccooeoiioiiiiieie e 97
4.6.4 in situ-Hybridisierung zum Nachweis von genomischer RNA bp358-673 (N-
terminal) und genomischer RNA bp821-1303 (C-terminal) des BDV-GP .. 98
4.6.4.1 Generelles ReaktionSMUSEr........cooiiiiiiiiiiiiiee e 98
4.6.4.2 Ausbreitung und LoKalisation.........ccoooooiooiiiiiii e 99
4.6.5 Doppelmarkierung von BDV-GP spezifischem Antigen und BDV-GP
spezifischer MRBNA ... e 100
4.6.6 Zusammenfassung der Ergebnisse der in situ-Hybridisierung................. 100
4.7 KORRELATION ZWISCHEN DEN KLINISCHEN,
HISTOPATHOLOGISCHEN UND IMMUNHISTOLOGISCHEN BEFUNDEN
UND DEN ERGEBNISSEN DER IN SITU-HYBRIDISIERUNG ............... 103
4.71 Entziindung und klinische SymptomatiK ...........ccccooiiiiiiiiiiiiiiieeee, 103
4.7.2 Expression von BDV-spezifischen Proteinen, BDV RNAs und
EntzONduNgSreaktion ..... ..o 103
4.7.3 Expression BDV-spezifischer Proteine und Nachweis von BDV RNAs ... 103
4.7 STATISTISCHE ANALYSE DER QUANTITATIV BESTIMMTEN ZELLEN IM
AMMONSHORN ...t e e e e e e e e e e e e e e e e ennes 106
4.7 1 Quantitative Bestimmung von Zellen mit BDV-N-spezifischem Antigen und
korrespondierender RNA ... ... e 107
4.7.2 Quantitative Bestimmung von Zellen mit BDV-GP-spezifischem Antigen und
den korrespondierender RNA .........ooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeesanenene 108
4.7.3 Vergleich der quantitativ bestimmten Zellen mit BDV-N- und BDV-GP-
spezifischem Antigen und der korrespondierenden RNA ...............oo.... 109
4.8 NACHWEIS VON INFEKTIOSEM BDV ......coveieeeeeieeeeeeeeeeeeeee e 121

DISKUSSION ... 122



INHALTSVERZEICHNIS Vv
5.1 KLINIK UND HISTOPATHOLOGISCHE VERANDERUNGEN. ................ 122
5.2 NACHWEIS VON INFEKTIOSEM BDV .......covovieeeeeeeeeeeeeeeeeeseee e 123
5.3 UNTERSUCHUNGEN ZUM NACHWEIS DES VIRALEN
NUKLEOPROTEINS UND DER ENTSPRECHENDEN MRNA UND
GENOMISCHEN RNA ...t 124
54 UNTERSUCHUNGEN ZUM NACHWEIS DES VIRALEN
MATRIXPROTEINS ... 127
5.5 UNTERSUCHUNGEN ZUM NACHWEIS DES VIRALEN
GLYKOPROTEINS UND DER ENTSPRECHENDEN MRNA UND
GENOMISCHEN RNA ...t 129
5.6 IMMUNHISTOLOGISCHER NACHWEIS DER PROPROTEIN-
KONVERTASEN SPC4 UND SPCB ......uvviiieeeeeeeecieeeeee e 134
5.7 KORRELATION DER VERSCHIEDENEN BEFUNDE...........cccccvvveeeenn... 136
5.8 PERSISTENZ DES BDV....oooiiiiieieeeeeeeee et 137
5.8.1 Regulierung der Replikation und Transkription .........ccoooeeeiiiiiiiiiiieieeeeen, 137
5.8.2 Regulierung der Expression viraler Proteine.........ccoooeeeeiiiieeiieeeiceeeeeeee, 138
6. ZUSAMMENFASSUNG. ... 141
7. SUMMARY . 145
8. ABBILDUNGEN........ciiiiee e 148
9. LITERATURVERZEICHNIS........cccoeee e, 168
10. ANHANG ... e 202
10.1 LOSUNGEN UND PUFFER ..ottt 202
10.1.1  IMMUNNISTOIOQIE ..o 202
10.1.2 Sondenherstellung und Polymerase-Kettenreaktion.........ccccccoeeeeennnneeen. 203
10.1.3  in SitU-HYDIAISIEIUNG .o 204
10.2 BEZUGSQUELLEN ...t 209
10.3 SEQUENZEN DER INSERTS DER ZUR SONDENHERSTELLUNG
VERWENDETEN PLASMIDE ...t 213
10.4 TABELLEN ...t e e e e e e e e e 214
10.5  ABKURZUNGEN .......ooviiitiieiiiecetetete et 232






EINLEITUNG 1

1. EINLEITUNG

Das Virus der Bornaschen Krankheit (Borna disease virus, BDV) ist ein behiilltes,
negativ-strangiges RNS-Virus der Familie Bornaviridae aus der Ordnung der
Mononegavirales (DE LA TORRE et al, 1990; VAN DE WOUDE et al, 1990;
BRIESE et al., 1992; PRINGLE., 1999). Es ist der Erreger der Bornaschen Krankheit,
einer Viruserkrankung des Zentralen Nervensystems (ZNS), die typischerweise
durch eine nichteitrige Polioenzephalomyelitis gekennzeichnet ist (Ubersichten bei
ZWICK, 1939; HEINIG, 1969; METZLER et al, 1976, 1979; DANNER, 1982;
GELLERT, 1995; ROTT und BECHT, 1995; RICHT und ROTT, 2001).

Die Bornasche Krankheit (Borna disease, BD) tritt vornehmlich in Zentraleuropa bei
Pferden und Schafen auf, doch auch andere Nutztiere, Haus- und Zootiere sind fir
BDV-Infektionen empféanglich. Die geographische Verbreitung des BDV ist ebenfalls
sehr viel gréBer ist als bisher angenommen (STITZ und ROTT, 1994; HERZOG et
al., 1994; RICHT et al., 1995; ROTT und BECHT, 1995, STAEHELI et al., 2000;
RICHT et al., 2006). Eine Beteiligung des BDV an bestimmten psychiatrischen
Erkrankungen des Menschen und seine mdgliche Rolle als Zoonose werden nach
wie vor kontrovers diskutiert (Ubersichten bei STAEHELI, 2000; LIEB und
STAEHELI, 2001; CARBONE, 2001; RICHT und ROTT, 2001; IKUTA et al., 2002;
BILLICH et al., 2002; BODE und LUDWIG, 2003).

Das BDV ist durch einen strengen Neurotropismus gekennzeichnet, es zeigt ein nicht
zytolytisches Wachstumsverhalten in der Zellkultur und induziert sowohl in vivo als
auch in vitro in allen bislang untersuchten Wirtssystemen eine persistierende
Infektion (Ubersichten bei RICHT und ROTT, 2001; DE LA TORRE, 2002 a, b).

Die experimentelle Infektion von adulten Lewis-Ratten mit dem BDV flUhrt ebenfalls
zu einer nichteitrigen Meningoenzephalitis mit Viruspersistenz im ZNS. Die klinische
Erkrankung wird hierbei nicht durch die Virusreplikation selbst, sondern durch eine T-
Zell-vermittelte, immunpathologische Reaktion im Sinne einer
Hypersensibilitatsreaktion vom verzégerten Typ ausgeldst. Sowohl CD4" als auch
CD8" T-Zellen sind an der Entstehung der BD beteiligt (NARAYAN et al., 1983 a, b;
DESCHL et al.,, 1990; RICHT et al.,, 1989, 1990, 1994; STITZ et al., 1991 a, 1992;
PLANZ et al., 1993, STITZ et al.,, 2002). Aufgrund dieser Eigenschaften stellen

experimentelle BDV-Infektionen ein hervorragendes Modell zur Erforschung viral
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induzierter, immunvermittelter Erkrankungen des ZNS dar. Sie kdnnen sowohl fir
Untersuchungen der immunpathogenen Prozesse als auch zur Erforschung viraler
Replikations- und Persistenzmechanismen und Virus-Wirts-Beziehungen auf
zellularer Ebene genutzt werden (STITZ et al., 2002, DE LA TORRE, 2002 b).

Bisher ist Uber die Ausbreitungsmechanismen des BDV im ZNS nur wenig bekannt;
wesentliche Erkenntnisse zum Verstandnis der Regulation der Virusreplikation und -
persistenz des BDV in vivo liegen derzeit nur unzureichend vor. Zunachst flhrten
verschiedene Beobachtungen zu der Hypothese, dass das BDV sich im ZNS in Form
von nicht behillten Ribonukleoproteinen (RNP) ausbreitet (GOSZTONYI et al.,
1993). Neuere Studien an BDV-infizierten Zellkulturen hippocampaler Neuronen der
Ratte zeigen jedoch, dass zumindest in Neuronen virale Strukturproteine wie das
BDV-Glykoprotein (BDV-GP) flr die Virusausbreitung notwendig sind (BAJRAMOVIC
et al., 2003). Weiterhin spielt das Glykoprotein des BDV eine entscheidende Rolle fir
das Eindringen des Virus in die Wirtszelle (GONZALEZ-DUNIA et al., 1997; RICHT et
al., 1998; PEREZ et al., 2001). Einerseits scheint das BDV-GP also fir den
Zelltropismus und die Virusausbreitung im ZNS ausschlaggebend zu sein,
andererseits ist zu vermuten, dass es das Ziel der antiviralen Abwehr des Wirtes
darstellt. Die in vivo Untersuchung der Regulation der Expression viraler
Strukturproteine wie BDV-GP und BDV-Matrixprotein (BDV-M) kann somit zu einem
besseren Verstéandnis der Ausbreitung, Replikation und Persistenz des BDV im ZNS
beitragen.

Far die biologische Aktivitdt des BDV-GP ist seine proteolytische Spaltung durch
Subtilisin-adhnliche Pro-Protein-Konvertasen (SPCs) wie z.B. Furin essentiell (RICHT
et al., 1998). Derartige Endoproteasen werden unter anderem in Zellen des ZNS
exprimiert, Untersuchungen zur mdglichen Kolokalisation dieser SPCs mit der
Expression des BDV-GP in vivo liegen derzeit nicht vor.

Ziel dieser Arbeit war es, die Ausbreitung und Lokalisation des BDV-GP auf Protein-
und RNA-Ebene im Gehirn adulter, BDV-infizierter Lewis-Ratten systematisch Uber
einen bestimmten Infektionszeitraum hin zu untersuchen. Die Studien wurden mit
Hilfe der Immunhistologie und der in situ-Hybridisierung durchgefiihrt. Vergleichend
wurden die Ausbreitung und Lokalisation des BDV-Matrixproteins auf Protein-Ebene
sowie des BDV-Nukleoproteins auf Protein- und RNA-Ebene untersucht.
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Die Expression und zellulare Lokalisation einiger SPCs im Gehirn adulter Lewis-
Ratten sollte ebenfalls immunhistologisch dargestellt werden, um mdgliche
Kolokalisationen mit dem Expressionsmuster des BDV-GP zu dokumentieren.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studien kénnen somit zu einem besseren
Verstédndnis der Virus-Wirts-Beziehung beitragen und Aufschluss Gber mégliche
Regulationsmechanismen von Virusausbreitung, -replikation und —persistenz des
BDV geben.
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2. LITERATURUBERSICHT

2.1 BORNASCHE KRANKHEIT UND INFEKTION MIT DEM BDV

Die Bornasche Krankheit ist seit ca. 200 Jahren bekannt und wurde zunachst
unterschiedlich benannt, zum Beispiel ,Hitzige Kopfkrankheit der Pferde®
(AUTENRIETH, 1813, zitiert nach ZWICK, 1939), ,Halbakute Gehirnentziindung”
(WORZ, 1858, zitiert nach HEINIG, 1969) oder , Schlafsucht der Pferde* (WINKLER,
1883). Sie erhielt ihren heutigen Namen nach einer Epidemie unter Pferden eines
Kavallerieregimentes im Kreis Borna in Sachsen zwischen 1894 und 1896 (HEINIG,
1969). JOEST und DEGEN erhielten durch den histopathologischen Nachweis
intranuklearer EinschluBkérperchen erste Hinweise auf eine Virusatiologie (JOEST
und DEGEN, 1909, 1911).

2.1.1 Vorkommen und geographische Ausbreitung

Die BD gilt nur flr einige begrenzte Gebiete in Deutschland und der Schweiz als
endemisch (ZWICK, 1939; HEINIG, 1969; METZLER et al., 1976, 1979, DANNER,
1982). Ein sporadisches Auftreten von klinischer BD bei Pferden wurde bisher far
Deutschland (HERZOG et al., 1994), die Schweiz (METZLER et al., 1979),
Liechtenstein und Osterreich (SUCHY et al., 1997; WEISSENBOCK et al., 1998)
beschrieben. Inzwischen weisen die Ergebnisse verschiedener Studien darauf hin,
dass eine Seropravalenz bei klinisch gesunden Pferden nahezu weltweit existiert,
zum Beispiel in ganz Deutschland, der Schweiz, Liechtenstein, der Turkei,
Frankreich, Osterreich, Polen, Finnland, Luxemburg, Israel, Japan, Russland, China
und den USA (LANGE et al, 1987; KAO et al, 1993; HERZOG et al, 1994;
NAKAMURA et al., 1995; ROTT und BECHT, 1995; HAGIWARA et al., 1997, 2001;
SUCHY et al., 1997; CAPLAZI et al., 1999; GALABRU et al., 2000; YILMAZ et al.,
2002).

Eine seroepidemiologische Studie an klinisch gesunden Schafen in der Schweiz
zeigte, dass auch beim Schaf sowohl in endemischen als auch in nicht-endemischen
Gebieten subklinische BDV-Infektionen vorkommen, die zur Produktion BDV-
spezifischer Antikérper fiihren (MULLER-DOBLIES et al., 2004).
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Die natlrliche BDV-Infektion tritt aber nicht nur bei Pferden und Schafen auf, sondern
konnte auch bei einem Hund (WEISSENBOCK et al., 1998), bei Kaninchen (OTTA
und JENTZSCH, 1960; METZLER et al., 1978), Rindern (ERNST und HAHN, 1927;
BODE et al., 1994; CAPLAZI et al., 1994), anderen Equiden (ALTMANN et al., 1976;
DURRWALD, 1993), Ziegen (IHLENBURG, 1962; DURRWALD, 1993), einem Luchs
(DEGIORGIS et al., 2000) und Zootieren wie Lamas, Alpakas, ZwergfluBpferden,
Faultieren und Varis (ALTMANN et al., 1976; SCHUPPEL et al., 1994, 1995)
nachgewiesen werden.

Bei Katzen mit dem klinischen Bild der ,staggering disease” sollen BDV-spezifische
Antikérper im Serum und virusspezifische Antigene im Gehirn detektierbar sein
(LUNDGREN et al., 1993, 1995 a; NOWOTNY und WEISSENBOCK, 1995; JAUNIN
et al., 1998). Aus den Gehirnen betroffener Katzen konnte zudem infektiéses Virus
isoliert werden (LUNDGREN et al., 1995 b). In anderen Untersuchungen konnte
jedoch weder Virusantigen noch virale RNA bei Katzen mit ,staggering disease”
nachgewiesen werden (NOWOTNY und WEISSENBOCK, 1995; HERZOG und
HERDEN, persoénliche Mitteilung).

Experimentell Iasst sich das BDV auf Ratten (NARAYAN et al.,, 1983 a, b), Mause
(KAO et al., 1984; SCHILKEN, 1990; RUBIN et al,, 1993; HALLENSLEBEN et al.,
1998), Hamster (ANZIL et al., 1973), Spitzhérnchen (SPRANKEL et al, 1978),
Gerbils (WATANABE et al., 2001, 2003), Kaninchen, Meerschweinchen (ZWICK und
SEIFRIED, 1925), Huhner (ZWICK et al, 1927; LUDWIG et al, 1973) und
Rhesusaffen (ZWICK et al., 1939; STITZ et al., 1980) Ubertragen.

Weiterhin konnte in Seren und Zerebrospinalfliissigkeit von Humanpatienten mit
bestimmten  psychiatrischen  Krankheitsbildern  virusspezifische  Antikdrper
nachgewiesen werden (AMSTERDAM et al, 1985; ROTT et al., 1985, 1991;
BECHTER et al., 1987; BODE et al., 1992, 1993; RICHT et al., 1993 a; WALTRIP et.
al., 1995; SAUDER et al., 1996; GONZALEZ-DUNIA et al., 1997; CHEN et al., 1999).
In einer multizentrischen Studie wurden von den am Ringversuch beteiligten
Forschungsgruppen unterschiedliche Ergebnisse fur die gleichen Proben erzielt, was
die Relevanz der serologischen Befunde bei Humanpatienten in Frage stellt
(NUBLING et al., 1999). Zudem weisen humane Antiseren eine unerwartet niedrige
Aviditat zu BDV-spezifischen Antigenen auf (ALLMANG et al,, 2000). In neueren

Studien konnte jedoch gezeigt werden, dass einige humane Antikérper spezifisch fur
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bestimmte BDV-Proteine sind und diese mit hoher Affinitat binden (BILLICH et al.,
2002; SCHWEMMLE und BILLICH, 2004). Die Mehrheit der humanen BDV-
spezifischen Antikérper weist jedoch auch hier eine niedrige Aviditat auf. Zum
Nachweis von viralem Antigen und virusspezifischer RNA in peripheren
Blutmonozyten und im Gehirn psychisch kranker Patienten liegen ebenfalls
kontroverse Daten vor. Wahrend dieser Nachweis in einigen Studien gelang (BODE,
1995; BODE et al., 1995; KISHI et al., 1995 a, b, 1996; DE LA TORRE et al., 1996;
NAKAYA et al, 1996, 1999; NOWOTNY und KOLODZIEJEK, 2000), wurde in
anderen Studien wiederum keine virale RNA oder virales Antigen in menschlichem
Blut nachgewiesen (ROTT et al., 1991; RICHT et al., 1993 ¢, 1997 a, b; LIEB et al.,
1997; KIM et al., 1999; BACHMANN et al., 1999). Berichte Uber die Isolierung von
infektidsem BDV aus dem Blut (BODE et al., 1996; PLANZ et al., 1999) bzw. dem
Gehirn (NAKAMURA et al., 2000) psychiatrischer Patienten wurden durch andere
Arbeitsgruppen widerlegt, die nachweisen konnten, dass es sich bei den Isolaten mit
hoher Wahrscheinlichkeit um Laborstamme des BDV handelt (SCHWEMMLE et al.,
1999; STAEHELI et al, 2000). Dies wurde inzwischen durch weitere
Untersuchungen bestatigt (PLANZ et al., 2003).

Aufgrund dieser Ergebnisse muss die Bedeutung potenzieller Humaninfektionen mit
dem BDV oder einem verwandten Agens durch weitere Untersuchungen geklart
werden. Die serologischen Daten weisen jedoch darauf hin, dass humane

Infektionen nicht véllig ausgeschlossen werden kénnen.

2.1.2 Klinik

Die klinischen Symptome der Bornaschen Krankheit unterscheiden sich je nach
Tierart. So verlauft die persistierende BDV-Infektion des ZNS bei einigen Spezies wie
Hamstern und bestimmten Ratten- und Mausstdmmen klinisch inapparent (ANZIL et
al., 1973; HERZOG et al., 1991; HALLENSLEBEN et al., 1998).

Bei Ratten variiert das klinische Bild auBerdem je nach verwendeter Viruspraparation
und Rattenstamm und dem Alter der Tiere zum Zeitpunkt der Infektion. Bei der
Infektion adulter, immunkompetenter Lewis-Ratten entsteht ein charakteristischer
biphasischer Verlauf der BD mit einer akuten und einer chronischen Phase
(NITZSCHKE, 1963; NARAYAN et al., 1983 a, b). Nach intrazerebraler Inokulation

von BDV zeigen die Tiere etwa 20 Tage post infectionem (p.i.) erste klinische
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Symptome (NARAYAN et al., 1983 b). In dieser ersten, akuten Phase sind bei den
Ratten Aggressivitat, Hyperaktivitat, Desorientierung, Ataxie und bei einigen Tieren
auch Paralysen zu beobachten. AuBerdem kdénnen Uberreaktionen auf minimale
auBere Reize, Priapismus und zum Teil auch GbermaBiger Appetit auftreten. Dieses
Verhalten ist bei einigen Tieren bis zum Tag 40 p.i. zu beobachten, danach nimmt
die Symptomatik der ersten Phase deutlich ab. Ab Tag 60 p.i. beginnt die zweite,
chronische Phase der Erkrankung mit Symptomen wie Apathie und Somnolenz. Bis
zum Tag 100 p.i. kann eine Erblindung bei einer steigenden Zahl von infizierten
Ratten festgestellt werden (NARAYAN et al.,, 1983 a). Im Anschluss an die akute
Phase der Erkrankung koénnen aber auch Paresen und Paralysen der
HintergliedmaBen (BIESENBACH et al, 1990; BIESENBACH, 1994) oder eine
Obesitas (NARAYAN et al., 1983b; KAO, 1985; KOMPTER, 1987; BREDTHAUER et
al., 1990; GOSZTONY! und LUDWIG, 1995; ROTT und BECHT, 1995; HERDEN et
al.,, 2000) auftreten. Eine Obesitas kann auch ohne die vorherige neurologische
Symptomatik einer akuten Phase vorkommen (HERDEN et al., 2000).

Bei neonatal infizierten Lewisratten kommt es nach experimenteller BDV-Infektion
sowohl in neuronalen als auch in anderen Zellen zu einer Viruspersistenz ohne
auffallige klinische Symptome (HIRANO et al., 1983; NARAYAN et al., 1983 a), es
lassen sich aber Stérungen in emotionalen und kognitiven Funktionen sowie in der
physiologischen und neurologischen Entwicklung feststellen (RUBIN et al., 1999 a, b;
PLETNIKOV et al., 1999 a, b, 2001, 2002).

Nach experimenteller Infektion von Hamstern und adulten Mausen konnten zunachst
trotz BDV-Persistenz keine klinischen Symptome beobachtet werden (ANZIL et al.,
1973; KAO et al., 1984). Die Verwendung einer mauseadaptierten BDV-Préaparation
zur Infektion adulter Mause flihrte jedoch bei einigen Mausstammen zu Enzephalitis
mit geringgradiger klinischer Symptomatik (RUBIN et al., 1993). Nach Inokulation von
BDV bei neonatalen Mausen treten bei entsprechender Empfindlichkeit des
verwendeten Mausstammes typische zentralnervose Symptome auf, die Tiere zeigen
gestraubtes Fell, Gewichtsverlust sowie eine abnormale Ko&rperhaltung
(HALLENSLEBEN et al., 1998).

Spitzhérnchen  entwickeln nach  experimenteller Infektion  Stérungen im
Sozialverhalten, wobei eine Viruspersistenz sowie dezente histopathologische
Veranderungen im Gehirn vorhanden sind (SPRANKEL et al., 1978). Bei Kaninchen
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lassen sich im Anschluss an die intrazerebrale Inokulation von BDV Somnolenz,
Paralysen sowie eine Enzephalitis beobachten (ZWICK und SEIFRIED, 1925;
Ubersichten bei HEINIG, 1969; DANNER, 1982; ROTT und BECHT, 1995).

Die Inkubationszeit nach nattrlicher Infektion mit dem BDV liegt vermutlich zwischen
zwei Wochen bis zu einigen Monaten (SCHMIDT, 1912, 1952). Bei Pferden kann es
zu einer perakuten, akuten oder subakuten BD mit Meningoenzephalomyelitis
kommen. Typische Symptome sind Stérungen des Verhaltens, der Sensibilitat und
der Mobilitat (SCHMIDT, 1912, 1952; ZWICK et al., 1927; ZWICK, 1939; HEINIG,
1969; LUDWIG et al., 1985; DURRWALD und LUDWIG, 1997; UHLIG und KINNE,
1998). Im Endstadium kommt es zu neurogenem Torticollis sowie zu Konvulsionen
mit charakteristischem Pressen des Kopfes gegen die Wand und Koma (HIEPE,
1960; GRABNER und FISCHER, 1991; BILZER et al., 1996; RICHT et al., 2000,
2006). Uber 80% der erkrankten Tiere sterben innerhalb von ein bis vier Wochen
nach dem Auftreten der ersten Symptome (SCHMIDT, 1912, 1952; IHLENBURG,
1962; DANNER, 1982; GRABNER und FISCHER, 1991; DURRWALD und LUDWIG,
1997). Bis zu 10% der an BD erkrankten Tiere entwickeln einen chronischen,
manchmal rekurrierenden Krankheitsverlauf (UHLIG und KINNE, 1998; GRABNER et
al., 2002). Haufiger treten beim Pferd aber klinisch inapparente Infektionen auf
(HERZOG et al., 1994; ROTT und BECHT, 1995; GRABNER et al., 2002; RICHT et
al., 2006).

An BD erkrankte Schafe sondern sich von der Herde ab, zeigen Apathie, Inappetenz,
und Stérungen der Trankeaufnahme. Kopfschiefhaltung und starrer Blick kénnen
ebenfalls auftreten, die neurologischen Ausfallserscheinungen sind weniger
ausgepragt als beim Pferd. Im Endstadium kommt es zu Abmagerung und
Exsikkose, und schlieBlich auch zum Festliegen (HIEPE, 1958; LUDWIG et al., 1988;
BODE et al, 1994; ROTT und BECHT, 1995). Infolge einer natirlichen Infektion
kann es bei Schafen aber auch zur Persistenz des BDV kommen (VAHLENKAMP et
al., 2002).
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213 Pathologisch-anatomische und histopathologische
Veranderungen

Als einziger pathologisch-anatomischer Befund ist bei BDV-infizierten Ratten zu
spaten Zeitpunkten p.i. regelmaBig ein Hydrocephalus internus zu beobachten
(NARAYAN et al., 1983 a, b; KAO, 1985; KOMPTER, 1987; IRIGOIN et al., 1990;
HERZOG et al., 1991). Bei experimentell und natdrlich infizierten Pferden kann bei
chronischem Verlauf der BD ebenfalls ein Hydrocephalus internus auftreten. AuBer
einem geringgradigen Odem und Hyperamie der Leptomeninx sind beim Pferd keine
weiteren pathologisch-anatomischen Befunde vorhanden (DEXLER, 1900; ZWICK,
1939; HEINIG, 1969; KATZ et al., 1998).

Histopathologische Veranderungen sind bei natlrlich oder experimentell infizierten,
an BD erkrankten Tieren gleichermaBen vorhanden und vor allem im ZNS und der
Retina zu beobachten (Ubersichten bei BIESENBACH, 1994; GOSZTONY! und
LUDWIG, 1995; ROTT und BECHT, 1995, RICHT et al., 2000, 2006). Man findet
eine nichteitrige Poliomeningoenzephalitis und Myelitis mit perivaskuldren und
parenchymalen mononuklearen Infiltraten (JOEST und DEGEN, 1911; GOSZTONY!I
und LUDWIG, 1984; DESCHL et al, 1990; BILZER, 1995). Die intranukledren
azidophilen Joest-Degenschen EinschluBkdrperchen sind pathognomonisch fir eine
BDV-Infektion und kommen in Ganglienzellen und Astrozyten vor (JOEST und
DEGEN, 1909). Ihr Auftreten ist jedoch sowohl bei experimentell als auch bei
spontan infizierten Tieren nur noch inkonstant zu beobachten (HERDEN et al., 1999;
RICHT et al., 2000). In den EinschluBkérperchen sind virusspezifisches Antigen und
virale RNA nachweisbar (GOSZTONYI et al., 1991, 1993; GOSZTONYI und
LUDWIG, 1995).

Bei experimentell infizierten Ratten ist die Lokalisation entziindlicher Veranderungen
von der verwendeten Viruspraparation und dem Ort der Inokulation abhangig. Der
Beginn klinischer Symptomatik korreliert mit dem Auftreten entzindlicher L&sionen
im Gehirn. Die Gehirnregionen, in denen bei adulten, intrazerebral BDV-infizierten
Lewis-Ratten vorwiegend entziindliche Veranderungen auftreten, sind der

Hippocampus, der Thalamus, der Bulbus olfactorius, der Cortex cerebri, Nucleus
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caudatus, sowie periventrikulare Gebiete besonders in der Medulla oblongata. Das
Cerebellum und das Spinalmark sind weniger oft betroffen (NARAYAN et al., 1983 a,
b; DESCHL, 1988). Demyelinisierungen werden nicht beobachtet (KOMPTER, 1987;
DESCHL et al, 1990). In Abhéangigkeit von der verwendeten Viruspraparation
kénnen aber Ganglienzellnekrosen oder ein Verlust von Neuronen der Faszia
dentata oder der CA3-Region auftreten. Nach der intrazerebralen Infektion
neonataler Lewis-Ratten ist histopathologisch eine Ausdiinnung des Gyrus dentatus
mit Verlust von Ganglienzellen zu beobachten. Auch im Cerebellum kdénnen
degenerative Veranderungen wie Verlust von Purkinje-Zellen, Hypoplasie und eine
Ausdinnung der Molekularschicht sowie der inneren Granularzellschicht auftreten.
Zusatzlich tritt eine reaktive Astrogliose auf. Entziindliche Infiltrate sind im Gehirn nur
sehr vereinzelt vorhanden. Im Rickenmark, der Retina, dem peripheren und
autonomen Nervensystem sowie in den Organen sind keine entziindlichen oder
degenerativen Veranderungen festzustellen (NARAYAN et al., 1983 b; MORALES,
1988; PLETNIKQV et al., 2002).

Méause entwickeln nur dann eine nichteitrige Meningoenzephalitis, wenn sie als
Neonaten infiziet werden. Adult BDV-infiziete Mause zeigen keine
histopathologischen  Veranderungen im Gehirn  (RUBIN et al, 1993;
HALLENSLEBEN et al., 1998).

Nach experimenteller BDV-Infektion kommt es auch zu histopathologischen
Veranderungen der Retina. Bei adulten Lewis-Ratten kann eine nichteitrige Retinitis
mit progressiver Zerstdérung der Photorezeptoren und der Kérnerschicht beobachtet
werden, was zu einer Erblindung der Tiere fuhrt (NARAYAN et al., 1983 a, b; GEISS
et al, 1990; KACZA et al., 2000). Kaninchen und Rhesusaffen entwickeln eine
nichteitrige Chorioretinitis (KREY et al., 1979 a, b, 1982; STITZ et al., 1980).

Bei an BD erkrankten Pferden kdnnen neben der nichteitrigen
Poliomeningoenzephalomyelitis ~ Ganglienzellnekrosen, Neuronophagie  und
Satellitose auftreten, sind aber nicht prominent. Bei einigen natlrlich infizierten
Pferden wird ein massiver Verlust der Pyramidenzellschichten im Hippocampus mit
begleitender reaktiver Astrogliose beobachtet (HERDEN, persdnliche Miteilung). Eine
ausgepragte reaktive Astrogliose tritt beim Pferd regelmaBig in allen Arealen mit
entzindlichen Veranderungen auf. Interessanterweise kommt es auch beim Pferd
nicht zu Demyelinisierungen (GOSZTONYI| und LUDWIG, 1984). Obwohl auch bei
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Pferden mit BD haufig eine Erblindung eintritt, sind in der Retina keine
histopathologischen Veranderungen zu beobachten (HERDEN et al., 1999).

214 Pathogenese

2.1.4A1 Virusausbreitung

Die natirliche Ubertragung des BDV erfolgt vermutlich durch direkten Kontakt auf
rhinogenem Wege, wie Untersuchungen an Ratten und Kaninchen zeigen (ZWICK
und SEIFRIED, 1927; MORALES et al., 1988; GOSZTONYI und LUDWIG, 1995;
SAUDER et al., 2003). Eine andere mdgliche Eintrittspforte flir das BDV stellt der
Nervus trigeminus dar (BILZER et al., 1995). Es wurde nachgewiesen, dass neonatal
infizierte Ratten, welche BDV Uber Tranenflissigkeit, Speichel und Urin ausscheiden,
andere Ratten durch Kontakt infizieren kénnen (NITZSCHKE, 1963; MORALES et
al., 1988; RICHT et al., 1993 b; STITZ et al., 1998; SAUDER et al., 2003). Die
Virusausscheidung insbesondere Uber den Urin sowie bestimmte epidemiologische
Parameter fuhren zu der Annahme, dass Nager mdglicherweise ein natlrliches
Reservoir des BDV darstellen. So kénnen auch neonatal infizierte, immuntolerante
Ratten, die nicht klinisch erkrankt sind, BDV C(ber den Urin auf Kafiggenossen
(ibertragen (Ubersicht bei STAEHELI et al., 2000; SAUDER und STAEHELI, 2003).
Kidrzlich konnte erstmals BDV bei wildlebenden Spitzmausen in endemischen

Gebieten in der Schweiz nachgewiesen werden (HILBE et al., 2006).

Im Anschluss an eine erste Virusvermehrung in olfaktorischen Neuronen verbreitet
sich das BDV im ZNS intraaxonal und transsynaptisch (GOSZTONYI| und LUDWIG,
1984, 1993; LUDWIG et al., 1985, 1988; CARBONE et al., 1987; MORALES et al.,
1988). Das Virus ist zunachst vorwiegend im limbischen System nachweisbar und
zeigt im Verlauf der Infektion zunehmend ein disseminiertes Vorkommen im
gesamten ZNS. Von dort gelangt es in das periphere Nervensystem und in neuronale
Zellen der Retina (KREY et al, 1979 a, b; NARAYAN et al, 1983 b). Nach
experimenteller Infektion adulter Ratten kann virusspezifisches Antigen und
infektidses Virus in hohen Konzentrationen in der Zerebrospinalfliissigkeit, im Gehirn
und der Retina detektiert werden (NARAYAN et al., 1983 a, b; CARBONE et al,,
1987, 1989; MORALES et al., 1988; DESCHL et al., 1990; HERDEN et al., 2000).
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Auch in Gewebehomogenaten der peripheren Nerven und der Nebenniere infizierter
Ratten wurde Infektiositat nachgewiesen (NARAYAN et al., 1983 b).

Der Nachweis von BDV-spezifischem Antigen sowie viraler RNA im ZNS belegt den
ausgepragten Neurotropismus des BDV. In zahlreichen Studien an experimentell und
spontan infizierten immunkompetenten Tieren wurden Virusantigene und BDV-RNA
ausschlieBlich in Ganglienzellen, Astrozyten, Oligodendrozyten, Ependymzellen und
Schwannschen Zellen nachgewiesen. Ein direkter zytopathogener Effekt ist nicht zu
beobachten (DESCHL, 1988; MORALES et al., 1988; CARBONE et al, 1991 a;
RICHT et al., 1991 a, b; GOSZTONY! und LUDWIG, 1995; ROTT und BECHT, 1995;
BILZER et al., 1996). Dabei lieB sich genomische RNA des BDV im Zellkern und die
entsprechende mRNA im Zellkern und Zytoplasma finden (VAN DE WOUDE et al.,
1990; CARBONE et al., 1991 a; RICHT et al., 1991 b; CUBITT und DE LA TORRE,
1994).

Werden nicht immunkompetente Lewisratten mit dem BDV infiziert, lasst sich eine
Virusausbreitung in alle Organe auBer in periphere Blutzellen, hdmatopoetische
Knochenmarkszellen, lymphatische Organe, Endothelzellen, Keim- und
Knorpelzellen beobachten (HERZOG et al., 1984; MORALES et al., 1988).

Bei an BD erkrankten Pferden konnte in einigen Fallen infektibses Virus aus
Tranendrisen und der Parotis isoliert werden (HERZOG, persénliche Mitteilung), und
auch in Tranen- und Nasensekret und Speichel solcher Tiere wurde virusspezifische
RNA nachgewiesen (LEBELT und HAGENAU, 1996). Dies gelang ebenso bei
einigen seropositiven, klinisch unauffélligen Pferden (RICHT et al, 1993 b).
Infektidses BDV und Virusantigen sind bei einem GroBteil an BD erkrankter Pferde in
der Retina nachweisbar (HERDEN et al., 1999). In einer anderen Studie konnte in
Organen oder im autonomen Nervensystem spontan infizierter Pferde weder BDV-
spezifisches Antigen noch RNA nachgewiesen werden (BILZER et al, 1995).
Infektidses Virus war hier ausschlieBlich aus neuronalem Gewebe natirlich infizierter
Pferde isolierbar, und weder in Speichel noch in Tranenflissigkeit war BDV
detektierbar. Eine Ausscheidung von BDV durch infizierte Pferde kann somit zwar
nicht ausgeschlossen werden, scheint jedoch selten aufzutreten (SCHMIDT et al.,
1999). Insbesondere Klinisch kranke Pferde kénnten eine Rolle bei der Ubertragung
des BDV spielen (RICHT et al., 2006).
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21.4.2 Immunpathogenese

BD wird durch eine virusinduzierte, immunpathologische Reaktion ausgeldst
(Ubersicht bei STITZ, 2002). Nicht immunkompetente bzw. immunsupprimierte Tiere
weisen zwar nach intrazerebraler Inokulation mit BDV hohe Antikdrpertiter auf, die
Infektion verlauft jedoch persistierend und trotz eines hohen Virusgehaltes ohne
klinische Anzeichen einer BD. Histopathologisch sind allerdings durchaus
degenerative Veranderungen des Gehirns zu beobachten (HIRANO et al., 1983;
NARAYAN et al.,, 1983 a, b; HERZOG et al., 1984, 1985; MORALES et al., 1988;
CARBONE et al., 1991 b; STITZ et al., 1991 b; PLETNIKOV et al., 2002). Durch die
Ubertragung von Milzzellen immunkompetenter, BDV-infizierter Spendertiere auf
immuninkompetente Tiere werden sowohl klinische BD als auch entzindliche
Lasionen des ZNS hervorgerufen (NARAYAN et al., 1983 a, b; STITZ et al., 1989).
Werden Seren der BDV-infizierten Spendertiere Ubertragen, bleibt dies ohne
Auswirkung (NARAYAN et al., 1983 a, b; HERZOG et al., 1985). Der Serumtransfer
bewirkt bei immunsupprimierten Lewisratten zwar nicht die Verhinderung der
persistierenden ZNS-Infektion, die Virusausbreitung wird jedoch auf neuronale
Gewebe begrenzt (STITZ et al., 1998).

Die mit einer BDV-Infektion assoziierte Entziindungszellpopulation wurde zunachst
bei experimentell infizierten Lewisratten ndher charakterisiert. Die Infiltrate bestehen
aus Makrophagen und T-Lymphozyten (CD4+ und CD8+), zu spateren Zeitpunkten
p.i. sind vermehrt Plasmazellen sowie B-Lymphozyten zu finden. Dabei sind
Makrophagen bzw. aktivierte Mikrogliazellen und CD4+-Lymphozyten Uber den
gesamten Zeitraum der BDV-Infektion dominant, wahrend CD8+-Lymphozyten
seltener auftreten (DESCHL, 1988; DESCHL et al, 1990). Die gleichen
Zellpopulationen konnten bei spontan infizierten Pferden, Schafen und Katzen
identifiziert werden (BILZER et al., 1995; LUNDGREN et al., 1995 a; CAPLAZI und
EHRENSPERGER, 1998).

Wahrend der BDV-Infektion ist MHC-lI-Antigen nicht nur auf Entzindungszellen,
sondern auch auf Neuronen und Astrozyten nachweisbar. MHC-II-Antigen kann auf
Lymphozyten, Makrophagen, Oligodendrozyten, Mikroglia- und Ependymzellen
detektiert werden (DESCHL et al., 1990; RICHT et al., 1990; CARBONE et al., 1991
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b, STITZ et al., 1991 a, 1995; PLANZ et al., 1993; BILZER und STITZ, 1994). Da
MHC-II-Antigen auch in Gehirnregionen vermehrt vorkommt, die nicht entzindlich
verandert sind, ist eine allgemeine Aufregulierung wahrend der BDV-Infektion zu
vermuten (RICHT et al., 1990; STITZ et al.,, 1995). Dabei stimmt die Verteilung von
MHC-1 und -l im Gehirn spontan infizierter Pferde und Schafe mit der bei
experimentell infizierten Ratten Uberein (BILZER et al, 1995; CAPLAZI und
EHRENSPERGER, 1998; PUGGE, 1999). Das lasst, ebenso wie die
Ubereinstimmung der Entziindungszellpopulationen, auf eine gleiche Pathogenese
bei Pferd und Ratte schlieBen.

CD4+ T-Zellen sollen als Helferzellen fungieren, welche die Synthese BDV-
spezifischer Antikérper unterstitzen (PLANZ et al., 1995; SOBBE et al., 1997;
HATALSKI et al., 1998; NOSKE et al., 1998). Werden BDV-spezifische CD4+ T-
Zellen vor der Infektion mit dem BDV in immunsupprimierte Lewis-Ratten transferiert,
kann eine BD verhindert werden. Erfolgt die Gabe BDV-spezifischer CD4+ T-Zellen
nach der BDV-Infektion, kann dies eine BD ausgeldésen (RICHT et al., 1989, 1994).
Zu einem frihen Zeitpunkt der Infektion kénnen CD4+ T-Zellen also mdglicherweise
vor einer Erkrankung schitzen. Ein immunpathologischer Mechanismus wird
hervorgerufen, wenn bereits viele Zellen mit dem BDV infiziert sind (RICHT et al.,
1994; SCHMEEL, 1995; SCHMEEL et al., 1995). In einem anderen Infektionsversuch
zeigte sich, dass Ratten, die mit einer niedrigen Dosis einer Zellkultur-adaptierten
BDV-Préaparation infiziert wurden, eine klinische BD entwickelten, wahrend bei hohen
Infektionsdosen nur eine milde Enzephalitis auftrat. Diese Tiere wiesen hohe Titer
BDV-spezifischer Antikérper auf und waren bei erneuter viraler Exposition geschuitzt,
was mit einer schnellen Induktion der Immunantwort und einem negativen
Virusnachweis im ZNS korreliert war (OLDACH et al., 1995).

CD8+ T-Zellen aus Gehirnen erkrankter Ratten und Mause weisen in vitro eine
zytolytische Aktivitat gegentber BDV-infizierten Zellen bzw. BDV-spezifisches
Antigen—exprimierenden Zellen auf (PLANZ et al., 1993; HAUSMANN et al., 1999;
SCHAMEL et al., 2001). Durch die Depletion von CD8+ T-Zellen oder die Hemmung
ihrer Entwicklung kann bei der Ratte das klinische Auftreten der BD und der
entzindlichen Veranderungen verzégert werden (STITZ et al., 1991 a, 1992;
Ubersicht bei STITZ et al., 2002).
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Es wird angenommen, dass CD8+ T-Zellen die Haupteffektorzellen bei der BDV-
Infektion der Maus sind, obwohl es weder bei Mausen noch bei Ratten zu einer Lyse
BDV-infizierter Neurone kommt. Die zytotoxischen T-Lymphozyten (ZTL) sind vor
allem gegen das virale Nukleoprotein gerichtet (HAUSMANN et al., 1999; PLANZ et
al., 1999; SCHAMEL et al., 2001). Die Kinetik der Induktion und Einwanderung von
ZTL in das Gehirn bestimmt die Auspragung der klinischen BD bei der Maus. Die
Reduktion der funktionalen Aviditat virusspezifischer CD8+ Lymphozyten in
experimentell infizierten Mausen scheint die Entziindungsreaktion zu beeinflussen
und die virale Persistenz zu erméglichen (ENGELHARDT et al., 2005).

Die Kontrolle einer BDV-Infektion durch die Immunantwort konnte bisher lediglich
durch eine Antigen-spezifische Immunaktivierung oder den adoptiven Transfer BDV-
spezifischer T-Zellen erreicht werden (RICHT et al., 1994; LEWIS et al., 1999;
HAUSMANN et al., 2005; HENKEL et al., 2005). Die Ergebnisse der Untersuchungen
zur Immunpathogenese sowie zur Charakterisierung der Entzindungszell-
populationen lassen vermuten, dass es sich bei der Pathogenese der BD um eine
Hypersensibilitatsreaktion vom verzégerten Typ handelt (RICHT et al.,, 1989, 1990,
1992, 1995, 2006; DESCHL et al., 1990).

Neben der zellularen ist auch eine starke humorale Immunantwort bei BDV-infizierten
Tieren zu beobachten. Das Vorhandensein BDV-spezifischer Antikérper ohne
klinische Symptomatik belegt die Existenz klinisch inapparenter Infektionen bei Pferd
und Schaf (LANGE und JAESCHKE, 1987). In Seren BDV-infizierter Ratten treten
nicht neutralisierende Antikérper gegen das BDV-Nukleoprotein (BDV-N) und BDV-
Phosphoprotein (BDV-P) bereits zwei Wochen p.i. auf, in der chronischen Phase sind
auch Antikérper gegen das BDV-GP detektierbar (STITZ et al., 1998; STOYLOFF et
al., 1998). In der spaten Phase nach einer BDV-Infektion geht bei der Ratte die
Entzindung im ZNS zurlck, obwohl virales Antigen und infektiéses Virus vorhanden
sind (NARAYAN et al., 1983 a, b; DESCHL et al., 1990; HERDEN et al., 2000). Dies
kénnte durch einen Wechsel von einer Th1- zu einer Th2-Immunantwort verursacht
sein und den Ubergang von der akuten Phase der klinischen BD in die chronische
Phase verursachen (HATALSKI et al, 1998). Neutralisierende Eigenschaften
konnten fur Antikérper gegen das BDV-GP in vitro und in vivo nachgewiesen werden
(FURRER et al, 2001, 2004; BAJRAMOVIC et al, 2003). AuBerdem ist im

Rattengehirn eine lokale 19G-Produktion zu beobachten, welche mdéglicherweise die
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virale Genexpression beeinflussen kénnte (DESCHL et al., 1990; HATALSKI et al.,
1998). Insgesamt scheinen antivirale Antikérper jedoch keine tragende Rolle bei der
Immunpathogenese der BD zu spielen (NARAYAN et al., 1983 b; HERZOG et al.,
1985; PLANZ et al., 1995).

Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass das BDV auch mit verschiedenen
zellularen Proteinen und Signalkaskaden oder der Induktion der antiviralen Interferon
(IFN)-Antwort interagieren kann (Ubersicht bei GONZALEZ-DUNIA et al., 2005). In
unterschiedlichen Zellkulturen konnte eine Aktivierung der Raf/MEK/ERK
Signalkaskade durch Infektion mit dem BDV nachgewiesen werden, welche eine
wichtige Rolle in Zellwachstum und Differenzierung spielt (PLANZ et al., 2001). Das
Phosphoprotein des BDV (BDV-P) kann Amphoterin/HMG-1, einen Neuriten-
Auswuchs-Faktor, in vivo binden und dessen Funktion beeintrachtigen, so dass es
zur direkten Stérung des Wachstums von Zellfortsatzen und der Zellmigration von
Neuronen kommt. Zudem kann die durch BDV-Infektion herabgesetzte Sekretion von
Amphoterin an der Zelloberflache die Reifung neuraler Zellen sowie die
Kommunikation neuraler Zellen stéren (KAMITANI et al., 2001). Der zellulare
Transkriptionsfaktor NF-kB ist an der Regulierung vieler Prozesse wie z.B. Apoptose
und Abwehr beteiligt und wird normalerweise durch eine virale Infektion aktiviert.
BDV verhindert aktiv oder passiv diese Aktivierung und somit mdglicherweise auch
die Abwehrreaktion des Wirtes (BOURTEELE et al., 2005). Weiterhin wurde kirzlich
gezeigt, dass BDV-P mit der Kinase TBK-1 interagiert und durch diese phosphoriliert
wird. Dadurch wirkt BDV-P einer TBK-1-bedingten Expression des antiviralen
Zytokins IFN-B entgegen und unterdrickt somit eventuell die antivirale Abwehr
(UNTERSTAB et al., 2005).

Bei Mausen wird die Virusverteilung und die Persistenz im Gehirn weder durch
Uberexprimierung noch durch die Deletion verschiedener Zytokin- oder Chemokin-
Rezeptoren beeinflusst (FREUDE et al., 2004; HAUSMANN et al., 2004; KRAMER et
al., 2004).
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2.2 DAS VIRUS DER BORNASCHEN KRANKHEIT

2.2.1 Viruscharakterisierung

ZWICK und SEIFRIED wiesen bereits 1925 eindeutig die Virusatiologie der
Bornaschen Krankheit nach, indem sie bakterienfreie Gehirnhomogenate eines an
BD erkrankten Pferdes auf Kaninchen tbertragen und im Anschluss rickibertragen
konnten (ZWICK und SEIFRIED, 1925; ZWICK et al., 1927).

Aufgrund neuerer Untersuchungen ist das BDV als ein behilltes, nicht-
segmentiertes, einzelstrangiges RNA-Virus negativer Polaritat (,non-segmented,
negative sense, single stranded”, NNS) charakterisiert worden (DE LA TORRE et al.,
1990; VAN DE WOUDE et al., 1990; BRIESE et al., 1992; RICHT et al., 1993 c;
CUBITT und DE LA TORRE, 1994; PRINGLE, 1999). Wie in
elektronenmikroskopischen Untersuchungen an negativ gefarbten, zellfreien BDV-
Partikeln festgestellt werden konnte, besitzt es kugelférmige Gestalt und hat einen
Durchmesser von ca. 70-130nm (RICHT et al., 1993 a; ZIMMERMANN et al., 1994;
GONZALEZ-DUNIA et al., 1997; KOHNO et al., 1999). Die Partikel enthalten einen
elektronendichten Kern mit einem Durchmesser von 50-60nm. Auf der Virushulle des
BDV befinden sich ,spike“-dhnliche Fortsatze in einer Ladnge von ca. 7nm. Das
helikale Nukleokapsid hat einen Durchmesser von 4nm (KOHNO et al., 1999).

Die virale RNA hat eine GréBe von etwa 8.9kb (BRIESE et al., 1994; CUBITT und
DE LA TORRE, 1994). Die Organisation des BDV-Genoms mit der RNA-Polymerase
am 5°-Ende und dem Nukleoprotein am 3 -Ende entspricht der anderer Viren aus der
Ordnung der Mononegavirales (BRIESE et al., 1994; CUBITT und DE LA TORRE,
1994). Zur Ordnung der Mononegavirales gehdren auch die Virusfamilien Filoviridae,
Paramyxoviridae und Rhabdoviridae. Die Replikation und Transkription des BDV im
Zellkern ist jedoch eine einzigartige Eigenschaft in dieser Ordnung und erforderte die
Klassifikation in eine eigene Familie Bornaviridae (PRINGLE 1999; DE LA TORRE et
al., 2000).

Zwischen den einzelnen Virusstdimmen innerhalb der Familie der Bornaviridae
besteht eine ungewdhnlich hohe genetische Stabilitdt und Homologie, wobei gewisse

Divergenzen auf Nukleotidbasis nur zu einem sehr geringen Teil zu Divergenzen auf
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Aminosaurebasis fihren (SCHNEIDER et al, 1994 a; HERZOG et al., 1997;
FORMELLA et al., 2000; PLESCHKA et al., 2001; KOLODZIEJEK et al., 2005). Aus
einem neurologisch erkrankten und euthanasierten Pferd in Osterreich wurde
kirrzlich ein neuer BDV-Stamm No/98 isoliert werden, dessen Nukleotidsequenz
mehr als 15% gegenlUber den Referenzstdmmen abweicht. Die Austausche auf
Nukleotidbasis zeigen jedoch Uberraschend wenig Einfluss auf die Primérstruktur der
meisten viralen Proteine (NOWOTNY et al, 2000). In einer neueren
phylogenetischen Studie wird die hohe Homogenitat der Nukleotidsequenzen von 40
Feld-, Vakzine- und Laborstdmmen des BDV (auBer No/98) bestatigt. Die
existierenden Sequenzvarianten koénnen bestimmten geographischen Regionen
zugeordnet werden, in denen das BDV endemisch vorkommt. So lassen sich die
bislang bekannten BDV-Isolate in flinf genetische Cluster unterteilen (KOLODZIEJEK
et al., 2005).

Die komplementare RNA (cRNA) des BDV-Genoms besteht aus mindestens sechs
offenen Leserastern (,open reading frame“, ORF). ORF | am 5-Ende der cRNA
kodiert fir das Nukleoprotein N (p40, BDV-N), ORF Il fiir das Phosphoprotein P (p24,
BDV-P), ORF Il fir das Matrixprotein M (p16, BDV-M), ORF |V fir das Glykoprotein
GP (gp94, BDV-GP), und ORF V am 3'-Ende der BDV-cRNA fiir die RNA-abhangige
RNA-Polymerase L (p180/190, BDV-L) (DE LA TORRE, 1994, 2002 a, b;
SCHNEEMANN et al., 1995; WALKER et al., 2000; TOMONAGA et al., 2002). ORF
x1 Uberschneidet sich mit dem ORF Il und kodiert das so genannte p10 oder X-
Protein des BDV (BDV-X; WEHNER et al., 1997; WOLFF et al., 2000). Fir eine

schematische Darstellung des BDV-Genoms siehe Abbildung 1.

2.2.2 Infektionszyklus des BDV

2.2.21 Adsorption und Penetration

Zu Beginn einer Virusinfektion steht die Adsorption viraler Haftungsproteine an
spezielle Rezeptoren und eventuell auch Korezeptoren der Zelloberflache. Es

existieren Anhaltspunkte dafir, dass auch das BDV einen zellularen Rezeptor fir die
Anheftung an die Wirtszelle benétigt (DUCHALA et al., 1989).
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GONZALEZ-DUNIA et al. (1998) konnten zeigen, dass sowohl die Behandlung mit
lysosomotropen Substanzen als auch mit Chemikalien, welche die Energiezufuhr
herabsetzen, eine Infektion von Zellen mit BDV verhindert werden kann. Daraus lasst
sich schlieBen, dass das BDV durch Endozytose in die Wirtszelle aufgenommen wird
und der Ribonukeoprotein-Komplex (RNP) anschlieBend durch Membranfusion in
das Zytoplasma gelangt. Ein niedriger pH-Wert scheint hierbei Vorraussetzung fir
die Fusion von Zellmembran und Virushille zu sein (GONZALEZ-DUNIA et al.,
1998). Das BDV-GP spielt bei diesen Vorgangen eine entscheidende Rolle (PEREZ
etal., 2001;s. 2.3.1).

Auch bei anderen NNS-RNA-Viren, die lediglich ein Glykoprotein besitzen, wie z.B.
das Tollwutvirus (,Rabies virus“, RV) und das Virus der vesikularen Stomatitis
(,Vesicular stomatitis virus“, VSV), scheint das virale GP fir den Eintritt in die
Wirtszelle essentiell zu sein. Es vermittelt die Interaktion mit dem Zellrezeptor und
das Verschmelzen der Virushllle mit der Zellmembran (COX et al., 1977). Dieser
Vorgang findet nach der Endozytose statt und ist ebenfalls pH-abhangig (GAUDIN,
2000; ROCHE und GAUDIN, 2004). RV, welches durch eine gezielte Manipulation
des Genoms kein GP exprimiert, ist unfahig zur Virusausbreitung in der Zellkultur
oder in infizierten Mausen (MEBATSION et al., 1996; ETESSAMI et al., 2000). Beim
Masern-Virus (,measles virus“, MV) spielen Glykoproteine ebenfalls eine wichtige
Rolle fir die Virusausbreitung. Es besitzt zwei Glykoproteine auf seiner Oberflache,
das Fusionsprotein (F) und das Hamagglutinin (H), die gemeinsam den aktiven
Fusionskomplex bilden (WILD et al., 1991). H bindet dabei an zellulare Rezeptoren,
wahrend F den nicht pH-abhangigen Fusionsprozess steuert. Diese Funktionen
werden beim BDV von den beiden Untereinheiten des BDV-GP, dem C-terminalen

und dem N-terminalen Spaltfragment, Gbernommen.

2222 Transkription und Replikation

Als einziges Virus unter den NNS-RNA-Viren der Tiere benutzt das BDV den Zellkern
als Ort fiir seine Transkription und Replikation (BRIESE et al., 1992; DE LA TORRE,
1994; SCHNEEMANN et al., 1995). Die RNA-Synthese findet dabei vermutlich im
Nukleolus statt (PYPER et al., 1998). Fir den Vermehrungszyklus des BDV sind
somit Mechanismen fir nuklearen Import und Export von entscheidender Bedeutung.

Diese Mechanismen sind derzeit nur unzuldnglich bekannt, werden aber vermutlich
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durch BDV-N und -P gesteuert, deren Sequenzen ein ,nuclear localisation signal®
(NLS) bzw. ,nuclear export signal“ (NES) enthalten (KOBAYASHI et al., 1998, 2001;
SHOYA et al., 1998; Ubersichten bei DE LA TORRE, 2002 a, b; TOMONAGA et al.,
2002; SCHNEIDER, 2005) (s. 2.3.3).

Das BDV-Genom ist mit 8,9kb das kleinste unter den Mononegavirales. Kodierende
und regulatorische Sequenzen der einzelnen BDV-Isolate sind hochgradig
konserviert. Dies lasst auf eine starke genetische Adaption an die nicht-zytolytische
Replikation des BDV im ZNS schlieBen (KILBOURNE, 1991; SCHNEIDER et al.,
1994 a; PLESCHKA et al., 2001). Die Transkription des BDV-Genoms erfolgt vom 3’-
zum 5’- Ende und folgt einem absteigenden Transkiptionsgradienten, der bei dem
BDV weniger stark ausgepragt ist als bei anderen Viren der Mononegavirales. So
werden BDV-N und BDV-P von allen viralen Proteinen am meisten exprimiert,
wahrend BDV-GP nur in 1-10% der infizierten Zellen nachweisbar ist (RICHT et al.,
1998; DE LA TORRE et al., 2002 b).

Das Genom ist in drei Transkriptionseinheiten (I-1ll) organisiert, welche durch drei
Startsignale (,transcription initiation signals®, S1-S3) und vier Stopsignale
(»transcription termination signals®, T1-T4) festgelegt sind (SCHNEEMANN et al.,
1994). Im BDV-Genom Uberlappen die Signale der Transkriptionseinheiten im
Gegensatz zu den anderen Viren der Mononegavirales (SCHNEEMANN et al., 1995;
DE LA TORRE, 1994, 2002 b). Eine flnftes Stopsignal, t6, wurde ebenfalls
beschrieben (BRIESE et al, 1994), die Nutzung dieses Stopsignals in BDV-
infizierten Zellen konnte aber bislang nicht nachgewiesen werden (CUBITT et al.,
2001).

Das BDV benutzt verschiedene Strategien, um auf der Basis dieser drei
Transkriptionseinheiten mindestens sechs virale Proteine herzustellen, wie
(iberlappende offene Leseraster, Uberlesen von Transkriptions-Signalen und
alternatives SpleiBen polycistronischer Transkripte unter Nutzung der zellularen
SpleiBmechanismen (SCHNEEMANN et al., 1994, 1995; JEHLE et al., 2000; DE LA
TORRE, 2002 b; TOMONAGA et al., 2002).

Die  Transkriptionseinheit | (81-T1), die einzige = monocistronische
Transkriptionseinheit des BDV-Genoms, enthélt den ORF |, welcher fir das BDV-N
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kodiert. Die Transkriptionseinheit 1l (S2-T2) ist bicistronisch und enthalt die sich
tberlappenden ORF Il und x1 fir BDV-P und —X. Die Translation dieser beiden
Proteine wird vermutlich durch ,leaky scanning® erreicht, denn gespleif3te Produkte
dieser mRNA wurden bislang nicht beschrieben (WEHNER et al., 1997).

Die Transkripte, die ab S3 abgelesen werden (Transkriptionseinheit Ill), beinhalten
die sich Uberlappenden ORF des BDV-M und BDV-GP. In ca. 5% der Falle kommt es
zu einem Uberlesen von T3. Das Transkript endet dann bei T4 und enthalt zusatzlich
den ORF V, welcher fir die Polymerase L kodiert (SCHNEIDER, 2005). Bisher
konnten drei Introns in der Transkriptionseinheit |ll des BDV-Genoms nachgewiesen
werden: Intron |, Nukleotid (nt) 1932-2025, Intron I, nt 2410-3703, und Intron IlI, nt
2410-4559 (CUBITT et al., 1994; SCHNEIDER et al., 1994 b; TOMONAGA et al.,
2000; CUBITT et al., 2001). Alle Transkripte, welche das Intron | enthalten, kodieren
fur BDV-M, und alle Transkripte mit Intron Il kodieren fiir BDV-GP. Die Translation
des ORF IV zu BDV-GP ist jedoch nur dann effizient, wenn das Intron | gespleiB3t
wurde (SCHNEIDER et al., 1994 b, 1997 a; SCHNEIDER, 2005). JEHLE et al. (2000)
zeigten, dass ungespleiBte Transkripte, die fir BDV-M kodieren, weitaus haufiger im
Zytoplasma BDV-infizierter Zellen vorkommen als Intron | - gespleiBte mRNA, die fur
BDV-GP kodiert. Dies fuhrt zu einem Konzentrationsgradienten von BDV-M zu BDV-
GP im Zytoplasma.

Transkripte, welche bei T4 enden und entweder Intron Il - oder Intron I/l - gespleift
sind, kodieren fir BDV-L (SCHNEIDER et al., 1997 b). In neueren Studien wurden
virale mRNA in infizierten Zellen detektiert, welche Intron Il - gespleiBt sind und far
zwei weitere, neue BDV-Proteine mit einer molekularen Masse von 8,4 und 165 kDa
kodieren sollen, wobei p165 eine neue Form der L-Polymerase darstellen soll
(CUBITT et al., 2001). Beide Proteine wurden in vivo bisher nicht nachgewiesen, und
sowohl ihre Expression als auch ihre Funktionen sind bislang nicht genau untersucht.
Die Transkriptionseinheit Il kann also je nach Transkriptions- und SpleiBstrategie fur
BDV-M, BDV-GP oder BDV-L kodieren. Die Expression dieser drei Proteine scheint
co-transkriptionell durch das Virus selbst gesteuert zu werden. Offensichtlich spielt
das SpleiBen von RNA eine wichtige Rolle bei der Regulation der BDV-
Genomexpression (DE LA TORRE, 1994, 2002 a, b; SCHNEEMANN et al., 1994,
1995; WALKER et al,, 2000; RICHT und ROTT, 2001; TOMONAGA et al., 2002;
SCHNEIDER, 2005). Eine schematische Darstellung der BDV cRNA mit Start- und
Stopsignalen und Intron | und Il findet sich in Abbildung 1.
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Die kurzen, nicht-kodierenden Regionen am 3’- und 5- Ende des BDV-Genoms
bestehen aus 43 beziehungsweise 52 Nukleotiden (BRIESE et al, 1994). Hier
befinden sich die Promoter zur Regulation der Synthese von antigenomischer positiv-
Strang RNA aus der genomischen negativ-Strang RNA und anders herum. Die
letzten 20 Nukleotide des Genoms bilden sogenannte ,inverted terminal repeats® mit
der Fahigkeit zur Bildung von ,pan-handle” Strukturen. Wie bei anderen NNS-RNA-
Viren sind die Genomenden des BDV hoch konserviert und spielen eine wichtige
Rolle bei der Initiierung und Regulierung der viralen Replikation (SCHNEIDER et al.,
2005). Eine neue Strategie zur Kontrolle der viralen Replikation wurde kirzlich
entdeckt. Das BDV scheint gezielt die 5’-Enden genomischer und antigenomischer
RNA-Molekule zu stutzen und damit die Effizienz seiner Vermehrung einzuschranken
(ROSARIO et al., 2005; SCHNEIDER, 2005; SCHNEIDER et al., 2005).

2223 Reifung und Freisetzung

Gereifte Viruspartikel konnten bisher nicht im Gehirn BDV-infizierter Tiere
nachgewiesen werden, und auch in der Zellkultur wird wenig oder kein infektidses
Virus freigesetzt. In BDV-infizierten Zellen sind zytoplasmatisch viruséhnliche Partikel
detektiert worden, die morphologisch den infektiésen, zellfreien Virionen entsprechen
(COMPANS et al., 1994). Sie sind unterhalb der Plasmamembran und seltener in
zytoplasmatischen Vakuolen lokalisiert und nicht mit dem ER, dem Golgi-Apparat
oder intrazellularen Membranen assoziiert. Die Freisetzung von BDV-Partikeln
konnte an der Zelloberflache BDV-infizierter MDCK-Zellen nach Behandlung mit n-
Butyrat beobachtet werden (KOHNO et al, 1999). Unklar bleibt, ob dies den

nattrlichen Mechanismus der Freisetzung von BDV aus der Zelle widerspiegelt.

Wahrend der Reifung und Freisetzung von Virionen des RV und des VSV wird eine
Hllle um deren RNPs geformt, wobei die innere Schicht aus Matrixproteinen besteht
(MEBATSION et al, 1999). Das Matrixprotein bildet somit genau wie das
Glykoprotein einen essentiellen Faktor bei der Reifung und Freisetzung infektiéser
Viruspartikel (ROSE und WHITT, 2001), was auch auf das Matrix- und Glykoprotein
des MV zutrifit (Ubersicht bei RIMA und DUPREX, 2005). Ahnliche Funktionen
werden flir das BDV-M vermutet (KRAUS et al., 2005).
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Abb. 1: Schematische Darstellung des BDV-Genoms als cRNA, GréBe 8,9kb,
und seiner Transkripte nach HORNIG et al., 2003.
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Die ORF des BDV sind als Boxen dargestellt. Die Lokalisation von Start- und Stopsignalen der
Transkription sind mit S (Start) und T bzw t (Ende) bezeichnet. Die Positionen der Introns | und Il sind
als Knick eingezeichnet. N: Nukleoprotein; P: Phosphoprotein; X: X-Protein; M: Matrixprotein; GP:

Glykoprotein; L: Polymerase.
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2.3 BDV-SPEZIFISCHE PROTEINE

2.3.1 BDV-Glykoprotein (BDV-GP)

Glykoproteine spielen eine wichtige Rolle in der Biologie der NNS-RNA-Viren. Das
BDV-GP, auch gp84, gp94 oder GP genannt, ist das einzige Glykoprotein des BDV
und besteht aus 503 Aminosauren (GONZALEZ-DUNIA et al., 1997; SCHNEIDER et
al., 1997; RICHT et al., 1998). Das Vorlaufermolekil mit einer GréBe von 57 kDa
wird Gber die Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER) transportiert und
als Typ | Membranprotein in diese integriert (GONZALEZ-DUNIA et al., 1997). Im
Lumen des ER findet die N-Glykosilierung statt, die zur Stabilisierung des
Transkriptionsproduktes notwendig ist (GONZALEZ-DUNIA et al, 1997). Die
molekulare Masse vergréBert sich durch die Glykosilierung von ca. 57kDa auf
84/94kDa (RICHT et al., 1998).

RICHT et al. (1998) zeigten in vitro, dass die Subtilisin-&dhnliche Protease Furin das
BDV-GP C-terminal bei der Aminoséure 249 (Arginin) spaltet und somit aktiviert. Die
Spaltung des BDV-GP erfolgt ungewéhnlich frih im ,secretory pathway®, namlich im
ER bzw. im cis-Golgi (EICKMANN et al., 2005).

Als erstes gelang der Nachweis des 43kDa groBen C-terminalen Anteils des
glykosilierten Polypeptids (GP-C, GP-43, gp43) an der Zelloberflache. Fir das
komplette 94kDa groBe Molekil konnte die Akkumulation im ER nachgewiesen
werden (GONZALEZ-DUNIA et al., 1997). Inzwischen konnte auch der N-terminale
Anteil des BDV-GP als ein ca. 51kDa groBes und hochgradig glykosiliertes
Polypeptid (GP-N, gp51) identifiziert werden (KIERMAYER et al., 2002). Sowohl GP-
C als auch das komplette BDV-GP wurden zunachst in infektibsen Virionen
nachgewiesen (GONZALEZ-DUNIA et al., 1997). Neuere Untersuchungen zeigen
jedoch, dass die beiden Untereinheiten GP-C und GP-N in aufgereinigtem BDV-
Partikeln vorhanden sind, nicht aber ungespaltenes BDV-GP, was die Ergebnisse
vorhergehender Studien widerlegt (EICKMANN et al., 2005). Zur schematischen
Darstellung des BDV-GP siehe Abbildung 2.

Nur ein kleiner Teil des GP-N/GP-C-Komplexes wird an die Zelloberflache

transportiert. Stattdessen kommt es zu einer Akkumulation von BDV-GP bzw. dessen
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Spaltprodukten im ER und dem Golgi-Apparat der Zelle (GONZALEZ-DUNIA et al.,
1997; KOHNO et al., 1999; KIERMAYER et al., 2002; EICKMANN et al., 2005).

Abb. 2: Schematische Darstellung des BDV-GP nach KIERMAYER et al., 2002.
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Oben: Gesamtes GP (gp84, gp94,G); Signalpeptid (schwarzes Viereck), Spaltungsstelle des Furins
bei Aminosaure 249 (Arginin, dunkelgraues Dreieck), transmembrane Domaéane (gestreifte Stelle),
mogliche Bindungsstellen fir N-Glykane (baumé&hnliche Symbole). Mitte: C-terminaler Anteil des GP

(gp43) nach Spaltung durch Furin. Unten: N-terminaler Anteil des GP (gp51) nach Spaltung durch

Furin.

Fiar die beiden Untereinheiten des BDV-GP werden verschiedene Funktionen
vermutet. GP-C gilt als Vermittler von pH-abhangiger Synzytiumbildung und Fusion
der Membranen von Wirtszelle und Virushiille, wahrend GP-N als wichtiger Faktor fir
die Erkennung und Bindung des Virus-Rezeptors und den Eintritt in die Wirtszelle
betrachtet wird (PEREZ et al., 2001).

Obwohl unbehdillte Ribonukleoproteine des BDV infektiés sein kénnen (CUBITT und
DE LA TORRE, 1994 a), wird die Ausbreitung von BDV in Zellkultur durch
neutralisierende, GP-spezifische Antikdrper verhindert, und der Einsatz eines Furin-
Inhibitors unterbindet die Virusvermehrung komplett (BAJRAMOVIC et al., 20083).
Dies gibt Hinweise auf die wichtige Rolle des BDV-GP flr die neuronale Ausbreitung
des Virus.

In vivo ist BDV-GP in experimentell infizierten Lewis-Ratten in deutlich geringerem
AusmaB nachweisbar als das disseminiert im Gehirn vorkommende BDV-N.
Intrazellular wird BDV-GP ausschlieBlich im Zytoplasma exprimiert, wahrend BDV-N
in Zytoplasma und Kern vorkommt (RICHT et al., 1998). In BDV-infizierten Zellen ist
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BDV-GP vorwiegend im ER und/oder im Golgi-Apparat nachweisbar (GONZALEZ-
DUNIA et al., 1998), in neueren in vitro Studien konnte BDV-GP perinuklear und an
den Termini bzw. Kontaktstellen von Neuriten detektiert werden (BAJRAMOVIC et
al., 2003).

2.3.2 BDV-Matrixprotein (BDV-M)

Das Protein p16 des BDV, kodiert durch den ORF Ill des BDV-Genoms, wurde
zunachst fir ein membrangebundenes Glykoprotein (gp18) gehalten (KLICHE et al.,
1994, BRIESE et al.,, 1994, STOYLOFF et al., 1997). KRAUS et al. (2001) konnten
jedoch nachweisen, dass es sich um ein typisches, nicht glykosiliertes Matrixprotein
handelt, welches Membran-assoziiert und nicht Membran-integriert ist. Auch
homologe ORFs anderer Viren der Ordnung Mononegavirales kodieren typische
Matrixproteine. Mit einer GréBe von 16,2 kDa ist das Matrixprotein des BDV das
kleinste unter den Matrixproteinen der NNS-RNA-Viren der Saugetiere. Es sitzt an
der inneren Seite der viralen Hille (KRAUS et al., 2001). Neuste Untersuchungen an
rekombinantem BDV-M zeigen, dass es stabile Tetramere formt und diese eine
Tendenz haben, sich zu einem gitterartigen Komplex mit hoher Molekularmasse zu
verbinden. Diese strukturellen Eigenschaften lassen darauf schlieBen, dass BDV-M
eine ausschlaggebende Rolle bei der Reifung von Viruspartikeln spielt (KRAUS et
al., 2005).

Die Aufgabe viraler Matrixproteine ist es, das Nukleokapsid mit dem
zytoplasmatischen Anteil der Glykoprotein-“spikes® an der inneren Seite der
Virushtlle zu verbinden. Daher sind Matrixproteine essentiell fur Virusreifung und
Freisetzung von Viren aus der Wirtszelle. AuBerdem wird angenommen, dass
Matrixproteine eine wichtige Rolle in der Regulierung der Virusreplikation spielen,
indem sie Ribonukleoproteine formieren und Viruspartikel zur zellularen Membran
transportieren. So wurde fir Influenza-Viren nachgewiesen, welche ebenfalls im
Zellkern replizieren, dass der Export aus dem Nukleus vom Matrixprotein gesteuert
wird (MARTIN und HELENIUS, 1991). Weitere Untersuchungen sind nétig, um
genauere Erkenntnisse zur Funktion und Struktur des BDV-Matrixproteins zu

gewinnen.
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2.3.3 BDV-Polymerasekomplex

Bei den NNS-RNA-Viren bilden L, N und P in Verbindung mit der viralen RNA den
aktiven Polymerasekomplex (PATTNAIK et al., 1992), der auch Ribonukleoprotein-
Komplex (RNP) genannt wird (MURPHY und LAZZARINI, 1974).

BDV-N bildet zusammen mit der viralen RNA den wichtigsten Bestandteil des RNP,
fir dessen Lokalisation im Zellkern BDV-N entscheidend ist. Es gibt zwei Isoformen
des BDV-N mit einem Molekulargewicht von 39/40 kDa und 38 kDa, die beide in
infizierten Zellen nachweisbar sind (PYPER und GARTNER, 1997). Diese Proteine
stellen mindestens 50% der in Virionen nachweisbaren BDV-Proteine dar (PYPER
und CLEMENTS, 1994). Ein NLS konnte nur fir den Amino-terminalen Anteil des
p39/40 nachgewiesen werden. p38 fehlt der Amino-terminale Anteil, der das NLS
birgt (PYPER und GARTNER, 1997). p39/40 férdert die Replikation und
Transkription eines BDV-Minigenoms auch dann, wenn es in Abwesenheit von p38
exprimiert wird, was umgekehrt nicht der Fall ist (PEREZ et al., 2003; SCHNEIDER
et al, 2004 b). Daher ist anzunehmen, dass p38 keine aktiven viralen
Polymerasekomplexe formen kann. Unter bestimmten experimentellen Bedingungen
bindet es aber BDV-P, welches wiederum die Aktivitat des Polymerasekomplexes
hemmen kann, wenn es in zu hoher Menge vorhanden ist. Somit scheint p38 ein
zusatzlicher modulierender Faktor in der Feinregulierung der Aktivitdt des RNP zu
sein (SCHNEIDER et al., 2004 a).

BDV-N ist in Kombination mit anderen BDV-Proteinen wie P wichtig flr den nukleo-
zytoplasmatischen Transport des RNP-Komplexes (KOBAYASHI et al., 2001;
TOMONAGA et al., 2002).

Die NLS und NES enthaltenden viralen Proteine BDV-N und BDV-P binden direkt
oder indirekt an die BDV-RNA und transportieren diese durch Poren der
Kernmembran in das Zytoplasma. Die Steuerung der Transportvorgénge findet durch
Interaktionen der involvierten BDV-Proteine statt. Zudem ist das NES des BDV-N mit
einer der Bindungsstellen des BDV-P kolokalisiert (KOBAYASHI et al., 2001). Die
nukledre Export-Aktivitat von N kann also durch direkte Bindung von P beeinflusst
werden. Weiterhin wird die Bindung zwischen P und X Uber ein mutmaBliches NES

des X-Proteins gesteuert, was vermuten lasst, dass BDV-P die Proteine N und X im
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Zellkern zurtickhalten kann, indem es direkt an deren NES bindet (MALIK et al.,
2000; WOLFF et al., 2000).

Das Verhaltnis von vorliegendem N zu P ist entscheidend an der Kontrolle der
Polymerase-Aktivitat beteiligt. Fir die optimale Replikation wird ein 20-fach héheres
Vorkommen von N gegentber P bendtigt, bei einem 1:1 Verhéltnis beider BDV-
Proteine wird die Replikation gehemmt. BDV ist das einzige Virus unter den
Mononegavirales mit solch strenger Kontrolle der Replikation durch die molare
Menge von P, was modglicherweise ebenfalls eine Voraussetzung fir die virale
Persistenz darstellt (SCHNEIDER et al., 2003; SCHNEIDER, 2005).

BDV-X ist ein Polypeptid von 10 kDa und konnte in BDV-infizierten Zellen und
Geweben nachgewiesen werden (WEHNER et al, 1997). Aufgrund seiner
Bindungsfahigkeit mit N und P vermutete man zunachst eine Beteiligung am
nukledren Export (WOLFF et al.,, 2000) oder eine Rolle als Kofaktor fiir die BDV
Polymerase. Kirzlich wurde jedoch anhand von Untersuchungen in Zellkultur
gezeigt, dass das X-Protein fir die Rekonstruktion eines aktiven BDV
Polymerasekomplexes nicht bendtigt wird, sondern dessen Aktivitdt sogar hemmt.
Daher wird X auch als negativ-regulierender Faktor bezeichnet (PEREZ et al., 2003;
SCHNEIDER et al., 2003). Schon bei einem Verhéltnis BDV-X zu BDV-P von 1:5
wird die RNA-Synthese zu 30%, bei einer Ratio von 1:1 zu 100% gehemmt
(SCHNEIDER et al., 2003). Weiterhin wurde gezeigt, dass X mit P-L und P-N
Komplexen interagieren kann (SCHNEIDER et al., 2004 a) und mdglicherweise die
Polymerase-Aktivitat Uber die Beeinflussung der Konzentration an aktivem BDV-P
steuert (POENISCH et al., 2004).

In den Kernen und im Zytoplasma BDV-infizierter Zellen konnte die Kolokalisation
von BDV-X mit BDV-N und BDV-P nachgewiesen werden, wobei diese Proteine in
einem Verhaltnis X:P:N von 1:6:40 vorliegen (SCHWARDT et al., 2005).

Phosphoproteine anderer NNS-RNA-Viren sind essentielle Kofaktoren flir die virale
Polymerase. Eine solche Rolle wird auch dem BDV-P zugesprochen (Ubersicht s.
SCHNEIDER, 2005). Es konnte gezeigt werden, dass das BDV-P eine nukleéare
Lokalisations-Aktivitat aufweist (SHOYA et al., 1998). In infizierten Zellen konnte per
Immunfluoreszenz eine Kolokalisation von BDV-P mit BDV-N und BDV -X im
Nukleus nachgewiesen werden (SCHWEMMLE et al, 1998). Neuste
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Untersuchungen zeigen, dass das BDV-P als einziges Protein des Polymerase-
Komplexes mit BDV-L interagiert und als Multimer die Funktion eines Stltzproteins
fur den Polymerasekomplex Ubernimmt. Dies wiederum spielt eine zentrale Rolle in
der RNA Synthese (SCHNEIDER et al., 2004 a).

Eine zweite Isoform, P‘, wird ebenfalls vom ORF des BDV-P kodiert, es konnte in
BDV-infizierter Zellkultur und in Gehirnzellen von experimentell infizierten Tieren
nachgewiesen werden (KOBAYASHI et al, 2000). Seine Rolle far die
Uberlebensstrategie des BDV ist jedoch nicht geklart.

BDV-L weist eine RNA-abhéangige RNA-Polymerase—Aktivitat auf und interagiert mit
BDV-P (WALKER et al., 2000; SCHNEIDER et al., 2004 a). Es gibt Hinweise auf die
Existenz von zwei weiteren, unvollstandigen Isoformen des BDV-L, p180 und p165
(DE LA TORRE, 2002 b), die aber bislang nicht in infizierten Zellen nachgewiesen
werden konnten und deren Funktion unklar ist. Die Aktivitdt von BDV-L wird stark
eingeschrankt durch das Nukleosid-Analog 1-B-D-arabinofuranosylcytosin, ein
Inhibitor der DNA-Polymerase (BAJRAMOVIC et al., 2002).

In BDV-infizierten Lewis-Ratten konnten Serumantikérper gegen BDV-L
nachgewiesen werden (WALKER et al., 2000). Sowohl in BDV-infizierten Zellen, als
auch in Zellen, die mit einem BDV-L enthaltenden Plasmid transfiziert worden waren,
kommt BDV-L vorrangig im Nukleus vor. Dies weist auf einen intranukledren
Transport der Polymerase auch in Abwesenheit weiterer BDV-Proteine hin (WALKER
et al., 2000). Inzwischen wurde auch das NLS des BDV-L identifiziert (WALKER und
LIPKIN, 2002).

2.4 SUBTILISIN-AHNLICHE PRO-PROTEIN-KONVERTASEN

Die Subtilisin-ahnlichen Pro-Protein-Konvertasen (,subtilisin-like* bzw. ,subtilisin-
related pro-protein convertase®, SPC, oder ,pro-protein convertase” bzw.
.prohormone convertase“, PC) wurden durch Untersuchungen an Hefepilzen Mitte
der 80er Jahre entdeckt. Es wurde nachgewiesen, dass das Enzym Kexin aus
Saccharomyces cervisiae pro-hormonelle Vorlaufer in Sdugetierzellen korrekt spaltet
(THOMAS et al., 1988). Mit Hilfe einer Sequenzanalyse konnten FULLER et al.
(1989) ein Kexin-Homolog beim Sauger finden, und in der Folge wurden sieben
Kexin-verwandte Enzyme beim Saugetier identifiziert: PC1 (SEIDAH et al., 1990,
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1991), auch PC3 genannt (SMEEKENS et al., 1991), PC2 (SEIDAH et al., 1990;
SMEEKENS et al.,, 1991), Furin (ROEBROEK et al., 1986; BARR et al., 1991),
.paired amino acid converting enzyme“ 4 (PACE4; KIEFER et al, 1991), PC4
(NAKAYAMA et al., 1992; SEIDAH et al., 1992), PC5/PC6 A und B (LUSSON et al.,
1993; NAKAGAWA et al., 1993a,b), und PC7 (SEIDAH et al., 1996¢), auch PC8
(BRUZZANITI et al., 1996) bzw. LPC (MEERABUX et al., 1996) genannt.

Aufgrund der Homologie der katalytischen Domane des Kexins zu der des
bakteriellen Enzyms Subtilisin erhielt die neue Enzymfamilie die Bezeichnung
Subtilisin-dhnliche Pro-Protein-Konvertasen (ROUILLE et al., 1995). Nach einer
Vereinheitlichung der Nomenklatur durch CHAN et al. (1992) wurden diese sieben
SPCs wie folgt benannt:

SPC1 = Furin, PACE SPC5 = PC4

SPC2 = PC2 SPC6 = PC5, PC6
SPC3 = PC1, PC3 SPC7 = LPC, PC7, PC8
SPC4 = PACE4

Diese SPCs spalten Vorlauferproteine an spezifischen, C-terminalen Sequenzen
basischer Aminoséauren.

Zwei weitere Enzyme der Unterfamilie der Subtilasen, das ,subtilisin/kexin-isozyme-
1“ (SKI-1, auch ,site 1 protease“, S1P) und die ,neural apoptosis-regulated
convertase 1“ (NARC-1, auch PCSK9) wurden inzwischen durch SEIDAH und
Mitarbeiter entdeckt (SEIDAH et al, 1999, 2003). Diese Enzyme spalten ihre
Substrate jedoch am C-Terminus nicht-basischer Aminosauren.

241 Struktur und Aktivierung

Die Substratspezifitat, katalytische Effizienz und die intrazellulare Lokalisation jeder
SPC werden durch die unterschiedliche molekulare Struktur bestimmt. Alle SPCs
und die verwandten Enzyme Kexin und Subtilisin besitzen eine einheitliche N-
terminale Struktur und unterscheiden sich in ihrer C-terminalen Struktur.

N-terminal befindet sich das Signalpeptid, ein Prosegment, die katalytische Doméane
und die P-Doméane mit einem konservierten RGD-Motiv. C-terminal findet man
cysteinreiche  Regionen, transmembrane bzw. zytosolische @ Domanen,
amphipathische Helices und eine ,sorting domain® (SEIDAH et al., 1994; ROUILLE et
al., 1995).
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SPCs werden zunédchst als groBe, inaktive Vorstufen synthetisiert, welche einer
Reifung durch Proteolyse unterliegen. Dieser Prozess verlauft in mehreren Schritten
und, mit Ausnahme von SPC2, autokatalytisch. Das N-terminale Signalpeptid wird
nach dem Eintritt in das ER abgespalten. Danach folgt die Entfernung des
Prosegments. Studien am bakteriellen Subtilisin und an anderen SPCs lassen
vermuten, daB die N-terminalen Prosegmente fiir die korrekte Tertiarstruktur der
SPCs notwendig sind (EDER et al., 1993, SHINDE und INOUYE 1993). Das
Prosegment wird durch einen intramolekularen autokatalytischen Mechanismus auf
der Ebene des ER gespalten (LEDUC et al, 1992; CREEMERS et al, 1993;
GOODMAN und GORMAN, 1994; MATTHEWS et al., 1994; LAMANGO et al., 1999).
Diese Spaltung ist wichtig fir die korrekte Ausschleusung der Enzyme aus dem ER
(CREEMERS et al., 1995; ZHOU et al., 1995) und geschieht in zwei Stufen. Die erste
Stufe ist noétig far eine effiziente Faltung und die Lokalisation im richtigen
Zellkkompartiment. Die endgulltige Aktivierung erfolgt erst am zellularen
Bestimmungsort des Enzyms und in Abhéangigkeit von pH-Wert und
Kalziumkonzentration.

Die katalytische Doméane enthalt das substratspezifische Zentrum des Enzyms mit
aktiven Asparaginsaure-, Histidin- und Serinresten. Durch Verédnderung der Reste
kann eine Modifizierung der Substratspezifitat erreicht werden (RHEINNECKER et
al., 1993). Die dreidimensionale Struktur der katalytischen Doméne ist bisher nur fir
das Subtilisin bekannt (SIEZEN et al., 1994; LIPKIND et al., 1995).

Die P-Domaéne liegt C-terminal der katalytischen Doméne. Starke Wechselwirkungen
zwischen diesen beiden Doméanen sind bedeutend flr den strukturellen
Zusammenhalt der SPCs. Fir die P-Doméane der SPC3 konnte man wichtige
Funktionen wie Regulierung der Stabilitdt, der Kalziumabhangigkeit und des
optimalen pH nachweisen (ZHOU et al., 1998). Weiterhin enthalt die P-Doméane ein
konserviertes RGD Motiv, dessen Rolle unklar ist. RGD Motive sind typischerweise in
extrazelluldaren Matrixproteinen wie Fibrinogen anzutreffen und in zellulare
Adhasionsprozesse durch Integrine involviert. Bisher gibt es jedoch keine
Anhaltspunkte daflir, dass das RGD Motiv in SPCs an derartigen Prozessen beteiligt
ist, weder intra- noch extrazellular (SEIDAH et al., 1994; ROVERE et al., 1999).
Veranderungen an der P-Domé&ne und dem RGD Motiv flihren wahrscheinlich zu
einer strukturellen Destabilisierung der Enzyme mit weitreichenden Auswirkungen
auf deren Funktion (GLUSCHANKOF und FULLER, 1994; LUSSON et al., 1997).
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Weiter C-terminal der P Doméane gelegene Regionen sind sehr variabel. So finden
sich cysteinreiche Abschnitte bei SPC1 (VAN DE VEN et al., 1990), SPC4 (KIEFER
et al., 1991) und SPC6 (LUSSON et al, 1993) und serin- bzw. threoninreiche
Abschnitte bei SPC7 (BRUZZANITI et al., 1996, MEERABUX et al., 1996, SEIDAH et
al.,, 1996). Die Funktion dieser Abschnitte wurde bislang wenig untersucht und ist
deshalb nach wie vor unklar. Die ebenfalls C-terminal gelegene integrale
transmembrane Domane steht in engem Zusammenhang mit der zellularen
Zuordnung und wurde fir SPC1 eingehend untersucht (MOLLOY et al, 1999).
Andere SPCs wie SPC3 und SPC2 besitzen keine integrale Membrandoméne. Man
vermutet aber, daB bei diesen SPCs amphiphatische Helices vorhanden sind, die
hydrophobische Wechselwirkungen mit Membranen vermitteln (SEIDAH et al., 1990).

2.4.2 Vorkommen und Funktion

SPCs und andere Proteinkonvertasen spalten Vorlaufer von Polypeptiden an
spezifischen basischen Resten bzw. nicht-basischen Resten und generieren damit
bioaktive Peptide und Proteine. Unter den Substraten der SPCs befinden sich
zahlreiche Moleklle wie Prohormone, Proneuropeptide, Vorlaufer von
Wachstumsfaktoren, Zelloberflachenrezeptoren und virale  Oberflachen-
Glykoproteine (VAN DE VEN et al., 1993; BRESNAHAN et al., 1993; SEIDAH et al.,
1994; CHRETIEN et al., 1995; ROUILLE et al., 1995; RICHT et al., 1998). Die PCs
spielen somit auch eine Rolle bei verschiedenen Krankheitsgeschehen wie z.B.
Tumorgenese, Diabetes, viralen Infektionen, bakterieller = Pathogenese,
Atherosklerose und neurodegenerativen Veranderungen wie Alzheimer (Ubersicht
bei BASAK, 2005).

Es wurden zahlreiche Studien zur Bestimmung der genauen intrazellularen und
gewebespezifischen Verteilung der SPCs durchgefiihrt (DAY et al., 1992, 1993;
SCHAFER et al., 1993; SEIDAH et al., 1994, 1999; BEAUBIEN et al., 1995; DONG
et al, 1995, 1997; SEIDEL et al, 1998). Zellen bzw. Gewebe exprimieren im
Allgemeinen nicht nur eine SPC, sondern eine Mischung aus mehreren SPCs
gleichzeitig. Das Vorkommen der SPCs in verschiedenen Geweben bzw. ihre

intrazellulare Verteilung ist in Tabelle 1 zusammenfassend dargestellt.
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Tab. 1: Intrazellulare und gewebespezifische Verteilung der SPCs nach
BERGERON et al., 2000
Name |Synonym(e) |Gewebe Intrazellulare
Lokalisation
SPC1 |Furin, PACE |Vorkommen in allen Geweben mit| TGN, Endosome,
unterschiedlich starker Expression Zelloberflache
SPC2 |PC2 Neuroendokrine Gewebe Sekretorische Vesikel
SPC3 |PC1, PC3 Neuroendokrine Gewebe Sekretorische Vesikel,
TGN
SPC4 |PACE4 Weitverteilte Gewebeexpression, endokrine | TGN, ?
und nicht-endokrine Gewebe
SPC5 |PC4 Testikulare Keimzellen ?
SPC6- |PC5, PC6A | Weitverteilte Gewebeexpression, endokrine | Sekretorische Vesikel,
A und nicht-endokrine Gewebe TGN
SPC6- |PC6B Verdauungsapparat und Nebennierenrinde | TGN
B
SPC7 |LPC, PC7, Weitverteilte Gewebeexpression, lymphoid- | TGN
PC8 assoziierte Gewebe

SPC: ,subtilisin-like pro-protein convertase®, Subtilisin-dhnliche Pro-Protein-Konvertase; PACE:
spaired amino acid converting enzyme*; PC: ,, pro-protein convertase“, Pro-Protein-Konvertase; TGN:

Jrans-Golgi network®, trans-Golgi Netzwerk

AuBer SPC5 kommen alle bisher bekannten SPCs auch im Gehirn von Saugetieren
vor (KIEFER et al., 1991; SCHAFER et al., 1993; DONG et al., 1995; SEIDAH et al.,
1996). SPC2, SPC3 und SPC6-A werden dort ausschlieBlich in Neuronen exprimiert
(SMEEKENS et al., 1992 a; SCHAFER et al., 1993; DONG et al., 1995), wahrend
SPC1, SPC4 und SPC7 sowohl in Neuronen als auch in Gliazellen vorkommen
(SCHAFER et al, 1993; DONG et al, 1995; SEIDAH et al., 1996). Uber die
Funktionen der SPCs im ZNS ist wenig bekannt. Einige der SPCs, insbesondere
SPCB6-A, spielen eine Rolle bei der Spaltung von Neuropeptiden (SCHAFER et al.,
1993; DONG et al., 1995, 1997) und Neurotrophinen (SEIDAH et al., 1996 a, b). Da
in Gliazellen nur ein konstitutiver sekretorischer Prozess, in Neuronen hingegen auch
eine regulierte Sekretion stattfindet, ist anzunehmen, dass das Vorkommen von
SPC2, SPC3 und SPC6-A in Neuronen mit den speziellen neuroendokrinen
Funktionen dieser Zellen assoziiert ist.

SPC1 kommt in allen Geweben vor und ist intrazellular auf der trans-Seite des
Golgiapparates (,trans-Golgi Netzwerk, TGN) lokalisiert
(SHAPIRO et al., 1997). Uber diese SPC liegen die meisten Daten zu ihren
biologischen Funktionen vor (DENAULT und LEDUC, 1996; NAKAYAMA, 1997,
MOLLQY et al., 1999). RICHT et al. konnten 1998 nachweisen, dass SPC1 das BDV

network®, trans-Golgi
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Glykoprotein gp94 an der Aminosaure Arginin an Position 249 spaltet, und dass der
Einsatz eines SPC1-Inhibitors die Produktion von infektiésem BDV erheblich senkt.
Die Spaltung des BDV Glykoprotein-Vorlaufermolekils gp94 ist also nétig fir die
Aktivierung des BDV-GP. Eine Studie an Zellkulturen zeigte, dass SPC1 das
Vorlaufer-Glykoprotein FO des Masern-Virus in seine zwei aktiven Untereinheiten F1
und F2 spaltet (BOLT und PEDERSEN, 1998). AuBerdem spaltet SPCH
verschiedene Proteinvorlaufer wie Insulin Pro-Rezeptor (MONDINO et al., 1991),
Pro-von-Willebrandt-Faktor (WISE et al, 1990), Pro-B-nerve growth factor
(BRESNAHAN et al., 1990), Pro-transforming growth factor 1 (DUBOIS et al., 1995)
und Pro-Endothelin-1 (DENAULT et al., 1995). SPC1 ist zudem essentiell fir die
normale Entwicklung des Maus-Embryos (ROEBROEK et al., 1998).

SPC2 und SPC3 haben unterschiedliche Verteilungsmuster und kommen vor allem
in neuroendokrinen Geweben vor. Hier spielen sie hauptsachlich eine Rolle in der
Pro-Hormon- und Pro-Neuropeptid-Aktivierung (SEIDAH und CHRETIEN, 1997;
STEINER, 1998). Sie sind mit Peptidhormonen in sekretorischen Vesikeln
kolokalisiert. SPC2 bendétigt, im Gegensatz zu allen anderen SPCs, zu ihrer
Aktivierung das neuroendokrine Protein 7B2 (BRAKS und MARTENS, 1994). Die
Substrate werden durch SPC2 bzw. SPC3 jeweils unterschiedlich gespalten,
abhangig vom Verhéltnis der Expressionsstarke beider Enzyme. AuBerdem
unterscheiden sich SPC2 und SPC3 in ihrer Substratpraferenz, was zusammen mit
den verschiedenen Verteilungsmustern im neuroendokrinen Gewebe zu einer
selektiven Spaltung komplexer Vorlaufermolekile wie Pro-Opiomelanocortin
(BENJANNET et al.,, 1991; THOMAS et al., 1991), Pro-Insulin (BENNETT et al.,
1992; SMEEKENS et al., 1992 b) und Pro-Glucagon (ROUILLE et al., 1995, 1997 a,
b) fahrt.

Nachdem man fiir SPC4 zunachst Ahnlichkeiten mit SPC1 nachwies (KIEFER et al.,
1991; REHEMTULLA et al., 1993), zeigten spéatere Untersuchungen, da SPC6 die
gréBte Sequenzhomologie zu SPC4 aufweist (LUSSON et al., 1993; NAKAGAWA et
al.,, 1993 a). Bislang konnten 5 Isoformen der SPC4 identifiziert werden: PACE4A
(KIEFER et al., 1991), PACE4B, C und D (TSUJI et al., 1994) und PACE4E (MORI et
al., 1997). Die Untersuchung der Lokalisation von SPC4 im Rattengehirn mittels ISH
zeigte ein weitlaufiges Vorkommen (DONG et al, 1995). Fiur PACE4E wird
angenommen, dass sie eine wichtige Rolle bei der Entwicklung des olfaktorischen
Systems wahrend der Embryogenese spielt. Auch bei adulten Ratten kann sie per in
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situ-Hybridisierung (ISH) besonders in Mitralzellen des Bulbus olfaktorius
nachgewiesen werden (AKAMATSU et al., 1997).

Das virale Hullprotein GP160 des Humanen Immundefizienz Virus (HIV) kann sowohl
durch SPC4 als auch durch SPC1 gespalten werden (HALLENBERGER et al., 1992;
MORIKAWA et al., 1993; DECROLY et al, 1994). Dieser Prozess ist jedoch
physiologisch eventuell nicht relevant, da die Spaltung mit sehr geringer Effizienz
erfolgt (INOCENCIO et al., 1997). Zu den Substraten der SPC4 zahlen weiterhin Pro-
brain derived-neurotrophic factor, Pro-Neurotrophin (SEIDAH et al., 1996 a), Insulin-
Rezeptor (ALARCON et al., 1994), Pro-nerve growth factor (SEIDAH et al., 1996 b),
Pro-Somatostatin (BRAKCH et al., 1995) und humanes Serumalbumin (MORI et al.,
1999). Da die bisher bekannten Substrate der SPC4 mit gleicher oder hdherer
Effizienz auch durch andere SPCs gespalten werden, ist unklar, welche spezifischen
Funktionen die SPC4 erflllt.

Von allen SPCs ist SPC5 in ihrer Verteilung am starksten eingeschrankt. SPC5
mMRNA konnte bisher ausschlieBlich in testikularen Keimzellen wie Spermatozyten
und runden Spermatiden der Ratte und Maus (SEIDAH et al., 1992; NAKAYAMA et
al., 1992) nachgewiesen werden. Eine Spaltung im Genlokus, der fir SPC5 kodiert,
fuhrt zu schwerer Beeintrachtigung der Fertilitdt bei homozygoten mannlichen
Mausen, aber zu keinem offensichtlichen Defekt in der Spermatogenese (MBIKAY et
al., 1997). Auch SPC1 und SPC7 werden von Keimzellen exprimiert.

Sowohl immunhistologisch (VILLENEUVE et al., 1999, 2000 b) als auch mittels ISH
(DONG et al., 1995) wurde ein ausgedehntes Vorkommen von SPC6 im
Rattengehirn nachgewiesen. Es existieren zwei Isoformen, SPC6-A und SPC6-B, die
sich anhand ihrer C-terminalen Enden unterscheiden und durch alternative Spaltung
eines gemeinsamen Vorlaufers entstehen (NAKAGAWA et al., 1993 b; MBIKAY et
al., 1995). Da SPC6-A in sekretorischen Vesikeln und SPC6-B in den Vesikeln des
Golgi-Apparates lokalisiert ist, wird angenommen, dass die Isoformen verschiedene
Funktionen erflllen (DE BIE et al.,, 1996). Ein Glykoprotein des virulenten Gefligel-
Influenza-Virus, das Oberflachenprotein Hamagglutinin (HORIMOTO et al., 1994),
und das Glykoprotein gp73 des Bovinen Leukosevirus (ZARKIK et al., 1997) kénnen
durch SPC6 und andere SPCs gespalten und somit aktiviert werden.

Beide Isoformen der SPC6 werden in Geweben des Verdauungstraktes exprimiert
und sind regulierend an der Spaltung von Darmpeptiden beteiligt (UDUPI et al.,
1997). SPC6 spielt vermutlich eine Rolle bei der Spaltung von Pro-
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Neurotensin/Neuromedin N in humanen Kolon-Krebszellen (ROVERE et al., 1998)
und aktiviert madglicherweise Pro-Mullerische Substanz (NACHTIGAL und
INGRAHAM, 1996). Weiterhin wurde in in vitro-Studien die Fahigkeit von SPC6A
und/oder B nachgewiesen, Pro-Neurotensin (BARBERO et al., 1998; VILLENEUVE
et al., 2000 a), Prorenin (LAFRAMBOISE et al., 1997), Pro-von-Willebrandt-Faktor
(CREEMERS et al., 1993), ,nerve growth factor“, Neurotrophin-3 und ,brain-derived
neurotrophic factor* (SEIDAH et al., 1996 a, b) zu spalten.

Die enzymatische Charakterisierung der rekombinanten SPC7 zeigt, dass ihre
Substratspezifitat eine hohe Ubereinstimmung mit der von SPC1 aufweist (MUNZER
et al., 1997). Wie SPC1 besitzt auch SPC7 eine transmembrane, C-terminale
Doméne und einen zytoplasmatischen Anhang, was ihre Lokalisation im TGN
bestimmt. Uber die Rolle der SPC7 in vivo ist bisher wenig bekannt.

NARC-1 ist eine Proteinase-K-ahnliche Proteinkonvertase und wird vorrangig in
Zellen exprimiert, welche die Kapazitat zu Proliferation und Differenzierung haben.
Dies sind insbesondere Hepatozyten, mesenchymale Nierenzellen, intestinale
Epithelzellen und embryonale Neurone des Telencephalon. Es wird angenommen,
dass NARC-1 unter anderem eine Funktion in der Differenzierung corticaler Neurone
erfillt (SEIDAH et al., 2003).

Wahrend die SPCs zur Subfamilie der Kexin-ahnlichen Subtilasen gehéren, ist SKI-1
die erste Pyrolysin-dhnliche Subtilase, die bei Saugetieren entdeckt wurde und
welche nicht an basischen Aminosaureresten spaltet (SEIDAH et al.,, 1999). SKI-1
kommt in allen Geweben vor und ist besonders in Leber, Milz und Nebenniere aktiv.
Im Gehirn dagegen weist es die geringste Aktivitat auf (SEIDAH et al., 1999). Neben
der Spaltung des ,sterol regulatory element binding protein® SREBP (SAKAI et al.,
1998), des Transkriptionsfaktors ATF6 (YE et al., 2000), des neurotrophen Faktors
BDNF (SEIDAH et al, 1999; TOURE et al, 2000) und von Prosomatostatin
(MOUCHANTAF et al., 2004) konnte die Spaltung und Aktivierung des Glykoprotein-
Vorlaufers GP-C des Lassavirus durch SKI-1 nachgewiesen werden (LENZ et al.,
2001). Auch die beiden Vorlaufermolekile der Glykoproteine Gn und Gc des Krim-
Kongo hamorrhagisches Fieber — Virus werden durch SKI-1 und &hnliche Proteasen
gespalten (SANCHEZ et al., 2006). AuBerdem spielt SKI-1 eine wichtige Rolle bei
der Spaltung und Inkorporierung des Glykoproteins des Lymphozytische
Choriomeningitis-Virus (LCMV) (KUNZ et al., 2003).
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Neben den genannten zahlreichen zellassoziierten Funktionen spielen die SPCs und
verwandte Subtilasen also auch eine wichtige Rolle fir die Vermittlung viraler
Infektionen durch die gezielte Spaltung verschiedener viraler Glykoproteine.



38 MATERIAL UND METHODEN

3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 VERSUCHSTIERE

Als Versuchstiere wurden 30 Tage alte Lewis-Ratten aus der Nachzucht des
Tierbestandes des Institutes fir Virologie der Justus-Liebig-Universitit GieBen
verwendet.

Die BDV-infizierten und ,Mock*infizierten Tiere sowie die Kontrolltiere wurden
voneinander getrennt in Gruppenkafigen (Makrolon®) bei einem Tag-/Nacht-
Rhythmus von 12 Stunden in gleichartig ausgestatteten Raumen des Institutes fir
Virologie der Justus-Liebig-Universitat GieBen gehalten. Die relative Luftfeuchte
betrug 55+10%, und die Raumtemperatur wurde bei 20-24°C gehalten. Eine
BelUftung fand unter Vermeidung von Zugluft statt, und die Beleuchtung erfolgte
durch Neonrdhren. Wasser und pelletiertes Fertigfutter (Altromin®, Diatfutter flr
Zuchttiere) standen ad libitum zur Verfligung.

3.2 VIRUSPRAPARATION

Zur Infektion wurde eine dreimal in adulten Lewis-Ratten passagierte
Viruspraparation des GieBener Stammes He/80 (5/25/92) verwendet, der
freundlicherweise von PD Dr. J. A. Richt, Institut flr Virologie, Justus-Liebig-
Universitat Giessen zur Verfligung gestellt wurde. Es wurde eine 10%ige
Gehirnsuspension in DMEM-Medium mit 2%FKS hergestellt. Daflir wurden Gehirne
BDV-infizierter Tiere steril entnommen, per Ultraschall homogenisiert und
anschlieBend  abzentrifugiert. Der 1:10  verdinnte  Uberstand  (100pl
Gehirnsuspension verdiinnt mit 900ul DMEM 2% FKS) wurde dann zur Infektion
verwendet. Der Virustiter betrug etwa 10°1Dso/ml.

3.3 VERSUCHSDURCHFUHRUNG
3.3.1 Infektion der Versuchstiere

Alle Arbeiten mit den Versuchstieren wurden mit Einweghandschuhen und einer

Schutzmaske durchgeflhrt. Der Arbeitsbereich sowie alle mit den Tieren in Kontakt
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kommende Materialien wurden mit 1%igem VennoVet 1 super (Menno Chemie) bei
einer Einwirkzeit von zwei Stunden bei Raumtemperatur desinfiziert.

Die Tiere wurden im Alter von 30 Tagen durch die Injektion von 0,1 ml der 1:10
verdinnten Viruspraparation infiziert. Die Injektion erfolgte in die linke vordere
GroBhirnhemisphare unter Ketanest®-Narkose (40mg/kg Ketamin). Verwendet
wurden sterile, pyrogenfreie Einmalkandlen der Firma Terumo, GréBe 0,45 x 23 mm.
(Antrag des Tierversuches "Induktion der Bornaschen Krankheit", Az. Gl 18/7 Nr.
11/2000 vom 08.06.1994).

3.3.2 Kontrollen

Zur Kontrolle wurden Tiere mit 0,1 ml einer 1:10 verdinnten Gehirnsuspension
(100ul  Gehirnsuspension verdinnt mit 900yl DMEM 2% FKS), die aus
Gehirnmaterial nicht infizierter Ratten hergestellt wurde, gleichartig inokuliert (,Mock-

Infektion). Nicht infizierte adulte Lewis-Ratten (n=3) stellten weitere Kontrollen dar.
3.33 Klinik, Probenentnahme und Versuchsablauf

Die Tiere wurden wahrend der Dauer des Versuchs zweimal pro Woche
adspektorisch untersucht.

Die Tétung der Ratten erfolgte nach tiefer Ketanest®-Narkose (40mg/kg Ketamin)
durch  anschlieBende Dekapitation. Fir die histopathologischen  und
immunhistologischen Untersuchungen wurden je drei infizierte sowie ein Mock-
infiziertes Tieram 1., 3., 7., 12., 14., 18., 21./22., 24., 28., 31., 42., 50., 60., 75. und
90. Tag post infectionem (p.i.) getbtet (s. Tab. 2). Zusatzlich wurden drei nicht
infizierte Kontrolltiere im Alter von 3 Monaten getotet.
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Tab. 2: Zeitpunkte der Tétung post infectionem sowie Anzahl der Versuchstiere
Tage post BDV- Mock- | Tage post BDV- Mock-
infectione | infizierte | infizierte | infectione | infizierte | infizierte

m (Tpi) Tiere Tiere m (Tpi) Tiere Tiere

1 3 1 28 3 1

3 3 1 31 3 1

7 3 2 42 3 1
12 3 1 50 3 1
14 3 1 60 3 1
18 3 1 75 3 1
21 - 1 90 3 1
22 3 - nicht infizierte Kontrolltiere
24 3 1 3

3.4 PRAPARATION DER ORGANE

Die Gehirne wurden direkt nach der Tétung entnommen und sagittal in zwei Halften
geteilt. Die linke Halfte wurde in 10%igem, nicht gepuffertem Formalin Gber Nacht bei
Raumtemperatur fixiert. Die rechte Hélfte wurde transversal in 5 Ebenen geschnitten
und die erhaltenen Gehirnscheiben jeweils in Tissue-Tek® Compound eingebettet
und bei —80°C tiefgefroren. Aus den formalinfixierten Gehirnhélften wurden in 6 bis 8
Ebenen Coronarschnitte hergestellt. Diese Gewebeproben wurden anschlieBend 16
Stunden in der aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert und in Roti-Histol® mit Hilfe

eines Einbettautomaten bei 65°C in Paraffin eingebettet.
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3.5 UNTERSUCHTE GEHIRNREGIONEN

Die Schnittebenen der 6-8 Coronarschnitte entsprachen weitgehend folgenden
Ebenen nach PAXINOS und WATSON (1998) (s. Abb. 3):

Schnitt- Bregma* Interaural** Schnitt- Bregma* Interaural**

ebene ebene

A 6,70mm  15,70mm E -3,30mm  5,70mm
B 3,70mm 12,70mm F -5,20mm  3,80mm
C 0,48mm  9,48mm G -7,80mm  1,20mm
D -1,30mm 7,70mm H -11,60mm -2,60mm

*Bregma = Schnittpunkt der Sagittalnaht des Schadels mit dem Mittelpunkt der Coronalnaht
*“*|nteraural = Linie zwischen den beiden duBeren Offnungen der kndchernen Gehdrgange
Definitionen nach PAXINOS und WATSON (1998).

Abb. 3: Schema der Schnittebenen nach PAXINOS und WATSON (1998)

Folgende Gehirngebiete und -strukturen wurden in die Untersuchungen einbezogen,
sofern sie anhand der Gewebeschnitte eindeutig ansprechbar waren:

1. Bulbus olfaktorius

2. Neocortex
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3. Corpus callosum

4. Corpus amygdaloideum (Amygdala)

5. Ammonshorn, unterteilt in
5.a CA1

5b CA2

5.c CA3

5.d Gyrus dentatus

6. N. caudatus/ Putamen

7. Thalamus

8. Hypothalamus

9. Mesencephalon

10. Cerebellum
11. Medulla oblongata
12. Ependym

13. Leptomeninx

3.6 HISTOPATHOLOGISCHE PRAPARATION

Von den Gewebeblécken wurden 4um dicke Schnitte angefertigt und auf Starfrost®

Objekttrager aufgezogen. AnschlieBend wurden die Schnitte mit Hamatoxylin-Eosin

(H&E) gefarbt (ROMEIS, 1989).

3.7 AUSWERTUNG

Die Auswertung der einzelnen histopathologischen Veranderungen im Gehirn

erfolgte semiquantitativ nach den unten genannten Kriterien, wobei entzliindliche

sowie degenerative Veranderungen wie folgt charakterisiert wurden:

1. Entziindliche Veridnderungen: |2. Degenerative Verdnderungen:

o Infiltrate: -perivaskular
-meningeal
-parenchymal

e Astrogliose

e Satellitose

Hydrocephalus internus

Neuronennekrosen
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Die histopathologischen Veranderungen wurden in verschiedenen
VergrdBerungsstufen beurteilt. Zuséatzlich wurde der Grad der Entziindung pro Tier
und Zeitpunkt p.i. insgesamt bewertet. Das Ausmaf der Veranderungen wurde nach
folgendem SchllUssel bewertet:

0 = keine Veranderungen

1 = geringgradige Veranderungen: bei der Mehrzahl der Infiltrate bis zu 15
Zellen/Herd, perivaskular bis zu 1 Schicht von Entziindungszellen, leicht
erhdhte Zellularitat (Leptomeninx, Parenchym), vereinzelte Herde, nur
einzelne Gehirngebiete betroffen, kaum bis geringgradige Astrogliose und
Satellitose, kein Hydrocephalus internus, vereinzelte Neuronennekrosen

2 = mittelgradige Veranderungen: bei der Mehrzahl der Infilirate 15-30
Zellen/Herd, perivaskuldar 1-2 Schichten von Entziindungszellen, deutlich
erhdhte Zellularitat (Leptomeninx, Parenchym), zahlreiche Herde, mehrere
Gehirngebiete betroffen, mittelgradige Atrogliose, Satellitose, kein bis

beginnender Hydrocephalus internus, vermehrt auftretende
Neuronennekrosen
3 = maximale Veranderungen: bei der Mehrzahl der Infiltrate Uber 30

Zellen/Herd, perivaskular mehr als 2 Schichten von Entziindungszellen, sehr
hohe Zellularitéat (Leptomeninx, Parenchym), viele groBe, evtl. konfluierende
Herde, gesamtes Gehirn betroffen, hochgradige Astrozytose, Satellitose,
ausgepragter Hydrocephalus internus, zahlreiche Neuronennekrosen

In einigen Fallen wurden auch Ubergange wie 0,5, 1,5 oder 2,5 angegeben.
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3.8 IMMUNHISTOLOGIE

3.8.1 ABC-Methode

Die BDV-spezifischen Antigene sowie die SPC6A - und SPC4-spezifischen Antigene
wurden mit Hilfe der von HSU et al. (1981) beschriebenen ABC-Methode

nachgewiesen.

3.8.2 Seren und Anti-Seren

1. Pferdeserum

"Horse Serum Donor Herd", B 15-023, PAA Laboratories GmbH, Linz, Australia
2. Schweineserum

"Porcine Serum Donor Herd", B 15-030, PAA Laboratories GmbH, Linz, Australia
3. Ziegenserum

"Goat Serum Donor Herd", G 6767, Sigma Chemical Co., St.Louis, USA

4. BDV-Antiseren

Der monoklonale Antikérper Bo18, gerichtet gegen das BDV-Nukleoprotein

(38/40kD), wurde freundlicherweise von Frau Dr. S. Herzog aus dem Institut fir
Virologie des Fachbereiches Veterindrmedizin der Justus-Liebig-Universitat GieBen
zur Verflgung gestellt.

Die polykonalen, monospezifischen Antikérper gegen das Matrixprotein des BDV
(16kD) und das Glykoprotein des BDV (94kD) wurden freundlicherweise von Herrn
PD Dr. J. A. Richt aus dem Institut fir Virologie des Fachbereiches Veterinarmedizin
der Justus-Liebig-Universitat GieBen zur Verfliigung gestellt. Der AntikGrper gegen
das BDV-GP wurde unter Verwendung eines 16 Aminosaure groBen Peptides
hergestellt, das im C-terminalen Bereich des Glykoproteins liegt (Position 287 bis
302). Dieses Peptid liegt in unmittelbarer Nahe zur der Spaltstelle, an der die
Proproteinkonvertase Furin das Glykoprotein in seinen C- bzw. N-terminalen Anteil
spalten kann (RICHT et al., 1998).

Herkunft, Spezifitdt und verwendete Verdinnungen der BDV-Antiseren sind in
Tabelle 3 dargestellt.
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5. SPC-Antiseren
Der gegen einen Peptidabschnitt (Basenpaar (bp) 492 bis 1320) des SPC6A

gerichtete polyklonale, monospezifische Antikérper wurde freundlicherweise von

Herrn Prof. Dr. W. Garten aus dem Institut flr Virologie der Philipps-Universitat
Marburg zur Verfligung gestellt.

Der polyklonale, monospezifische Antikbrper gegen einen Peptidabschnitt des SPC4
(bp 437 bis 1301) wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. W. Garten aus dem
Institut flr Virologie der Philipps-Universitat Marburg zur Verflgung gestellt. Beide
Peptidabschnitte  enthalten das  katalytische  Zentrum  der jeweiligen
Proproteinkonvertase (HALLENBERGER et al., 1996).

Eine Ubersicht (iber Herkunft, Spezifitat und verwendete Verdiinnungen der SPC-
Antiseren findet sich in Tabelle 3.

6. Saures Gliafaserprotein (GFAP) -Antiseren:

Zum Nachweis von zytoplasmatischem GFAP in Astrozyten wurde ein
monospezifisches, polyklonales Rinder-Gliafaserprotein-Antiserum aus Kaninchen
verwendet (Z0334, DAKO A/S, Danemark).

FOr die Doppelmarkierung zum gleichzeitigen Nachweis von GFAP und BDV-
Matrixprotein wurde ein monoklonales Human-Gliafaserprotein-Antiserum aus der
Maus benutzt (Maus-Anti-Human GFAP-Antikérper, Klon 6F2, M0761, DAKO A/S,
Danemark).

7. Kontrollseren

Als Kontrollserum fir die monoklonalen Antikérper Bo18 und Maus-Anti-Human
GFAP wurde ein monoklonaler Antikdrper von der Maus gegen Hihner T-Zellen
(CTL 1; HIRSCHBERGER et al., 1987) eingesetzt.

Als Negativkontrolle flr die monospezifischen, polyklonalen Antikérper wurde das
Serum gesunder Kaninchen verwendet, das nach dreistindigem Stehen durch
Zentrifugation fir 10 Minuten bei 1500 x g gewonnen wurde.

8. Sekundére Antiseren

FOr die monoklonalen Antikérper Bo18 und Maus-Anti-Human GFAP wurde als
Sekundéar-Antikdrper ein kommerziell erhaltlicher, biotinilierter Pferd-Anti-Maus-
Antikdrper verwendet (BA-2000, Vektor Laboratories, Burlingame, CA, USA). Fir alle
anderen polyklonalen Antiseren wurde ein ebenfalls kommerziell erhéltlicher
biotinilierter Ziege-Anti-Kaninchen-Antikérper benutzt (BA-1000, Vektor Laboratories,
Burlingame, CA, USA).
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9. Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (ABQ)
Es wurde das ABC-Kit Peroxidase Standard PK-4000 von Vektor Laboratories,

Burlingame, CA, USA verwendet.
10. Avidin-Biotin-Alkalische Phosphatase-Komplex (ABC-AP)

Es wurde das ABC-AP-Kit Alkaline Phosphatase Standard AK-5000 von Vektor
Laboratories, Burlingame, CA, USA verwendet.

Tab. 3: Herkunft, Spezifitdt und verwendete Verdiinnungen der priméren
Antiseren

Antikorper Verdiinnung / Spezifitat Herkunft

Behandlung

Monoklonale 1:500 in TBS 38/40kD BDV-Antigen | Dr. S. Herzog,

Antikdrper: Maus- GieBen

Anti-BDV-N Bo18

Maus-Anti-GFAP 1:20 in TBS Saures DAKO

Gliafaserprotein

Polyklonale
Antikérper:Kaninchen
-Anti-BDV-GP

1:800 in TBS mit 20%
SS

94kD BDV-Antigen

PD Dr. J. A. Richt,
GiefBen

Kaninchen-Anti-BDV-
M

1:200 in TBS mit 20%
SS

16kD BDV-Antigen

PD Dr. J. A. Richt,
Gief3en

Kaninchen-Anti-

1:400 in TBS mit 1%

bp 492 bis 1320 von

Prof. Dr. W. Garten,

SPC6A NGS SPC6A Marburg

Kaninchen-Anti-SPC4 | 1:200 in TBS mit 20% | bp 437 bis 1301 von | Prof. Dr. W. Garten,
SS/TAT SPC4 Marburg

Kaninchen-Anti- 1:500 in TBS mit 20% | Saures DAKO

GFAP

SS

Gliafaserprotein

SS: Schweineserum; NGS: "normal goat serum*, Ziegenserum; TAT: "tyramine amplified technique®,

Tyraminverstéarkung, s. 3.8.5

3.8.3

Durchfihrung der ABC-Methode mit monoklonalen Antikorpern

1. Aufziehen der 3-4um dicken Gehirnschnitte auf Super Frost Plus® Objekttrager

und Trocknen bei 60°C im Trockenschrank fiir 30 Minuten.

2. Entparaffinierung fir 10 Minuten in Roti-Histol®, dann Rehydrierung in der

absteigenden Alkoholreihe fir 2 x 3 Minuten in Isopropylalkohol und je 3 Minuten
in 96% und 80% Alkohol.
3. Hemmung der endogenen Peroxidaseaktivitat fir 30 Minuten in Methanol und

0,5% frisch zugesetztem H»O, (Perhydrol®).
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10.

11

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Umsetzen der Schnitte in "Tris buffered saline" (Tris-gepufferte Salzlésung,
TBS). Umranden der Gewebeschnitte auf dem Objekttrager mit einem DAKO-
Pen® und Auflegen auf Tabletts.

Schnitte 2 x 5 Minuten mit TBS waschen.

Blocken der unspezifischen Bindungsstellen mit unverdiinntem Pferdeserum flr
10 Minuten bei Raumtemperatur.

Absaugen des Pferdeserums, Auftragen des Primarantikérpers und Inkubation
uber Nacht bei 4 °C.

Absaugen des Primarantikérpers und Waschen der Schnitte 3 x 5 Minuten mit
TBS.

Auftragen des biotinilierten Sekundarantikdrpers (Pferd-Anti-Maus-IgG) in der
Verdinnung 9ul Antikérper (Ak) auf 1ml TBS wund Inkubation bei
Raumtemperatur fir 30 Minuten.

Avidin-Biotin-Komplex (ABC) 30 Minuten vor Gebrauch in einer Verdinnung von
9ul Avidin DH und 9ul biotinilierte Meerrettich-Peroxidase-H pro 1ml TBS

ansetzen.

. Sekundarantikérper absaugen und die Schnitte 3 x 5 Minuten mit TBS waschen.
12.
13.

ABC auftragen und die Schnitte fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.
ABC absaugen. Dann 2 x 5 Minuten mit TBS waschen, anschlieBend die
Schnitte in mit TBS gefillte Kivetten geben.
3,3’Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid-L6sung (DAB) in einer Verdinnung von
100mg DAB pro 200ml Imidazol/HCI-Puffer, pH 7,08 ansetzen, anschlieBend
filtrieren und 70ul 30%iges H,O. dazugeben (entspricht 0,01% H>O, in der
Endkonzentration). Die Schnitte fir 10 Minuten bei Raumtemperatur unter
Ruhren in DAB inkubieren.

Schnitte 3 x 5 Minuten in TBS spulen.

AnschlieBend 5 Minuten in Aqua dest. waschen.

Zur Gegenfarbung die Schnitte in Papanicolaou’s Hamatoxylin geben und ca. 20-
30 Sekunden farben.

Danach 5 Minuten in Leitungswasser blauen, anschlieBend fir etwa eine Minute
in Aqua dest. verbringen, um Uberschissige Farbe abzuspulen.

Dehydrieren der Gehirnschnitte in 3-Minuten-Schritten in der aufsteigenden
Alkohol-Reihe (50-, 70-, 80- und 96% sowie 2 mal Isopropylalkohol fir je 3

Minuten). Schnitte 3 x 3 Minuten in Roti-Histol® inkubieren.
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20. Eindecken in Xylol® unter Hilfe eines Eindeckgerates (Tissue-Tek®) mit
Coverslipping Film (Tissue-Tek® SCA™, 4770, Sakura).

3.84 Durchfihrung der ABC-Methode mit polyklonalen Antikorpern

1.-5. entsprechend der Schritte 1.-5. unter 3.8.3.

6. Das Blocken der unspezifischen Bindungsstellen erfolgt mit unverdiinntem
Schweineserum fir 10 Minuten bei Raumtemperatur. Bei Verwendung des
gegen das SPC6A-Antigen gerichteten Antikérpers wurde mit 10%
Ziegenserum in TBS flir 10 Minuten bei Raumtemperatur geblocki.

7. und 8. entsprechend 7. und 8. unter 3.8.3.

9. Auftragen des Sekundarantikdrpers (biotinilierter Ziege-Anti-Kaninchen-
Antikdrper) in der Verdinnung 9ul Ak auf 1ml TBS. Inkubation fir 30 Minuten
bei Raumtemperatur.

Die restlichen Schritte (10.-19.) erfolgen wie unter 3.8.3 angegeben.

3.8.5 Tyraminverstarkung

Zur Verstarkung des Signals wurde beim SPC4-Antikérper biotiniliertes Tyramin

eingesetzt (ADAMS, 1992). Die Immunhistologie wurde nach dem oben angefliihrten

Protokoll (s. 3.8.4) durchgefuhrt. Nach der Inkubation mit ABC erfolgte jedoch eine

Verstarkung des Signals mit biotiniliertem Tyramin wie folgt:

Zunéachst Durchfiihrung nach Protokoll Nr. 1. — 13.

1. 3 x Waschen der Gewebsschnitte mit TBS.

2. Tyramin-Lésung auftragen und fir 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubieren.

3. 3 x Waschen mit TBS.

AnschlieBend wurde wie im Protokoll beschrieben (Nr. 14. — 19.) weiter verfahren.

Zur Herstellung von biotiniliertem Tyramin wurden 100mg NHS-LS-Biotin (Pierce

Biotechnology, Perbio Science Deutschland GmbH, Pierce 21335) in 40ml

Boratpuffer gelést und 30mg Tyramin-HCI zugegeben, das Ganze wurde 12 Stunden

bei Raumtemperatur geschuttelt, filtriert und in "Aliquots” bei —20°C gelagert.
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Die verwendete Tyraminlésung bestand aus 5ul biotinilierten Tyramins, die mit 1ml
TBS-Puffer gemischt wurden. Kurz vor Gebrauch wurden 2ul H>Oo (30%)

zugegeben.

3.8.6 Doppelmarkierung

Die Doppelmarkierung wurde eingesetzt, um die Expression des BDV-Matrixproteins
(BDV-M) in Astrozyten nachzuweisen. Hierflr wurden Gehirnschnitte BDV-infizierter
Tiere zun&achst mit dem polyklonalen BDV-M-spezifischen Antikérper nach der ABC-
Methode inkubiert (s. 3.8.4). AnschlieBend wurden diese Schnitte mit einem
monoklonalen, = GFAP-spezifischen Antikérper nach der ABC-Alkalische
Phosphatase(AP)-Methode inkubiert.

1.-15. entsprechend der Schnitte 1.-15. unter 3.8.4

1. Blocken mit unverdiinntem Pferdeserum fir 10 Minuten bei Raumtemperatur.

2. Absaugen des Pferdeserums, Auftragen des Primarantikbrpers (monoklonaler
Maus-Anti-Human GFAP-Antikérper) und Inkubation tber Nacht bei 4 °C.

3. Absaugen des Primarantikérpers und Waschen der Gehirnschnitte 3 x 5 Minuten
mit TBS.

4. Auftragen des biotiniliertem Sekundarantikérpers (Pferd-Anti-Maus-IgG) in der
Verdinnung 9ul Antikérper auf 1iml TBS und Inkubation fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur.

5. Absaugen des Antikdrpers und erneute Inkubation des Sekundarantikdrpers
(Pferd-Anti-Maus-1gG) in einer Verdinnung von 18ul Antikérper pro 1ml TBS fir
10 Minuten bei Raumtemperatur.

Ansetzen der ABC-AP-Komplexe 30 Minuten vor Gebrauch:
Verdinnung a) 9ul Avidin DH, 9ul biotinilierte Alkalische Phosphatase H pro 1ml
TBS;

8. Verdinnung b) 18ul Avidin DH, 18ul biotinilierte Alkalische Phosphatase H pro
1ml| TBS).

9. Absaugen des Sekundarantikdrpers und Inkubation mit dem ABC-AP-Komplex
(Verdinnung a)) fir 30 Minuten bei Raumtemperatur.

10. ABC-AP absaugen und Schnitte erneut fir 15 Minuten mit ABC-AP-Komplex
inkubieren (Verdiinnung b)).
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11. Schnitte 3 x 5 Minuten mit TBS spdlen.

12. Objekttrager ca. 20 Minuten in der Neufuchsin-Entwicklungslésung unter
mikroskopischer Kontrolle inkubieren.

13. Waschen in TBS fir 2 x 5 Minuten.

14. Schnitte 2 x 5 Minuten in Aqua dest. spllen.

15. Eindecken der Schnitte per Hand mit Glycergel™ wasserléslich (DAKO).

3.8.7 Immunhistologische Kontrollen

Die Spezifitdt der immunhistologischen Reaktion zum Nachweis der BDV-
spezifischen Antigene, der SPC6A, der SPC4 und von GFAP wurde mit Hilfe der
unter 3.1.6.2 angegebenen Kontrollseren an Folgeschnitten der zum Nachweis oben
genannter Antigene verwendeten Gehirnschnitte CUGberprift. Zuséatzlich wurden
Gehirnschnitte von ,Mock*infizierten Tieren und nicht-infizierten Kontrolltieren
sowohl mit den primaren Antikdrpern als auch mit den Kontrollseren inkubiert.

Auf Positivkontrollen fur die BDV-spezifischen Antigene wurde verzichtet, da die
Versuchstiere definitiv BDV-infiziert waren (s. Nachweis von infektiésem Virus unter
3.1.8). Da SPC6A, SPC4 und GFAP konstitutiv im Gehirn vorkommen, dienten
sowohl die Gehirnschnitte der BDV-infizierten als auch die der ,Mock*infizierten
Tiere und die der nicht-infizierten Kontrolltiere als interne Positivkontrolle.

3.8.8 Auswertung der Immunhistologie

Als positiv bewertet wurden braune DAB-Prazipitate, die sich in einer Ebene mit dem
Gewebeschnitt befanden, und die in den Kontrollschnitten nicht vorhanden waren.
Bei der Doppelmarkierung (s. 3.1.6.6) wurden zusatzlich rote Neufuchsin-Préazipitate,
welche sich ebenfalls in einer Ebene mit dem Gewebsschnitt befanden und nicht in
den Kontrollschnitten auftraten, als positiv bewertet.

Die Reaktionen wurden in intranukleédre, zytoplasmatische Reaktionen und
Neuropilreaktionen unterteilt. Intranukleare DAB- bzw. Neufuchsin-Prézipitate stellten
sich zellgebunden und in Form eines bis mehrerer rundlicher Granula dar. In den
meisten Fallen war eine diffuse Reaktion im Karyo- bzw. Zytoplasma vorhanden.
Reaktionsprodukte im Perikaryon und in Fortsatzen von Neuronen wurden ebenfalls

als zytoplasmatische Reaktion angesprochen. Diffus oder disseminiert sternférmig-
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strahlig um eine Zelle auftretende braune bzw. rote Farbung ohne erkennbare
zellulare Zuordnung wurde als Neuropilreaktion bezeichnet.

Die Bewertung der immunzytochemischen Reaktion erfolgte bei den BDV- und SPC-
spezifischen Antiseren semiquantitativ nach Ausdehnung und Dichte (geschatzte
Zahl positiver Zellen/Gesichtsfeld, 20fache VergréBerung) der Reaktion flr die unter
3.1.4.1 genannten Gehirnlokalisationen. Dabei wurden die jeweiligen topographisch-

anatomischen Gegebenheiten berlicksichtigt. Folgendes Schema wurde dafiir

verwendet:
0 = keine Reaktion
1 = einzelne positive Zellen bzw. bis zu 15 positive Zellen pro Gesichtsfeld, nur

einzelne Gehirngebiete betroffen = schwache Reaktion

2 = 15-30 positive Zellen pro Gesichtsfeld, mehrere Gehirngebiete betroffen =
maBige Reaktion

3 = Uber 30 positive Zellen pro Gesichtsfeld, viele Gehirngebiete bzw. gesamtes

Gehirn betroffen = starke bis maximale Reaktion
In einigen Fallen wurden auch Ubergénge wie 0,5, 1,5 oder 2,5 angegeben.

Dieses Schema gibt keine Auskunft Uber die Intensitdt der Reaktion in der
Einzelzelle. Falls nicht anders erwahnt, wurden die Reaktionen in einer Gehirnregion
fur die Tiere eines Untersuchungstages gemittelt. War eine Gehirnregion in mehreren
Anschnitten getroffen, so wurde ein Mittelwert aus den Reaktionen angegeben.

Far die Hippocampusformation wurde, falls es anhand des Gewebeanschnittes
moglich war, eine Beurteilung einzelner Zellschichten bzw. einzelner zugehbriger
Areale vorgenommen.

Die Doppelmarkierung bzw. die immunhistologische Markierung von Astrozyten mit
Hilfe von GFAP-spezifischen Antikérpern wurden ausschlieBlich qualitativ beurteilt.

An Gehirngewebsschnitten BDV-infizierter Tiere einiger ausgewahlter Zeitpunkte (Tpi
14, 24, 42, 90) wurde zusatzlich eine quantitative statistische Auswertung
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vorgenommen. Hierzu wurden die immunhistologisch positiven Zellen im
Ammonshorn ausgezahlt und die Ergebnisse statistisch ausgewertet. Das
Ammonshorn erwies sich als die am besten geeignete Gehirnregion, denn zum einen
war es am Gewebeschnitt deutlich abgrenzbar und somit vermessbar, und zum
anderen war in diesem Gebiet sowohl BDV-N als auch BDV-GP exprimiert. Die
GroBe der Hippocampusformation wurde an jedem einzelnen entsprechenden
Gewebeschnitt mit Hilfe des Programms analySIS 2.02 der Firma SIS Enterprises
(Soft Imaging Software GmbH, Miinster) und Kamera und Adapter der Firma Kappa
Messtechnik, Gleichen, am Olympus Photo-Mikroskop MTV-3 BH-2 ausgemessen.
Die Ausmessung fand im Institut fir Veterinar-Anatomie der Justus-Liebig-Universitat
GieBen statt. Es wurden fir jeden eingesetzten BDV-spezifischen Antikérper alle
positiven Zellen innerhalb des vermessenen Gebietes gezahlt. Dabei wurde
unterschieden zwischen Zellen mit positiven Reaktionen im Kern, im Zytoplasma
oder in beiden Zellkompartimenten, und auch die Gesamtzahl von Zellen mit
positiver Reaktion wurde festgehalten.

Eine gleichartige Auszdhlung wurde auch nach der in situ - Hybridisierung

vorgenommen (s. 3.9.5).

3.9 IN SITU-HYBRIDISIERUNG

In der in situ—Hybridisierung (ISH) wurde mittels verschiedener Digoxigenin (DIG)-

markierter RNA-Sonden BDV-spezifische mRNA fir das BDV-Nukleoprotein (BDV-N)

und BDV-Glykoprotein (BDV-GP) nachgewiesen.

Im einzelnen wurden dazu folgende DIG-RNA-Sonden eingesetzt:

1. BDV-N: spezifisch flr die BDV-Nukleoprotein-mRNA bzw. genomische RNA

2. BDV-N: spezifisch fur die BDV-Glykoprotein-mRNA bzw. genomische RNA
des N-terminalen Abschnittes des BDV-GP (BDV-GP-N)

3. BDV-GP/C: spezifisch fur die BDV-Glykoprotein-mRNA bzw. genomische RNA
des C-terminalen Abschnittes des BDV-GP (BDV-GP-C)

3.9.1 Sondenherstellung

Als Ausgangsmaterial fir die Herstellung DIG-markierter RNA-Sonden fir BDV-GP-
spezifische mRNA diente Plasmid-DNA mit der kompletten BDV-GP-Gensequenz
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(Sindbis Vektor, Invitrogen®; Basensequenz p57, Accession-Nr. L27077 BLAST,
NCBI), die freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. W. Garten, Institut fir Virologie,
Philipps-Universitat Marburg zur Verfligung gestellt wurde.

Die DIG-markierten RNA-Sonden fir BDV-N-spezifische mRNA und genomische
RNA wurden von M. Christ, Arbeitsgruppe PD Dr. J.A. Richt, Institut fir Virologie,
Justus-Liebig-Universitat GieBen hergestellt und freundlicherweise zur Verfligung
gestellt (Gensequenz des BDV-Genoms, Accession-Nr. Gl 15718092 BLAST, NCBI).

3.9.1.1 PCR zur Amplifizierung spezifischer DNA-Fragmente

Zur Amplifikation von Genomabschnitten des BDV-GPs wurde die oben genannte
Plasmid-DNA verwendet. Im Bereich des Gens fir das BDV-GP (p57) wurden N-
terminal und C-terminal zwei verschiedene Abschnitte mit den Primerpaaren
p151/p152 (N-terminal) und p153/p154 (C-terminal) amplifiziert (Tabelle 4). Durch die
Wahl des 2. Primerpaares sollte ein Vergleich zwischen der Verteilung des BDV-GP-
Antigens in der Immunhistologie und der BDV-GP-mRNA in der ISH ermdglicht
werden, da hier Uberlappende Genbereiche untersucht wurden. Mit der DIG-
markierten RNA-Sonde BDV-GP/C kann der C-terminale Bereich des BDV-GP-Gens
detektiert werden (sowohl genomische als auch mRNA), dessen translatierter
Peptidabschnitt fir die Herstellung des polyklonalen BDV-GP-spezifischen

Antikdrpers verwendet wurde.

Tab. 4: Bezeichnung, Sequenz, Lange und Lokalisation der Primerpaare flr
das BDV-GP
. . . Lange | Lokalisation im Genom*

Primer Sequenz (5"~ 3) (Basen)| (Lénge Amplifikat)
p151 AAC TGG TTC TAC TGC TGC TC 20 358-673 (315bp);
p152 GGT AAC TAC CAT TCG CTA GG 20 N-terminal
p153 TCC TCC AGT CTCTGC TCC TA 20 821-1304 (483bp);
p154 CTG GTG TAT GGAAGG AGGTC 20 C-terminal

*Basensequenz p57, Accession-Nr. L27077 BLAST, NCBI

Die Komponenten wurden in der tabellarisch aufgelisteten Reihenfolge pipettiert
(Tabelle 5). Wahrend der einzelnen Pipettierschritte wurden die Proben auf Eis
geklhlt (1°C). Zur Durchfuhrung der Inkubationsschritte der PCR wurde der
Multicycler PTC 200 DNA Engine® (Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf)

verwendet.
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Tab. 5: PCR-Ansatz zur Amplifizierung spezifischer DNA-Abschnitte

Komponente |[Menge |Stammlésung | Gebrauchslésung | Hersteller
GeneAmp®

10xPCR-Puffer RNA PCR Core

(500mM  KCl, Kit Part No.

100mM  Tris- |20 10X 1 N808-0143,

HCI) Applied
Biosystems

MgCl, 4,0ul 25mM 5mM S.0.

dGTP

dTTP .

dATP je 1,0ul {10mM imM s.0.

dCTP

Ampli-Tag®

DNA- 0,25ul | 5U/ul 1,25U/ul S.0.

Polymerase

DEPC-Wasser |[33,75ul |- - -

Primer1 , MWG-Biotech

Primer?2 je 1,0ul | 15pmol/ul 0,3pmol/pl AG

Plasmid-DNA 0,36ng/ul, Prof. Dr. W.

(1:100, 1:1000 (1,0l 1,8ug/ul 0,036ng/ul oder Garten,

oder 1:10000) 0,0036ng/ul Marburg

1. 1min bei 94°C

2. 1min bei 50°C oder 55°C

3. 1min bei 72°C

4. 20min bei 72° zur Erzeugung von Poly-A-Schwanzen

5. 4°C bis zur Enthnahme aus dem Thermocycler; Lagerung bei -20°C bis zur

Verwendung

Die PCR-Produkte wurden auf ihre vorausberechneten Langen mittels horizontaler
Elektrophorese im  Tris-Borsdure-EDTA(TBE)-Puffer-Bad in  Ethidiumbromid-
impragnierten 2%igen Agarose/TBE-Puffer-Gelen tberpruft.

Dazu wurden 10ul PCR-Produkt und 2ul Elektrophorese-Farbstoff ("Loading Dye",
ABgene® House, Epsom, UK) in die "Slots" eines im TBE-Puffer-Bad gelagerten Gels
pipettiert. Die Auftrennung erfolgte bei 120V und 500mA fir 35 Minuten. Der Einsatz
einer DNA-Fragment-Leiter (100bp Leiter, ABgene® House, Epsom, UK) diente als
Referenzwert fir die Langenabschatzung der DNA.

Die Visualisierung erfolgte durch das BioDocAnalyze System® mit Biometra Ti5
Transilluminator und der Imaging and Image Analysis Software von Biometra
biomedizinische Analytik GmbH, Géttingen (s. Abb. 4).
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Abb. 4: PCR BDV-GP

0 11 12 13 14 15 16

480 bp
350 bp

bp: ,base pairs”, Basenpaare

Bahn Primerpaar Lokalisation = Plasmidverdiinnung Temp.

1 p151 + p152  N-terminal 1:100 50°C
p153 + p154  C-terminal 1:100 50°C
p151 + p152  N-terminal 1:100 55°C

4* p153 + p154  C-terminal 1:100 55°C

5* p151 + p152  N-terminal 1:1000 50°C
p153 + p154  C-terminal 1:1000 50C
p151 + p152  N-terminal 1:1000 55°C
p153 + p154  C-terminal 1:1000 55°C

9* p151 + p152  N-terminal 1:10000 55°C

10 p151 + p152  N-terminal 1:10000 50°C

12*  p153 + p154  C-terminal 1:10000 50°C

13 p151 + p152  N-terminal 1:10000 55°C

14 p153 + p154  C-terminal 1:10000 55°C

11 H.O
0,16 DNA-Fragment-Leiter (100bp Leiter, ABgene® House, Epsom, UK)
bp: ,base pairs”, Basenpaare
*In die Klonierung wurden folgende vier PCR-Produkte eingesetzt:
1. PCR-Produkt Nr. 4, C-terminal, ca. 480bp
2. PCR-Produkt Nr. 5, N-terminal, ca. 350bp
3. PCR-Produkt Nr. 9, N-terminal, ca. 350bp
4. PCR-Produkt Nr. 12, C-terminal, ca. 480bp
Fiir die Klonierung wurde das TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing (Invitrogen BV,
Groningen, Niederlande) verwendet (Reagenzien s. Anhang).
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3.9.1.2 Herstellung von Luria-Bertani (LB) -Medium und —Platten sowie

Vorbereitung fiir die chemische Transformation

LB-Medium und LB-Agarplatten wurden flr das Anzlichten der kompetenten E.coli-
Zellen nach der chemischen Transformation benétigt. Das LB-Medium wurde aus
den Komponenten Pepton, Hefeextrakt und NaCl (s. Tab. 6) wie nachfolgend

beschrieben hergestellt.

Tab. 6: Zusammensetzung des Luria-Bertani-Mediums

Komponente Konzentration | Hersteller [Bestell-Nummer]

Pepton von 1% Serva, Boehringer Ingelheim, Bioprodukt

Kasein Partnership, Heidelberg [48600]

Hefeextrakt 0,5% Serva [24540]

NaCl 1% Merck Eurolab GmbH, Darmstadt
[1.06404.1000]

Herstellung von 1 Liter LB-Medium:

1. 10g Pepton, 5g Hefeextrakt und 10g NaCl in 800ml Aqua dest. auflésen; pH-
Wert der Lésung mit 5% NaOH auf 7,0 einstellen; Aufflllen mit Aqua dest. auf 1
Liter.
Autoklavieren fir 20 Minuten bei 121 °C.
Lésung bei Raumtemperatur auf 55°C abkihlen lassen; Zugabe von 60mg
Ampicillin (Sigma) gelést in 1,5ml Aqua dest..

4. Lagerung bei +4°C.

Schritte zur Herstellung von LB-Agarplatten:

1. entsprechend Schritt 1. der Herstellung von LB-Medium.

2. Zugabe von 15¢g/I Agar (DIFCO-Laboratories, USA).

3. Autoklavieren fir 20 Minuten bei 121 °C.

4. Lésung bei Raumtemperatur auf 55°C abklhlen lassen; Zugabe von 60mg
Ampicillin (Sigma) gelést in 1,5ml Aqua dest..

5. 10mm dicke Platten (Durchmesser 10cm) gieBen und ausharten lassen,
Umdrehen.

6. Lagerung bei +4°C im Dunkeln.
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Die Vorbereitung fir die chemische Transformation der kompetenten E.coli-Zellen
erfolgte nach Angaben des Herstellers (One Shot® TOP10 Chemically Competent
E.coli TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing, Invitrogen BV, Groningen,
Niederlande).

3.9.1.3 Ligation des PCR-Produkts mit dem pCR®4-TOPO® Vektor

Ansatz 1 und 2 wurden nach Tabelle 7 pipettiert, vorsichtig gemixt und 5 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert.

Tab. 7: Zusammensetzung der Reaktionsansatze
Komponenten Ansatz 1| Ansatz 2

Frisches PCR-Produkt |1,0ul 4,0l

Salz-Lésung 1,0pl 1,0pl

steriles Wasser ad 5,0ul | 3,0ul -

pCR®4-TQPQ® Vektor | 4 ,opl 1,0l
(Invitrogen®)

Die Proben wurden bis zur chemischen Transformation auf Eis gelagert.
3.9.14 Chemische Transformation

1. 2l der jeweiligen TOPO® Klonierungs-Reaktion aus 3.9.1.3 (TOPO TA Cloning®
Kit for Sequencing, Invitrogen BV, Groningen, Niederlande) in je ein Flaschchen
One Shot® TOP10 Chemically Competent E.coli geben (s. 3.9.1.2) und vorsichtig
mischen (nicht auf- und abpipettieren, nur langsam schwenken).

Inkubation der Zellen fir 15 Minuten auf Eis.
Inkubation der Zellen fiir 30 Sekunden bei 42°C (Hitzeschock), sofortiges
Uberfiihren der Réhrchen auf Eis.

4. Zugabe von 250ul SOC Medium (Invitrogen®) bei Raumtemperatur je Rohrchen
und vorsichtiges VerschlieBen der Rdéhrchen.

Inkubation bei 37 °C flir eine Stunde (horizontal liegend, geschittelt bei 200rpm).
Pro Ansatz einmal 30ul und einmal 100ul des Transformationsproduktes (s. 1.)
auf je einer vorgewarmten LB-Agarplatte ausstreichen.

7. Inkubation Uber Nacht bei 37°C im Warmeschrank.
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8. Aufnehmen von einer deutlichen Einzelkolonie* mit 1-2mm Durchmesser und
einbringen in einzelne 14ml-Glasréhrchen mit je 5ml flissigem LB-
Medium/Ampicillin.

9. Kultivierung tber Nacht bei 37°C und 200rpm im Schittler.

*Aus der Klonierung des PCR-Produktes Nr.4 wurden 3 Klone gepickt (gp4/I1, gp4/Ill, gp4/1V).
Aus der Klonierung des PCR-Produktes Nr.5 wurden 3 Klone gepickt (gp5/1l, gp5/11l, gp5/IV).
Aus der Klonierung des PCR-Produktes Nr.9 wurden 3 Klone gepickt (gp9/1, gp9/1ll, gp9/IV).
Aus der Klonierung des PCR-Produktes Nr.12 wurden 4 Klone gepickt (gp12/1, gp12/Il,
gp12/1Il, gp12/1V).

Siehe hierzu auch Tabelle 8.
3.9.1.5 Plasmid-Eluierung

Die Isolierung der Plasmid-DNA aus den chemisch kompetenten E.coli-Zellen (s.
3.9.1.2) erfolgte mittels des NUCLEOBOND® Kit AX20 zur Aufreinigung von Plasmid
DNA (Macherey-Nagel) nach Anweisungen des Herstellers.
1. Pipettieren von 1,5ml der Bakterienkultur (s. 3.9.1.4, 8.) in 2mlI-Réhrchen und
Zentrifugieren bei 3000 x g fir 10 Minuten bei 4°C.
Resuspension des Zellpellets in 0,6ml Puffer S1.
Zugabe von 0,6ml Puffer S2; Mischen der Suspension durch sofortiges, 6-8-
maliges Umdrehen der Réhrchen.
Inkubation far 5 Minuten bei Raumtemperatur (Zellaufspaltung).
Zugabe von 0,6ml Puffer S3; Mischen der Suspension durch sofortiges, 6 - 8-
maliges Umdrehen der Roéhrchen bis zur Entstehung einer homogenen
Suspension.
Inkubation far 5 Minuten auf Eis (Fallung der chromosomalen DNA).
Zentrifugieren fir 15 Minuten (12000 x g) bei 4°C; vorsichtiges Abnehmen des
klaren Uberstands direkt vom weiBen Prézipitat (Kl&ren des Bakterienlysats).
Aquilibrierung der NUCLEOBOND®AX Patrone mit 1ml Puffer N2.
Pipettieren des Uberstands aus 7. (Bakterienlysat) auf &aquilibrierte
NUCLEOBOND®AX Patrone (Adsorption).
10. Waschen der NUCLEOBOND®AX Patrone mit 3 x 1ml Puffer N3.
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11. Einsetzen der NUCLEOBOND®AX Patrone in ein neues 1,5ml
Mikrozentrifugengefal.

12. Pipettieren von 1ml Puffer N5 auf die NUCLEOBOND®AX Patrone und
Auffangen des Eluats im 1,5 ml Mikrozentrifugengefa3 (Elution der Plasmid-
DNA).

13. Prazipitieren der gereinigten Plasmid-DNA durch Zugabe von 0,9ml
raumtemperiertem Isopropanol und sofortiges Zentrifugieren fir 30 Minuten bei
15000 x g und 4°C.

14. Waschen der DNA mit 0,6 ml auf 4°C gekihltem 70%igem Ethanol.

15. Zentrifugieren flr 10 Minuten bei 15000 x g und 4°C.

16. Trocknen flr 5 Minuten bei Raumtemperatur.

17. Resuspension des DNA-Pellets in 25ul DEPC-Wasser.

AnschlieBend wurde die Konzentration an DNA photometrisch bestimmt. Von den
Klonen wurden jeweils die mit der am besten geeigneten DNA-Konzentration fir die

weitere Sondenherstellung ausgewahilt (s. Tab. 7).

Tab. 8: Photometrische Messung der DNA-Konzentration der einzelnen Klone
nach Plasmid-Eluierung
Klon Konzentration C- oder N- terminal
pg/pl

gp4/1 135 C-terminal

gp4/lll 665 C-terminal

gp4/IV 13 C-terminal

gp5/Il 143 N-terminal

gp5/1l 125 N-terminal

gp5/1V 173 N-terminal

gp9Y/I 105 N-terminal

gp9/lll 200 N-terminal

gp9/IV 163 N-terminal

gp12/1 763 C-terminal

gpi2/li 328 C-terminal

gpi2/1l 525 C-terminal

gp12/IV 218 C-terminal

Konzentration: photometrisch gemessene Plasmid-DNA-Konzentration in pg/ul nach Resuspension;

C-/N-terminal: Lokalisation des klonierten DNA-Abschnittes im BDV-Genom
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3.9.1.6 Restriktionsverdau und Priafung der Insert-Lange

Um die Insert-Langen im jeweiligen Plasmid zu dberprifen, wurde ein
Restriktionsverdau mit EcoRI durchgefihrt, da es an beiden Enden des Inserts
ansetzen konnte (siche Vektorkarte des TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing
Invitrogen BV, Groningen, Niederlande).

In den Verdau wurden pro Ansatz ca. 0,5ug Plasmid-DNA eingesetzt. Diese wurde
mit 1ul Restriktionsenzym und 2ul Puffer versetzt und mit sterilem Wasser auf ein
Gesamtvolumen von 20ul aufgeflllt. AnschlieBend folgte eine Inkubation von 1,5
Stunden bei 37 °C.

Die Reaktion wurde dann mit 2ul EDTA abgestoppt und die Probe wie oben
beschrieben im 2%igen Agarosegel auf ihre Lange Uberpruft.

Dabei konnten Inserts der Klone gp4/Il, gp5/Il, Ill, 1V, gp9/l, lll, IV und gp12/IV in
korrekter Lange nachgewiesen werden (s. Abb. 5).

Abb. 5: PCR BDV-GP-Klone nach Plasmid-Eluierung (EcoRI-Verdau)
2. 3.4 Gt 9

= : — — =

Bahn Klon Bahn Kilon

0 DNA-Fragment Leiter 7 gp9/Ill

1 gp4/I* 8 gp9/IV
2 gp4/Ill 9 gp12/l

3 gp5/1l 10 gp12/l
4 gp5/11* 11 gpi2/Il
5 gp5/IV 12 gp12/Ilv*
6 gp9/I*

*wurde zur Transformation eingesetzt
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3.9.1.7 Transformation und Sequenzierung

Um einen gréBeren Vorrat an Ausgangsmaterial flir weitere Sondensynthesen zu
haben, wurden die Uberpriiften Inserts in Library Efficiency® DH5a™ Competent
Cells (Life Technologies, Invitrogen®) transformiert und vermehrt. Dazu wurden

1 - 10ng/pl der Plasmid-DNA aus der Klonierung mit dem pCR®4-TOPO® Vektor
(Invitrogen®) eingesetzt.

Transformation:

1. Bendtigte Menge an DH5a™Competent Cells in "Aliquots" zu je 100ul aufteilen
und in 1,5ml MikrozentrifugengefaBe auf Eis geben.

1ul der Probe mit 1 - 10ng DNA pro 100ul Zellen hinzufligen, vorsichtig mischen.
Inkubation auf Eis fiir 30 Minuten.

Hitzeschock flr 45 Sekunden bei 42 °C; nicht schitteln.

MikrozentrifugengefaBe fir 2 Minuten auf Eis geben.

250ul SOC Medium (Raumtemperatur) zugeben.

Far 1 Stunde bei 37°C und 225rpm schutteln.

Je 50ul der Zellsuspension auf LB-Agarplatten ausstreichen und Gber Nacht bei
37°C inkubieren.

AnschlieBend wurde weiter verfahren wie unter 3.9.1.5 (Plasmid-Eluierung) und
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3.9.1.6 (Restriktionsverdau) beschrieben. Das bedeutet, es wurde erneut die
Plasmid-DNA eluiert und anschlieBend die Konzentration wie oben beschrieben

gemessen (s. Tab. 9).

Tab. 9: Photometrische Messung der DNA-Konzentration der Plasmide nach
der Transformation DH5a™Competent Cells
Plasmid Konzentration C- oder N-terminal
pg/pl

gp4/1-1 658 C-terminal

gp4/1-2 673 C-terminal

gp5/111-1 108 N-terminal

gp5/111-2 80 N-terminal

gp9/I-1 2278 N-terminal

gp9/1-2 220 N-terminal

gp12/1V-1 725 C-terminal
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Tab. 9 (Fortsetzung)

Plasmid Konzentration C- oder N-terminal
pg/pl
gp12/IV-2 600 C-terminal

Konzentration: photometrisch gemessene Plasmid-DNA-Konzentration in pg/ul nach Resuspension;
C-/N-terminal: Lokalisation des Plasmid DNA-Abschnittes im BDV-Genom

In der anschlieBenden Uberpriifung der Insert-Langen der Plasmide der DH5a™
Competent Cells (Life Technologies) durch Gelelektrophorese konnten bei allen
Plasmiden deutliche Banden mit der korrekten Basenpaarlange festgestellt werden.
Von diesen Proben wurden zur Uberpriifung der Inserts mindestens 3ug zur
Sequenzierung an SeqglLab (Sequence Laboratories Géttingen GmbH) geschickt: Als
Referenz diente ,Borna disease virus isolate RW98 glycoprotein mRNA*®, Accession
Nr. AF158633, 1512bp, VRL 22-JUL-1999 (PLANZ et al., 1999).

Tab. 10: Grad der

Einbaurichtung der Inserts

Ubereinstimmung mit dem Referenzgenom und

Plasmid eingeschickte Ubereinstimmung Einbaurichtung
Menge mit Referenzgenom

gp4/I-1* 5l 99% +/+

gp9/I-1* 1l 100% +/+

gp12/IV-2 5ul 99% +/-

* Die Sequenzen der Inserts, die zur Sondenherstellung verwendet wurden, sind im Anhang unter 9.3
aufgefihrt.

eingeschickte Menge: Das Volumen geldster Plasmid-DNA, welches ungefédhr 3ug entspricht.
Einbaurichtung: gibt an, in welcher Richtung die DNA-Abschnitte in die Plasmid-DNA eingebaut

wurden.

3.9.1.8 PCR zur Amplifizierung sequenzierter Inserts

Zur Amplifizierung der sequenzierten Inserts wurde erneut eine PCR durchgefihrt.
Hierbei war auf die richtige Auswahl an Primern je nach Einbaurichtung der Inserts
zu achten. Der PCR-Ansatz und die Durchfiihrung erfolgten wie unter 3.9.1.1

angegeben, jedoch ohne den Schritt 3.




MATERIAL UND METHODEN 63

Es wurden folgende Primer eingesetzt:

1. M13R + S

2. M13R + as

3. M13F + S

4. M13F + as

5. M13F + M13R

6. S + as

7. H.O

8. GAPDH S + as
9. H.O S + as

Fir den Klon gp4 (C-terminal) wurde die Primerkombination p153(s)/p154(as) und far
den Klon gp9 (N-terminal) p151(s)/p152(as) eingesetzt. M13Forward und
M13Reverse (TOPO TA Cloning® Kit, Invitrogen, Niederlande) konnten als "universal
primer" bei beiden eingesetzt werden.

Zur in vitro Transkription/Sondensynthese wurden eingesetzt:

1. gp4: PCR-Amplifikate aus den Primerkombinationen 2. und 3.

2. gp9: PCR-Amplifikat aus der Primerkombination 5.

3.9.1.9 in vitro-Transkription und Digoxigenin-Markierung

Zur Herstellung DIG-markierter RNA-Sonden wurde die in vitro-Transkription mit dem
,DIG RNA Labeling Kit* (T3/T7) (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) nach
Anweisungen des Herstellers durchgefihrt (Ansatz s. Tabelle 10). Da die RNA-
Polymerasen an den T3 bzw. T7-Bindungsstellen mit der Transkription beginnen, ist
die DIG-markierte RNA um 36 Basen langer als die Insert-RNA.

Um die einzusetzende Menge des PCR-Produktes errechnen zu kénnen, wurden die
PCR-Produkte aufgereinigt und erneut die OD gemessen:

gp4, PCR-Produkt 2.: 150ng/pl

gp4, PCR-Produkt 3.: 200ng/ul

gp9, PCR-Produkt 5.: 53ng/ul
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Die folgenden Reagenzien werden in MikrozentrifugengefaBe auf Eis pipettiert (s.
Tabelle 11):

Tab. 11: Ansatz fir die In vitro Transkription
Reagenzien Endkonzentration Volumen
gp4, 2.: 1ul
PCR-Produkt (100-200ng) - gp4, 3.: 1yl
gp9, 5.: 3ul
10mM ATP, CTP und GTP,
10x DIG RNA labeling mix 6,5mM UTP, 3,5mM 2ul
DIG-11-UPT (pH 7,5 (20°C))
10x Transcription buffer Komponenten s. Anhang 2 ul
DEPC-Wasser ad 18pl - Xul
RNA Polymerase (T3 flir gp4, 2. und
20 U/pl 2 ul
gp9; T7 fur gp4, 3. und gp9)

1. Mischen; kurzes Zentrifugieren; Inkubation fiir 2 Stunden bei 37 °C.
2. Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von 2ul 0,2M EDTA (pH 8,0; s. Anhang)
pro Tube.

Zur Ausféllung der RNA-Transkripte wurde ebenfalls nach den Angaben des

Herstellers verfahren.

Ethanol-Fallung:

1. Zugabe von 2,5ul 4M LiCl und 75 pul gekiihltem (-20°C) 100% Ethanol zu jedem
Tube, gut mischen.

2. Prézipitieren durch Lagerung bei -80°C fir 30 Minuten; Zentrifugieren bei 13000
x g far 15 min bei 8°C.

3. Verwerfen des Uberstandes; Waschen der Pellets mit je 50l eiskaltem 70%
Ethanol; Zentrifugieren bei 13000 x g flir 5 Minuten bei 8°C.

4. Verwerfen des Uberstandes; Trocknen der Pellets und Auflésen in 100pl DEPC-
Wasser (s. Anhang).

5. Aliquotieren zu je 10ul und bei -70°C einfrieren.

Die Merkmale der in der in vitro-Transkription hergestellten DIG-markierten Sonden

sind in Tabelle 12 zusammenfassend dargestellt.
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Tab. 12: Lange, Bezeichnung, Herkunft und Polaritat der BDV-GP-Sonden

Sondenbezeichnung | Herkunft Eylc;nerase ?&g;ﬂi’;ge
BDV-GP/N as gp9/I T3 316b + 36b
BDV-GP/N s gp9/I T7 316b + 36b
BDV-GP/C as gp4/| T3 484b + 36b
BDV-GP/C s gp4/| T7 484b + 36b

Als antisense (as)-Sonde wurde der zur viralen mRNA komplementare Strang bezeichnet, diese
entspricht selbst der Sequenz der genomischen RNA. Als sense (s)-Sonde wurde der zur
genomischen Virus-RNA komplementére Strang bezeichnet, sie entspricht selbst der Sequenz der
mRNA/cRNA.

Sondenbezeichnung: beinhaltet Angabe, ob C- oder N-terminal im BDV-GP-Genom, und ob es sich
um die as oder s Sonde handelt; Herkunft: gibt den Klon bzw. das Plasmid an, aus dem die Sonde

hergestellt wurde.

3.9.2 Durchfiihrung der RNA-in situ-Hybridisierung

Far die ISH wurden folgende DIG-markierte RNA-Sonden eingesetzt:

1. BDV-Nukleoprotein: a) BDV-N as und BDV-N s

2. BDV-Glykoprotein: a) BDV-GP/N as und s (N-terminal)

b) BDV-GP/C as und s (C-terminal)

Die Durchfuhrung der ISH erfolgt entsprechend dem Protokoll nach ZURBRIGGEN
et al., 1993; GAEDKE et al., 1997. Alle L6sungen und Puffer (s. Anhang) wurden vor
Gebrauch autoklaviert, soweit nicht anders angegeben, und die Glaswaren
sterilisiert.
Falls eine andere Temperatur als die Raumtemperatur (RT) erforderlich war, so
wurden die entsprechenden Lésungen im Wasserbad vorgewarmt und die Schnitte
anschlieBend in der Standkivette im Wasserbad inkubiert. Teilweise wurde auch in
einer feuchten Kammer im Warmeschrank inkubiert. Nachfolgend sind nur die von
der RT abweichenden Temperaturen erwdhnt. Die Durchfihrung der ISH fand
generell in der Standkivette statt, abweichende Inkubationen sind angegeben. Falls
nicht anders angegeben, wurden die Reagenzien und Puffer in einem Volumen von
je 60ml/Standkiivette verwendet. Die Konzentrationen, in denen die DIG-markierten

RNA-Sonden eingesetzt wurden, sind in Tabelle 13 aufgefihrt.
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Tab. 13: In der ISH eingesetzte Konzentrationen der einzelnen BDV-Sonden
eingesetzte

Sonde Konzentration pro
100ul HB-Mix

BDV-Ns 3ul

BDV-N as 3ul

BDV-GP/N as |5ul

BDV-GP/N s [1ul

BDV-GP/C as |5ul*

BDV-GP/C s | 5ul/*

*: Die BDV-GP/C-Sonden wurden 1:2 mit
DEPC-Wasser vorverdinnt
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10.

11.

12.

Aufziehen der 3 - 4pm dicken Gehirnschnitte auf Super Frost Plus® Objekttrager
und trocknen bei 60°C im Trockenschrank fir 30 Minuten.

Entparaffinierung der Schnitte in Xylol-Ersatz (Roti-Histol®) fiir 3 x 5 Minuten,
anschlieBend in Isopropanolol, 96%igem und 70%igem Alkohol und in Aqua
bidest/DEPC fir je 5 Minuten. AnschlieBend fir eine Minute in Aqua
bidest/DEPC und zuletzt fir 5 Minuten in 1XxPBS inkubieren.

Aufschluss der Zellmembran mit Hilfe von 0,2M HCI far 20 Minuten.

Waschen in 2xSSC + 5mM EDTA bei 50°C fir 2 x 30 Minuten.

Proteolytische Vorbehandlung mit 1ug Proteinase K/ml fiir 15 Minuten bei 37 °C.
Abstoppen der Proteolyse durch 0,2%iges Glycin-PBS fir 5 Minuten.
Nachfixierung in 4%igem PFA fir 4 Minuten.

Zweimaliges Waschen der Schnitte fir je eine Minute mit 1xPBS und
anschlieBend fir 15 Minuten in 1XxPBS + 5mM MgCl,.

Acetylierung der Schnitte in 0,25%igem Acetanhydrid in 0,1M Triethanolamin, pH
7,5, far 10 Minuten.

Waschen der Schnitte in 1xPBS 2 x eine Minute und anschlieBend Inkubation in
1xPBS fir 15 Minuten.

Prahybridisierung  fir  mindestens eine  Stunde bei 52°C  mit
Prahybridisierungsmix (PHB-Mix).

Hybridisierung flur 16 Stunden bei 52°C in der feuchten Kammer mit

Hybridisierungsmix (HB-Mix). Dazu werden die Schnitte einzeln waagerecht
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gelegt, mit 20 - 30pl des HB-Mix iiberschichte, mit Gel-bond® Film bedeckt und
mit Fix-0-gum® abgedichtet.

13. Nach dem Entfernen von  Gel-bond®® Fim und  Fix-o-gum®
Posthybridisierungswaschung der Schnitte in der Standkiivette. bei 42°C mit
6xSSC + 45%igem Formamid 2 x 15 Minuten und danach bei RT mit 2xSSC 2 x
5 Minuten.

14. RNAse-Behandlung bei 37°C fir 30 Minuten.

15. Waschen fur 2 x 5 Minuten mit 2xSSC und 2 x 15 Minuten bei 50°C mit 0,2xSSC.

16. FUr eine Minute waschen in Puffer 1 (s. Anhang).

17. Inkubation der Schnitte in Puffer 2 (Blocking-Lésung) fur 30 Minuten.

18. Auftragen der anti-DIG-Antikérper-Lésung (s. Anhang). Dafir werden die
Schnitte erneut waagerecht gelegt, die Objekttrager (OT) abgetrocknet und die
Gewebe mit DAKO-PEN® an den kurzen Seiten der OT abgedichtet. Inkubation
flr 2 Stunden in der feuchten Kammer.

19. Zweimaliges Waschen fir je 15 Minuten in Puffer 1 in der Standkuvette.

20. 2 Minuten waschen in Puffer 3 (s. Anhang).

21. Inkubation der Schnitte in der Farbreaktionslésung (s. Anhang) nach
Sichtkontrolle fir 6 Stunden im Dunkeln.

22. Abstoppen der Farbereaktion mit Puffer 4, 2 x 10 Minuten.

23. Wassern der Schnitte fiir 2 x 1 - 2 Minuten in Aqua bidest., anschlieBend kurz in
Leitungswasser verbringen.

24. Eindecken per Hand mit Glycergel® Mounting Medium, welches vorher auf ca.

50°C angewarmt wurde.
3.93 in situ-Hybridisierung/Immunhistologie Doppelmarkierung

Eine ISH/IH-Doppelmarkierung wurde an einigen ausgewdahlten Gehirnschnitten
BDV-infizierter Ratten vorgenommen, um die Unterschiede in der intrazellularen
Verteilung von BDV-GP sowie BDV-GP-spezifischer mRNA parallel in einem Schnitt
zu dokumentieren. Hierfir wurden beispielhaft die Zeitpunkte 14 und 24 Tpi
ausgewabhlt, denn hier lagen der Anstieg und die Spitze des Nachweises flr BDV-GP
und die entsprechende mRNA und RNA.

FOr die Doppelmarkierung wurde zuerst die unter 3.9.2 beschriebene in situ-
Hybridisierung mit der BDV-GP/C s-Sonde durchgeftihrt. Nach der Abstoppreaktion
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wurden die Schnitte fir 3 Minuten in 80% Ethanol (s. 3.8.4) inkubiert. AnschlieBend
erfolgte die immunhistologische Inkubation mit dem BDV-GP-spezifischen Antikérper
gp2 gemaB den Angaben unter 3.8.4 ohne Gegenfarbung. Die Schnitte wurden per
Hand mit Glycergel (s. 3.9.2) eingedeckt.

Als Kontrollen dienten Folgeschnitte, die entsprechend 3.8.7 und 3.9.4 inkubiert

wurden.

3.94 Kontrollen der in situ-Hybridisierung

Als Nachweis der Spezifitdt der Reaktionen wurden Folgeschnitte der BDV-infizierten
Rattengehirne mit reinem Hybridisierungs-Puffer (HB-Mix) ohne Zusatz einer Sonde
inkubiert. Zusatzlich dienten als Negativkontrollen Schnitte von drei ,Mock-infizierten*
und 3 nicht-infizierten Kontrolltieren, die mit allen BDV-spezifischen RNA-Sonden
inkubiert wurden.

Um unspezifische Reaktionen durch Bindung der den BDV-spezifischen Transkripten
anhangenden Sequenzen bis zur T3/T7-Bindungsstelle auszuschlieBen, wurden
zusatzlich einige Schnitte mit einer Staupevirus-spezifischen Sonde inkubiert. Die
Gehirnschnitte der BDV-infizierten Ratten dienten in der ISH wiederum selbst als
Positivkontrollen, da immunhistologisch bereits BDV-N und BDV-GP in diesen

Proben nachgewiesen wurden.

3.9.5 Auswertung der in situ-Hybridisierung

Als positiv bewertet wurden dunkelblaue bis schwarze Reaktionsprodukte, die sich in
einer Ebene mit dem Gewebsschnitt befanden und die in den Kontrollschnitten nicht
vorhanden waren.

Die Ergebnisse wurden in intranukleare und zytoplasmatische Reaktionen unterteilt.
Intranukleére Prazipitate stellten sich zellgebunden und in Form eines bis mehrerer
rundlicher Granula dar. In den meisten Fallen war eine diffuse, feingranulierte
Reaktion des Karyo- und Zytoplasmas vorhanden. Reaktionsprodukte wie Granula
oder auch diffuse Reaktionen in Perikaryon und Fortsadtzen von Neuronen wurde
ebenfalls als zytoplasmatische Reaktion angesprochen.

Die Bewertung der Reaktion erfolgte gemaB dem Schema der immunhistologischen
Auswertung (s. 3.8.8).
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Bei den doppelt markierten Gehirnschnitten (s. 3.9.3) wurden neben den doppelt
markierten Zellen auch nur ISH- oder nur IH—positive Zellen gemaB den Angaben
unter 3.8.8 bzw. gemaB den oben genannten Angaben unterschieden. Doppelt
positive Zellen zeigten dabei die jeweils beschriebenen Préazipitate in
unterschiedlicher Intensitdt und Verteilung. Doppelmarkierungen  wurden

ausschlieBlich qualitativ beurteilt.

An Gehirngewebsschnitten BDV-infizierter Tiere einiger ausgewahlter Zeitpunkte (Tpi
14, 24, 42, 90) wurde zusatzlich eine quantitative statistische Auswertung
vorgenommen. Hierzu wurden die in der ISH positiven Zellen im Ammonshorn
ausgezahlt und die Ergebnisse statistisch ausgewertet. Das Ammonshorn erwies
sich als die geeignetste Gehirnregion, denn zum einen war es am Gewebeschnitt
deutlich abgrenzbar und somit vermessbar, und zum anderen war in diesem Gebiet
sowohl BDV-N als auch BDV-GP exprimiert. Die GroBe der Hippocampusformation
wurde an jedem einzelnen entsprechenden Gewebeschnitt mit Hilfe des Programms
analySIS 2.02 der Firma SIS Enterprises (Soft Imaging Software GmbH, Minster)
und Kamera und Adapter der Firma Kappa Messtechnik, Gleichen, am Olympus
Photo-Mikroskop MTV-3 BH-2 ausgemessen. Die Ausmessung fand im Institut far
Veterinar-Anatomie der Justus-Liebig-Universitat GieBen statt. Es wurden fir jede
eingesetzte BDV-spezifische Sonde alle positiven Zellen innerhalb des vermessenen
Gebietes gezahlt. Dabei wurde unterschieden zwischen Zellen mit positiven
Reaktionen im Kern, im Zytoplasma oder in beiden Zellkompartimenten, und auch
die Gesamtzahl von Zellen mit positiver Reaktion wurde festgehalten.

Eine gleichartige Auszahlung wurde auch an den immunhistologisch inkubierten
Schnitten vorgenommen, s. 3.8.8.

3.10 STATISTISCHE ANALYSE DER SEMIQUANTITATIVEN UND
QUANTITATIVEN AUSWERTUNG

Die statistische Aufarbeitung der bei der semiquantitativen Auswertung erhobenen
Daten erfolgte unter Verwendung des Programms SAS (Statistical Analysis System,
Version 9.1, SAS Institute Inc., 1999). Mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests wurden die
Veranderungen Uber die Zeit global analysiert. AnschlieBend wurde als nicht-
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parametrische Ein-Weg-Varianzanalyse der Wilcoxon-Zwei-Stichproben-Test zum
paarweisen Gruppenvergleich angewandt.

Die Datenhaltung und statistische Analyse der Ergebnisse der quantitativen
Auswertung von IH und ISH des BDV-N und BDV-GP im Ammonshorn (siehe 3.8.8
und 3.9.5) wurde auf den Rechnern im lokalen Rechnernetzwerk der Arbeitsgruppe
Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs Veterindrmedizin der
Justus-Liebig-Universitat Giessen durchgeflhrt. Dabei kam das
Statistikprogrammpaket BMDP/Dynamic, Release 7.0 (DIXON, 1993) zum Einsatz.
Die statistische Analyse basiert auf der durchschnittlichen Anzahl positiver Zellen pro
untersuchtem mm?. Die Beschreibung der Daten aus IH und ISH wurde unter
Verwendung des Programms BMDP1D vorgenommen. Zur statistischen Prifung des
Gruppeneinflusses auf Signifikanz kam beim Gruppenvergleich der vier
verschiedenen dpi-Gruppen je nach statistischem Verteilungstyp der gemessenen
Variablen die einfaktorielle Varianzanalyse (Test bei annahernder Normalverteilung;
Programm BMDP7D) oder der Kruskal-Wallis-Test (nicht-parametrischer Test;
Programm BMDP3S) zum Einsatz.

Der zuséatzliche Vergleich verschiedener Zellkompartimente wurde mit Hilfe einer
zweifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholungen bezlglich des Faktors
~Expression von BDV-N und BDV-GP und ihrer korrespondierenden RNAs* unter
Verwendung des Programms BMDP2V durchgeftihrt. Wies der globale Vergleich
signifikante Unterschiede zwischen den Komparitmenten auf, so wurden in einem
zweiten Schritt paarweise Vergleiche zwischen jeweils zwei verschiedenen Variablen
bei vergleichsbezogenem Signifikanzniveau als Anschlusstest vorgenommen. Die
Signifikanz wurde hier durch eine a-Adjustierung nach Bonferoni angeglichen.

Bei der Bewertung der Signifikanzen wurde das Signifikanzniveau a = 0,05 zugrunde
gelegt, d.h. Ergebnisse mit p < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.

3.11 NACHWEIS VON INFEKTIOSEM BDV

Die Untersuchung auf infektiéses BDV wurde freundlicherweise von Frau Dr. S.
Herzog aus dem Institut fir Virologie des Fachbereiches Veterindrmedizin der
Justus-Liebig-Universitat GieBen durchgefiihrt.

Der Isolation von infektidssem BDV aus TissueTek®- eingebettetem, tiefgekiihltem
Gehirnmaterial zweier BDV-infizierter Lewis-Ratten (Tpi 50 und 75) und die
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Ermittlung des Virustiters erfolgte mit Hilfe von empfanglichen embryonalen
Kaninchen-Gehirnzellen nach HERZOG und ROTT (1980). Dazu wurden
Gewebeproben aus TissueTek®-eingebetteten Gehirnen zweier BDV-infizierter Tiere
(Tag 50 p.i. und 76 p.i.) steril entnommen. Nach der Enthahme wurden die Proben in
eine Glasgow-Modifikation von Eagle’s Medium (GMEM) mit einem Zusatz von 2%
fetalem Kélberserum (FKS) und Bykomycin verbracht.

Im GMEM mit 2%igem FKS wurde das Gewebe mittels Ultraschall aufgeschlossen
und der Zelldetritus durch Zentrifugation bei 1000 x g fir 10 Minuten entfernt. Die zu
untersuchende Suspension wurde in Zehnerpotenzen in GMEM 10%igem FKS
verdinnt.

50ul jeder vorliegenden Verdinnungsstufe wurden in 2 Kammern eines
Zellkulturobjekttragers getropft und je 50ul einer Suspension embryonaler
Kaninchen-Gehirnzellen (REB) zugegeben.

Die Objekttrager wurden im CO,-Brutschrank bei einer Temperatur von 37°C fir
zehn bis zwoélf Tage inkubiert. Die Monolayer auf den Objekttragern wurden
anschlieBend bei —20°C fir 20 Minuten in Aceton fixiert, luftgetrocknet und mit
Kaninchenserum in einer Verdinnung von 1:40 inkubiert. Dieses Serum wies einen
BDV-spezifischen Antikdrpertiter von 1:2560 auf.

Die Visualisierung der infektidsen Viruspartikel erfolgte mittels indirektem
Immunfluoreszenztest (IIFT). Nach Waschen der Objekttrager mit PBS wurde ein
Fluoreszein-gekoppeltes Anti-Kaninchen-Serum von der Ziege (Dianova, 111-095-
003) aufgetragen.

Die Titerhdhe wurde nach REB-IDsg (infektiése Dosis 50 fur embryonale Kaninchen-
Gehirnzellen) bestimmt. Dies entspricht der Virusverdinnung, bei der eine
Fluoreszenz bei 50% aller infizierten Zellen nachweisbar war. Die anschlieBende
Berechnung des Virustiters erfolgte nach REED und MUNCH (1938).
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4. ERGEBNISSE

4.1 KLINIK

Alle BDV-infizierten Tiere zeigten, in Abhangigkeit vom Toétungszeitpunkt, den far
adult infizierte Lewis-Ratten typischen biphasischen Krankheitsverlauf. Um den Tag
14 p.i. entwickelten sich erste klinische Symptome in Form von serdsem Augen- und
NasenausfluB. AuBerdem war eine gesteigerte Aktivitdt und Aufmerksamkeit der
Tiere zu bemerken, die sich in den darauffolgenden Tagen zu Nervositat und weiter
zur Hyperaktivitat steigerte. Im weiteren Verlauf der akuten Phase zeigten die Tiere
zentralnervose Stdrungen wie Ataxie sowie aggressives Verhalten gegen die
Kéfiggenossen. Das Maximum dieser klinischen Symptome war zwischen 30 und 40
Tagen p.i. erreicht.

Ab diesem Zeitpunkt fand der stufenweise Ubergang in die zweite, chronische Phase
der Erkrankung statt. Die BDV-infizierten Lewis-Ratten wurden zunehmend apathisch
bis somnolent und zeigten kaum Interesse an ihrer Umwelt. Paralysen waren
teilweise zu beobachten. Die Futteraufnahme wurde durch Desorientierung
erschwert, die vermutlich durch zunehmende Erblindung hervorgerufen wurde. In der
Folge magerten die Tiere ab. Der Zustand der Tiere sowie ihr Verhalten veranderte
sich bis zum Ende des Versuchs (Tpi 90) nicht mehr wesentlich. Gegenilber den
"Mock"-infizierten  Tieren und den  Kontrolltieren  waren  erhebliche
Entwicklungsstérungen zu beobachten. Die BDV-infizierten Tiere blieben in
Wachstum und Gewichtszunahme deutlich hinter den nicht erkrankten Tieren zurlck.
Weder die "Mock"-infizierten Tiere noch die Kontrolltiere zeigten auffallige klinische
Symptome.

4.2 HISTOPATHOLOGISCHE BEFUNDE

Alle BDV-infizierten Ratten entwickelten, in Abhangigkeit vom Tétungszeitpunkt, eine
nichteitrige Meningoenzephalitis. Das Auftreten der entzindlichen und degenerativen
Veranderungen im Gehirn ist zusammenfassend in Tabelle 14 dargestellt (s. Abb. 8.1
bis 8.6). Der Verlauf der Entzindung ist in Abbildung 6 und 7 dokumentiert. Die
einzelnen histopathologischen Veradnderungen sowie die Gesamtbewertung des
Entziindungsgrades waren im Zeitverlauf signifikant (p-Werte s. Tab. 14).
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Keines der "Mock"-infizierten Tiere oder der Kontrolltiere wies eine nichteitrige
Meningoenzephalitis auf. Bei den "Mock"-infizierten Tieren konnten teilweise lokal
begrenzte geringgradige mononukleare Infiltrate und kleine Malazieherde an der
Inokulationsstelle beobachtet werden. Diese Veranderungen waren jedoch nur bis
zum Tag 18 p.i. feststellbar.

Erste dezente mononukledre Infilirate, bestehend aus Lymphozyten und
Makrophagen, waren am Tag 7 p.i. in der Leptomeninx vorhanden, und vierzehn
Tage nach der Infektion waren auch perivaskular erste geringgradige mononukleéare
Infiltrate erkennbar. Im weiteren Verlauf nahm sowohl die Anzahl von
Entziindungszellen in den einzelnen Infiltraten, als auch die Anzahl von Infiltraten
insgesamt zu, und ab Tag 22 p.i. breiteten sich die Infiltrate auf das Parenchym aus.
Das Maximum der Entzliindung lag zwischen den Tagen 31 und 42 p.i. Am Tag 31
p.i. waren erstmals Plasmazellen an den Infiltraten beteiligt. Ab dem Tag 24 p.i.
entwickelte sich auBerdem eine deutliche Astrogliose sowie ab Tpi 31 ein
Hydrocephalus internus bei nahezu allen Tieren. Nach dem Maximum der
entzindlichen Reaktion (Tag 42 p.i.) gingen vor allem die perivaskularen und
meningealen Entziindungsinfiltrate zurtck, im Parenchym blieben sie jedoch in
mittelgradiger Auspragung bis zum Ende des Versuches vorhanden. Ab Tag 60 p.i.
fanden sich auffallend oft mononukleare parenchymale Infiltrate in Nahe des IV.
Ventrikels. Es traten zunehmend Plasmazellen in den entzindlichen Infiltraten auf.
Ab Tag 24 p.i. waren zun&chst vereinzelt, ab Tpi 42 auch etwas haufiger Satellitosen
zu beobachten. Diese waren besonders im Ammonshorn und dem Cortex cerebri bis
zum Ende der Untersuchungen vorhanden.

Die entzindlichen Infiltrate waren zunéachst vor allem im Ammonshorn und im Cortex
cerebri zu finden und breiteten sich ab Tpi 22/24 weiter auf den Nucleus caudatus
(N. caudatus/ Putamen), die Amygdala und den Thalamus aus. Mit Zunahme der
entzindlichen Infiltrate wurden weitere Gehirnregionen betroffen, darunter auch
Mesencephalon, Cerebellum und Medulla oblongata.

Bereits ab Tag 3 p.i. traten bei den BDV-infizierten Tieren in der CA3-Region und im
Gyrus dentatus des Ammonshorns vereinzelt nekrotische Neuronen auf, die bis
einschlieBlich Tag 42 p.i. zu beobachten waren. Die Faszia dentata des Gyrus
dentatus wurde im Verlauf der Entzindung ausgedinnt, und gegen Ende des
Untersuchungszeitraumes (Tpi 90) waren kaum noch Neuronen vorhanden.
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Tab. 14 Histopathologische Befunde in den Gehirnen BDV-infizierter Lewis-
Ratten
Tpi | Verdnderungen
entziindlich degenerativ
mening. | perivask. | parench. | Astrogliose |Satellitose |Hydrocephalus | Neuronen-
Inf. Inf. Inf. internus nekrosen
1 0 0 0 0 0 0 0,16
0 0 0 0 0 0 0,5
0,5 0 0 0 0 0 0,5
12 (0,5 0 0 0 0 0 0,33
14 |0,83 0,66 0 0 0 0 0
18 |1,83 1,33 0 0 0 0 0
22 |1 1,33 0,33 0,5 0 0 0,5
24 |1 2,5 1,5 1,83 0,66 0 0
28 |1,33 3 2 1,83 1 0 0,66
31 2,33 3 2,66 2,83 1,16 0,16 0,33
42 (2,33 3 2,66 3 1,83 0,5 0,33
50 |1,83 1,83 2,33 3 2,33 1 0
60 1,17 1 1,16 3 2,33 0,16 0
75 |1 0,66 0,83 2,83 1,83 1,83 0
90 |0,83 0,66 1,33 3 1,33 1,5 0
o] 0,0002 |0,0002 0,0001 0,0001 0,0001 0,0002 0,0075

Dargestellt sind die Mittelwerte aus der Beurteilung der BDV-infizierten Tiere pro Zeitpunkt (n=3). Die

Befunde fir ,Mock*-infizierte und Kontrolltiere waren alle = 0 und sind hier nicht dargestellt. Die p-

Werte sind Resultate des Kruskal-Wallis-Tests, alle p-Werte sind hoch signifikant.

Tpi: Tage post infectionem, Tage nach Infektion; Inf.:

Infiltrate; mening.: meningeale; parench.:

parenchymale; perivask.: perivaskulére; 0: keine Verdnderungen; 1: geringgradige Veranderungen; 2:

mittelgradige Verédnderungen; 3: maximale Veranderungen (Bewertungsschlissel s. 3.7)
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Abb. 6a)-c): Histopathologische Befunde in Gehirnen BDV-infizierter Ratten
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Abb.6 (Fortsetzung)
6¢c) Degenerative Veranderungen

Grad histopathologischer
Veraenderungen

X Hydrocephalus internus < Neuronennekrosen

Dargestellt sind die Mittelwerte aus der Beurteilung der BDV-infizierten Tiere pro Zeitpunkt (n=3). Die
Befunde fiir ,Mock“-infizierte und Kontrolltiere waren alle = 0 und sind hier nicht dargestellt. Alle
Veranderungen der Werte im Zeitverlauf waren hoch signifikant (s. Tab. 14).

Tpi: Tage post infectionem, Tage nach Infektion; Inf.: Infiltrate; parench.: parenchymale; perivask.:
perivaskulare; 0: keine Veradnderungen; 1: geringgradige Veranderungen; 2: mittelgradige
Veranderungen; 3: maximale Veranderungen (Bewertungsschlissel s. 3.7); Balken:

Minimum/Maximum

Abb. 7: Verlauf der entzindlichen Veranderungen in Gehirnen experimentell

infizierter Ratten
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Die Veranderung des Grades der Entziindungsreaktion Uber die Zeit bei den BDV-infizierten Tieren ist
hoch signifikant (p=0,0001). BDV: BDV-infizierte Lewis-Ratten, untersuchte Tiere pro Zeitpunkt n = 3;
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-Mock": ,Mock*-infizierte Lewis-Ratten, untersuchte Tiere pro Zeitpunkt n = 1; x-Achse: Tpi, Tage post
infectionem, Tage nach Infektion; y-Achse: Grad der entziindlichen Veranderungen (Mittelwert), Skala

0-3 (Bewertungsschlissel s. 3.7); Balken = Minimum/Maximum

4.3 IMMUNHISTOLOGISCHER NACHWEIS VON BDV-SPEZIFISCHEN
ANTIGENEN

4.3.1 Immunhistologischer Nachweis des BDV-N-spezifischen Antigens

4.3.1.1 Allgemeines Reaktionsmuster

Bei allen Ratten, die mit dem BDV infiziert wurden, konnte ab Tag 7 p.i. BDV-N-
spezifisches Antigen immunhistologisch nachgewiesen werden. Es war sowohl in
Neuronen als auch in Astrozyten, Oligodendrozyten und Ependymzellen zu finden.
Innerhalb der Neuronen war eine positive Reaktion im Kern, Zytoplasma und/oder in
den Fortsatzen festzustellen, zudem konnte auch eine diffuse Immunreaktion des
Neuropils  beobachtet werden. Die nukledren und zytoplasmatischen
Reaktionsprodukte zeigten sich vorwiegend als ein bis mehrere Granula oder auch
diffus verteilt. In den Fortsatzen erschien die granuldre Immunreaktion zuweilen
perlschnurartig. In den Astrozyten war meistens eine diffuse Reaktion des
Zytoplasmas zu beobachten, es fanden sich aber auch Kerne mit positiver BDV-N
spezifischer Immunreaktion. In den Ependymzellen war BDV-N entweder nur im Kern
oder in Kern und Zytoplasma nachweisbar, wobei die Reaktionsprodukte feingranular
bis diffus erschienen. BDV-N-positive Oligodendrozyten (Kern und Zytoplasma)
waren z.B. im Corpus callosum eindeutig nachzuweisen.

In der Leptomeninx fanden sich positive Reaktionen in einzelnen rundovalen bis
spindelférmigen Zellen. Zum Teil konnten auch herdférmige Ansammlungen von
positiven Zellen beobachtet werden. In diesen Zellen war BDV-N in den Kernen bzw.
in Kern und Zytoplasma nachweisbar. Morphologisch unterschieden sich diese
Zellen von Entziindungszellen.

BDV-N-spezifisches Antigen war zu keinem Zeitpunkt der Untersuchungen in
Entzindungszellen meningealer, perivaskularer oder parenchymaler Infiltrate oder in
neuronalen Satellitenzellen darstellbar.

Im Gehirngewebe der Kontrolltiere und in dem der "Mock"-infizierten Tiere konnte zu
keinem Zeitpunkt der Untersuchungen BDV-N-spezifisches Antigen nachgewiesen
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werden. In den als Negativkontrollen inkubierten Folgeschnitten waren keine
Nachweisreaktionen vorhanden (s. 3.8.7).

4.3.1.2 Zeitliche und regionale Ausbreitung

Der Nachweis von BDV-N gelang erstmalig am Tag 7 p.i. in Ependymzellen sowie in
Kernen, Zytoplasma und Fortsatzen von Neuronen, die entweder vereinzelt oder in
kleinen Gruppen auftraten. Anzutreffen waren diese Neuronen in Vvielen
Gehirngebieten wie Ammonshorn, Cortex cerebri, Thalamus, Mesencephalon,
Cerebellum und Medulla oblongata. Am Tag 12 p.i. waren BDV-N positive Zellen in
fast allen Gehirngebieten zahlreich vorhanden (Ausbreitung von BDV-N s. Abb. 8.7
bis 8.9). Im Cortex cerebri lieB sich ein schichtweise betontes Auftreten von BDV-N
in groBen und kleinen Neuronen der Lamina Ill und Lamina V (Pyramidenschichten)
erkennen (s. Abb. 8.10). Im Neuropil war BDV-N erstmals am Tag 12 p.i
nachweisbar. Innerhalb des Ammonshorns zeigten sich Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum konstant mehr positive Zellen im Gyrus dentatus und in der
CA3-Region als in der CA1- oder CA2-Region. Wie in Abbildung 8.8 zu sehen, war
eine schichtweise Expression von BDV-N in Stratum oriens und Stratum radiatum
festzustellen. Zwei Wochen nach der Infektion war BDV-N in allen Gehirnregionen
vorhanden, und die Neuropilreaktion im gesamten Gehirn war gegenlber Tag 12 p.i.
deutlicher ausgepragt. Das vorzugsweise Auftreten von BDV-N in Neuronen der
Pyramidenschichten des Cortex cerebri wurde intensiver und blieb Uber den
gesamten Untersuchungszeitraum erhalten, wobei auch in den Ubrigen Schichten
des Cortex cerebri BDV-N nachweisbar war, jedoch in geringerem MaBe. Im
weiteren Verlauf verstarkte sich die Intensitat und Ausbreitung des Nachweises von
BDV-N. Das Maximum der Ausbreitung des BDV-N war zwischen Tag 31 und 42 p.i.
erreicht und blieb bis Tag 90 p.i. in gleichem Ausmaf erhalten. BDV-N war in allen
Gehirngebieten und in den unter 4.3.1.1 genannten Zelltypen in hoher Intensitat
nachweisbar. Gegen Ende der Untersuchung verringerte sich die Intensitat des BDV-
N-Nachweises nur geringflgig (Verlauf s. Abb. 8). Der Verlauf der Ausbreitung von
BDV-N Uber die Zeit wies eine hohe Signifikanz auf (p=0,0007).

An den Tagen 12 und 14 p.i. konnten in der Leptomeninx vereinzelt positive Zellen
festgestellt werden, an den Tagen 18, 22 und 24 p.i. waren bereits kleine Herde

positiver leptomeningealer Zellen zu finden. Diese Zellen bzw. Herde fanden sich oft
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basal, aber auch laterobasal, lateral oder dorsal in der Leptomeninx, und zwar in
einem Coronarschnitt vorwiegend auf Hohe des N. caudatus/ Putamen und des
Ammonshorns im Telencephalon. Zudem traten sie vereinzelt in Coronarschnitten
des Diencephalons, Mesencephalons und des Cerebellums auf. Die Haufigkeit des
Auftretens solcher positiver Leptomeninxzellen schien sich im Laufe der
Untersuchungen zu verandern. Sowohl in der Anzahl als auch in der raumlichen
Ausbreitung war zunachst ein Anstieg festzustellen, nach dem Tag 42 p.i. ging
jedoch die Zahl der positiven Leptomeninxzellen wieder leicht zuriick. An den Tagen
50 und 60 p.i. konnten deutlich eine bis mehrere herdférmige Ansammlungen
nachgewiesen werden, und auch zum Ende der Untersuchungen, 75 und 90 Tage
p.i., waren in der Leptomeninx noch einzelne Herde mit BDV-N-positiven Zellen
vorhanden. Ein Herd von BDV-positiven, leptomeningealen Zellen ist in Abbildung

8.11a und b zu sehen.

4.3.2 Immunhistologischer Nachweis des BDV-M spezifischen Antigens

4.3.2.1 Allgemeines Reaktionsmuster

Bei allen BDV-infizierten Tieren konnte ab Tag 7 p.i. BDV-M spezifisches Antigen
immunhistologisch nachgewiesen werden. Es war vor allem in Astrozyten zu finden,
aber auch in Neuronen, Oligodendrozyten und Ependymzellen. Die Astrozyten waren
aufgrund ihrer spezifischen Morphologie eindeutig zu identifizieren, positive
Immunreaktionen waren hier zumeist als eine diffuse Anfarbung des Zytoplasmas zu
sehen. Der Nachweis von BDV-M in Astrozyten wurde anhand einer
Doppelmarkierung von GFAP und BDV-M verifiziert (s. 4.3.2.3 und Abb. 8.18 a-c).
Innerhalb der Neuronen war eine positive Reaktion vorwiegend im Zytoplasma
vorhanden. In den neuronalen Fortsatzen war BDV-M nur unregelmaBig und in
geringem MaBe nachweisbar, und in den Kernen der Neuronen trat BDV-M sehr
selten auf. In Oligodendrozyten und Ependymzellen war BDV-M sowohl im
Zytoplasma als auch im Zellkern zu beobachten. Vor allem zu spéateren
Untersuchungszeitpunkten (ab Tpi 24) konnte eine diffuse Immunreaktion im
Neuropil beobachtet werden. Die Reaktionsprodukte in den Neuronen zeigten sich

vorwiegend als ein bis mehrere Granula oder auch diffus verteilt.
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BDV-M spezifisches Antigen war zu keinem Zeitpunkt der Untersuchungen in
Entzindungszellen meningealer, perivaskularer oder parenchymaler Infiltrate, in
neuronalen Satellitenzellen oder in Zellen der Leptomeninx nachweisbar.

Im Gehirngewebe der Kontrolltiere und in dem der "Mock"-infizierten Tiere wurde zu
keinem Zeitpunkt der Untersuchungen BDV-M beobachtet. In den als
Negativkontrollen inkubierten Folgeschnitten waren keine Nachweisreaktionen
vorhanden (s. 3.8.7).

4.3.2.2 Zeitliche und regionale Ausbreitung

Das Auftreten von BDV-M war in der Kinetik der Ausbreitung und in der Verteilung in
den einzelnen Gehirnregionen der Expression des BDV-N &hnlich. Die ersten BDV-
M-positiven Zellen fanden sich am Tag 7 p.i. im frontalen Cortex cerebri, im
Ammonshorn und in der Amygdala. Bis zum Tag 12 p.i. war bereits ein deutlicher
Anstieg der Anzahl positiver Zellen zu bemerken, und BDV-M war in sehr vielen
Gehirnregionen nachweisbar. Hierzu zahlten Ammonshorn, Cortex cerebri,
Thalamus, Amygdala, Corpus callosum, Putamen/N. caudatus, aber auch schon
weiter caudal gelegene Gehirnareale wie Mesencephalon, Medulla oblongata und
Cerebellum. BDV-M trat ebenfalls schichtweise im  Cortex cerebri
(Pyramidenzellschichten) und im Ammonshorn (Stratum oriens und Stratum
radiatum) auf (s. Abb. 8.15 bis 8.17). Im Gegensatz zum Nachweis des BDV-N und
besonders des BDV-GP, welches bevorzugt in groBen Neuronen auftrat, war BDV-M
auch in  kleineren  Neuronen vorhanden. W&hrend der nachsten
Untersuchungszeitpunkte (Tpi 14, 18, 22) war die Intensitat und die Verteilung der
Immunreaktion schwach bis mittelstark. Ab dem Tag 24 p.i. war BDV-M verstarkt im
Neuropil nachweisbar, vor allem im Ammonshorn und im Cortex cerebri. Auch die
Zahl BDV-M-positiver Astrozyten nahm zu, wéhrend in den groBen Neuronen der
immunhistologische Nachweis des BDV-M abzunehmen schien. Kleinere Neuronen
wiesen weiterhin deutlich BDV-M auf. Dieses immunhistologische Verteilungsmuster
(Uberwiegender Anteil positiver Astrozyten, intensivere Neuropilreaktion, BDV-M-
Nachweis haufiger in kleinen als in groBen Neuronen) verstérkte sich im weiteren
Verlauf der Untersuchung und blieb bis zu deren Ende (Tpi 90) bestehen. Das
Maximum der immunhistologischen Reaktion war am Tag 31 p.i. erreicht und

erstreckte sich bis einschlieBlich Tag 50 p.i. BDV-M war in fast allen Gehirngebieten
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nachweisbar, wobei Neuropil- und astrozytare Reaktionen Uberwogen. Ab dem Tag
60 p.i. war BDV-M immunhistologisch in einer abnehmenden Anzahl von Zellen und
in abnehmender Intensitat nachweisbar und bis zum Untersuchungsende (Tag 90
p.i.) in gering- bis mittelgradigem AusmalB zu beobachten (s. Abb. 8). Im globalen
Test wies der Verlauf der Ausbreitung von BDV-M eine hohe Signifikanz auf
(p=0,0006).

4.3.2.3 Doppelmarkierung von BDV-M spezifischem Antigen und Saurem
Gliafaser-Protein (GFAP)

Um den Nachweis des BDV-M in Astrozyten zu verdeutlichen, wurde eine
immunhistologische Doppelmarkierung von BDV-M und einem Astrozytenmarker
(GFAP) durchgeflhrt. Beispielhaft wurden daflir Gehirne von Tieren verwendet, die
eine deutliche Astrogliose aufwiesen. Dazu wurden Infektionszeitpunkte des
maximalen Auftretens der Entzindung bis hin zum Ende der Untersuchungen
ausgewahlt (Tage 31, 42, 50, 60, 75 und 90 p.i.). Es konnte eine Kolokalisation
beider Antigene im astrozytaren Zytoplasma nachgewiesen werden (s. Abb. 8.18c),
wahrend in Neuronen lediglich eine BDV-M-spezifische Immunreaktion vorhanden
war. In einzelnen Astrozyten war auch im Kern BDV-M nachzuweisen, wahrend
GFAP immer nur zytoplasmatisch auftrat. Dieses Reaktionsbild konnte sowohl bei
den reaktiven Astrozyten im Parenchym, als auch bei den Astrozyten der Membrana
limitans gliae superficialis und der Membrana limitans gliae perivascularis beobachtet

werden.

4.3.3 Immunhistologischer Nachweis des BDV-GP spezifischen
Antigens

4.3.3.1 Allgemeines Reaktionsmuster

BDV-GP spezifisches Antigen konnte immunhistologisch bei allen BDV-infizierten
Tieren ab Tag 7 p.i. ausschlieBlich im Zytoplasma von Neuronen nachgewiesen
werden, und zwar vorwiegend im Perikaryon. Hierbei wiesen vorrangig groBe
Neuronen eine BDV-GP spezifische Immunreaktion auf. Es fanden sich auch positive

Reaktionen in den Fortsatzen groBer Neuronen, wo hingegen die Kerne immer
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negativ blieben. Die zytoplasmatischen Reaktionsprodukte zeigten sich vorwiegend
als ein bis mehrere Granula oder diffuse verteilt. Das Vorkommen von BDV-GP in
Ependymzellen, Astrozyten, Oligodendrozyten oder im Neuropil konnte zu keinem
Zeitpunkt der Infektion immunhistologisch eindeutig nachgewiesen werden.

BDV-GP war zu keinem Zeitpunkt der Untersuchungen in Entziindungszellen
meningealer, perivaskularer oder parenchymaler Infiltrate, in neuronalen
Satellitenzellen oder in Zellen der Leptomeninx.

Im Gehirngewebe der Kontrolltiere und in dem der "Mock"-infizierten Tiere wurde zu
keinem Zeitpunkt der Untersuchungen BDV-GP spezifisches Antigen beobachtet. In
den als  Negativkontrollen  inkubierten  Folgeschnitten  waren  keine

Nachweisreaktionen vorhanden (s. 3.8.7).

4.3.3.2 Zeitliche und regionale Ausbreitung

Im Vergleich zum Vorkommen von BDV-N und BDV-M war der immunhistologische
Nachweis des BDV-GP geringer ausgepragt und erreichte nie die gleiche, hohe
Reaktionsintensitéat und disseminierte Ausbreitung im Gehirn BDV-infizierter Ratten.
Die ersten zytoplasmatischen BDV-GP spezifischen Immunreaktionen waren am Tag
7 p.i. in einzelnen Neuronen des Ammonshorns und des Cortex cerebri zu finden.
Am Tag 12 p.i. fanden sich wiederum nur einzelne BDV-GP-positive Neuronen oder
auch kleine Gruppen von Neuronen, vor allem in der CA3-Region des Hippocampus,
im Cortex cerebri, in der Amygdala und im Thalamus. Am Tag 14 p.i. war das BDV-
GP etwas weiter verbreitet, es fanden sich nun auch einzelne positive Neuronen im
Mesencephalon und in der Medulla oblongata sowie im Cerebellum. Das Maximum
der immunhistologisch erkennbaren Ausbreitung und des Vorkommens des BDV-
GP-Nachweises war bereits am Tag 18 p.i. erreicht und blieb in diesem AusmafB bis
zum Tag 28 p.i. bestehen. In diesem Untersuchungszeitraum waren deutlich mehr
positive Neuronen zu beobachten, vor allem im Cortex cerebri, Ammonshorn (CAS-
Region und Gyrus dentatus), Thalamus und in der Amygdala (s. Abb. 8.12 bis 8.14).
Im Thalamus traten Neuronen mit positiver BDV-GP Immunreaktion verstérkt in den
lateralen Kerngebieten auf. Im Cerebellum war BDV-GP auch in Purkinjezellen, in
einzelnen Kornerzellen sowie in Neuronen der Kleinhirnkerne nachweisbar. Im
Cortex cerebri war, wie beim Nachweis des BDV-N, ein deutlich bevorzugtes
Auftreten von BDV-GP in der Lamina Ill und Lamina V (Pyramidenschichten) zu
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beobachten. Im Putamen/N. caudatus, Septum und Hypothalamus konnte
immunhistologisch kaum BDV-GP nachgewiesen werden. Im Bulbus olfactorius war
hingegen fast bis zum Ende der Untersuchungen BDV-GP-spezifisches Antigen in
einzelnen Neuronen vorhanden.

Ab Tag 31 p.i. verringerte sich der Nachweis von BDV-GP sowohl in Bezug auf die
Anzahl positiver Neuronen, als auch in Bezug auf die Ausbreitung der
Immunreaktion. Besonders deutlich war dies in den kaudalen Gehirnregionen
(Mesencephalon, Cerebellum, Medulla oblongata) zu bemerken. Hier traten BDV-GP
positive Neuronen nur noch inkonstant auf. Insgesamt nahm bis zum Ende der
Untersuchungen (Tag 90 p.i.) der immunhistologische Nachweis des BDV-GP stetig
ab, so dass schlieBlich nur einzelne positive groBe Neuronen im Cortex cerebri und
im Ammonshorn nachweisbar waren (s. Abb.8). Der unterschiedlich starke Nachweis
von BDV-GP im Zeitverlauf der Untersuchung wies eine hohe Signifikanz auf
(p=0,0003).

4.4 IMMUNHISTOLOGISCHER NACHWEIS VON SPC-SPEZIFISCHEN
ANTIGENEN

Anhand der bisherigen Ergebnisse des immunhistologischen Nachweises der
verschiedenen BDV- spezifischen Antigene BDV-N, BDV-M und BDV-GP, sowie des
Verlaufes der entziindlichen Veranderungen wurden bestimmte zu untersuchende
Zeitpunkte fir den immunhistologischen Nachweis von SPC-spezifischen Antigenen
festgelegt. dazu wurden die Tage 1, 3, 7, 12 und 14 p.i. ausgewahlt, weil am
wahrscheinlichsten in der Anfangsphase der BDV-Infektion eine Regulierung der
Expression SPC-spezifischer Antigene im Zusammenhang mit beginnender
Virusreplikation und entzindlichen Verdnderungen auftreten kénnte. Im
Untersuchungszeitraum Tpi 31 und 42 lag das Maximum der Entziindung und der
BDV-N Expression, daher wurden diese Zeitpunkte einbezogen. Die Tage 60 und 90
p.i. wurden untersucht, um mdgliche langfristige Veranderungen in der spaten Phase
der BDV-Infektion verfolgen zu kénnen.
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441 Immunhistologischer Nachweis des SPC4-spezifischen Antigens

4411 Allgemeines Reaktionsmuster

SPC4-spezifisches Antigen war in den Gehirnen aller Versuchstiere
immunhistologisch nachweisbar, sowohl in BDV-infizierten als auch in "Mock"-
infizierten Ratten und in Kontrolltieren. Das SPC4-spezifische Antigen war in Kern,
Zytoplasma und Fortsatzen von Neuronen sowie im Neuropil vorhanden. Auch in
Astrozyten, Oligodendrozyten und Ependymzellen wiesen eine SPC4-Expression
auf, sowohl im Zytoplasma als auch in den Zellkernen. Die Reaktionsprodukte in
Kern, Zytoplasma und Fortsatzen erschienen zumeist feingranular und seltener
diffus. Im Neuropil hingegen war das Reaktionsmuster vorwiegend diffus.

Auch die Leptomeninx wies eine diffuse positive Reaktion auf, und es konnte hierbei
keine spezifische Reaktion in bestimmten Zellen oder Herden festgestellt werden.
Weiterhin fand sich SPC4-spezifisches Antigen vereinzelt in glatten Muskelzellen der
Tunica media kleiner Arterien im Gehirnparenchym und der Leptomeninx.

SPC4-spezifisches Antigen war zu keinem Zeitpunkt der Untersuchungen in
Entziindungszellen meningealer, perivaskularer oder parenchymaler Infiltrate
darstellbar. Aufgrund der verwendeten Tyraminverstarkung zum Nachweis des SPC4
Antigens war die morphologische Zuordnung von Zellen erschwert und haufig nicht
eindeutig moglich. In den als Negativkontrollen inkubierten Folgeschnitten waren

keine Nachweisreaktionen vorhanden (s. 3.8.7).

44.1.2 Zeitliche und regionale Ausbreitung

Insgesamt war das SPC4-spezifische Antigen weit innerhalb der Gehirne verbreitet
und wies eine mittlere bis hohe Intensitdt der Immunreaktion auf. Eine besonders
intensive SPC4-spezifische Immunreaktion trat im Putamen/N. caudatus und im
Thalamus auf. Auch im Cortex cerebri, in der Amygdala und im Hippocampus sowie
in der Medulla oblongata, im Cerebellum und im Mesencephalon war eine mittel- bis
hochgradige SPC4-spezifische Immunreaktion zu beobachten (s. Abb. 8.19 bis 8.21).
Weniger haufig bis selten konnten SPC4-positive Zellen im Bulbus olfactorius, im
Corpus callosum und im Hypothalamus beobachtet werden. Dieses Reaktionsmuster
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konnte sowohl bei den "Mock"-infizierten als auch bei den BDV-infizierten Tieren an
allen untersuchten Zeitpunkten in gleichem AusmafB festgestellt werden. Zwischen
den Tieren traten zum Teil geringgradige individuelle Unterschiede im Ausmaf der
SPC4-spezifischen Immunreaktion innerhalb der einzelnen Tage p.i. auf.
Abweichungen, die auf eine Auf- oder Abregulierung der SPC4-Expression im
zeitlichen Verlauf des Versuches schlieBen lassen konnten, waren jedoch nicht
vorhanden, da die Expression des SPC4 bei infizierten Tieren sich nicht signifikant
von der Expression bei den "Mock"-infizierten Tieren unterschied (p=0,6055). Der
zeitl;iche Verlauf des Nachweises von SPC4 in BDV-infizierten und ,Mock*-infizierten
Tieren ist in Abb. 9a) dargestellt.

4.4.2 Immunhistologischer Nachweis des SPC6A-spezifischen Antigens

4.4.2.1 Allgemeines Reaktionsmuster

Bei allen in den Versuch einbezogenen BDV- und "Mock"-infizierten Tieren und
Kontrolltieren war SPC6A-spezifisches Antigen in den Gehirnen immunhistologisch
nachweisbar. Das immunhistologische Reaktionsmuster unterschied sich deutlich
von dem des SPC4-Antigens. Die SPC6A-spezifische Immunreaktion trat fast
ausschlieBlich in den Fasern der weiBen Substanz als feingranulare bis diffuse
Anfarbung auf. Auch in den Fortsatzen von Neuronen waren z.T. perlschnurartig
aufgereihte, feingranulare Reaktionsprodukte zu finden. Vereinzelt zeigten sich
positive Reaktionen im Zytoplasma oder in Zytoplasma und Kern von
Ependymzellen.

SPC6A-spezifisches Antigen war zu keinem Zeitpunkt der Untersuchungen in
Entziindungszellen meningealer, perivaskularer oder parenchymaler Infiltrate,
eindeutig in neuronalen Satellitenzellen, in Astro- oder Oligodendrozyten, in Zellen
der Leptomeninx oder in anderen Strukturelementen des Gehirns darstellbar. In den
als Negativkontrollen inkubierten Folgeschnitten waren keine Nachweisreaktionen
vorhanden (s. 3.8.7).
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4.4.2.2 Zeitliche und regionale Ausbreitung

Die Gehirnregionen, in denen in besonders hohem MaBe SPC6A spezifisches
Antigen nachgewiesen werden konnte, waren das Corpus callosum und der N.
caudatus/ Putamen. Auch in Thalamus, Amygdala und Mesencephalon war eine
deutliche SPC6A-spezifische Immunreaktion nachzuweisen. In Hypothalamus,
Cerebellum und Medulla oblongata trat diese Reaktion weniger deutlich auf, und im
Cortex cerebri, im Hippocampus und im Bulbus olfactorius war nur eine
geringgradige positive, SPC6A-spezifische Immunreaktion zu erkennen (s. Abb. 8.22
bis 8.24).

Das SPC6A-spezifische Reaktionsmuster war sowohl bei den ,Mock"-infizierten als
auch bei den BDV-infizierten Tieren gleichermaBen zu allen untersuchten
Zeitpunkten p.i. vorhanden. Geringgradige individuelle Unterschiede im Ausmaf der
PC6A-spezifischen Immunreaktion traten zwar teilweise innerhalb der einzelnen
Tage p.i. zwischen den Tieren auf, signifikante Abweichungen, die auf eine
bestimmte Kinetik der SPC6A-Expression im Verlauf der BDV-Infektion schlieBen
lassen konnte, waren aber nicht vorhanden (p=0,1707). Auch zwischen den "Mock"-
infizierten und BDV-infizierten Tieren waren keine signifikanten Unterschiede in
Vorkommen, Ausbreitung oder Lokalisation des SPC6A spezifischen Antigens
festzustellen (p=0,4889). Der Verlauf des Nachweises von SPC6A in Gehirnen BDV-
infizierter und ,Mock*-infizierter Lewis-Ratten ist in Abb. 9b) dargestellt.

4.5 ZUSAMMENFASSUNG DER ERGEBNISSE DER
IMMUNHISTOLOGISCHEN NACHWEISE VON BDV-N, BDV-M, BDV-
GP, SPC4 UND SPC6A

Mit Hilfe der immunhistologischen Untersuchungen zum Nachweis der drei BDV-
spezifischen Antigene BDV-N, BDV-M und BDV-GP konnten hinsichtlich zellularer
Expression, Ausbreitung innerhalb des Gehirns sowie Reaktion und Anzahl positiver
Zellen Unterschiede festgestellt werden (s. Tab. 14 und Abb. 8).

BDV-N konnte als einziges BDV-spezifisches Antigen in Neuronen, Astrozyten,
Oligodendrozyten und in Ependymzellen sowie in leptomeningealen Zellen

immunhistologisch nachgewiesen werden. Es war im Kern, im Zytoplasma, in



ERGEBNISSE 87

Fortsdtzen und auch im Neuropil zu finden. BDV-M war hingegen seltener in
Ependymzellen nachzuweisen. Es lieB3 sich v.a. im Zytoplasma von Astrozyten und
Neuronen sowie im Neuropil finden, manchmal auch in neuronalen Fortsatzen, aber
nur selten im Kern von Neuronen und auch nicht in leptomeningealen Zellen. Das
BDV-GP wies eine restriktive Immunreaktion auf, es konnte nahezu ausschlieBlich im
Zyto- und manchmal auch im Axoplasma groBer Neuronen detektiert werden. Andere
Zelltypen wiesen keine eindeutigen BDV-GP-spezifischen Immunreaktionen auf.

Alle drei BDV-spezifischen Antigene konnten am Tag 7 p.i. zum ersten Mal
immunhistologisch im Gehirn der infizierten Tieren nachgewiesen werden. Bezogen
auf die Verteilung und die Lokalisation innerhalb des Gehirns war wiederum BDV-N
am weitesten verbreitet, es war in allen Gehirngebieten zu finden. Das
immunbhistologisch nachgewiesene Maximum seiner Ausbreitung lag zwischen Tag
31 und 42 p.i,, und gegen Ende der Untersuchung (90 Tpi) war die BDV-N
spezifische Immunreaktion nur geringgradig vermindert. BDV-N war im gesamten
Gehirn nachweisbar und zeigte in allen Gebieten eine starke positive Immunreaktion.
BDV-M war ebenfalls in nahezu allen Gehirnregionen immunhistologisch
detektierbar, zu spateren Zeitpunkten p.i. war es vor allem in Astrozyten und im
Neuropil zu finden. Das Maximum der immunhistologisch nachweisbaren BDV-M
Expression lag zwischen Tag 31 und 50 p.i. Ab Tag 60 p.i. bis zum Ende der
Untersuchungen war das Vorkommen des BDV-M Antigens deutlich
zurlickgegangen, es zeigte sich eine maBiges Auftreten der BDV-M-spezifischen
Immunreaktion.

Das BDV-GP war sehr eingeschrankt immunhistologisch nachweisbar. BDV-GP
spezifische Reaktionsprodukte fanden sich hauptséchlich in einigen wenigen
Gehirnarealen, die BDV-GP spezifische Immunreaktion erreichte auch an ihrem
Maximum zwischen Tag 18 und 24 p.i. nicht anndhrend das AusmafB der BDV-N
Expression, sowohl in Bezug auf die Ausbreitung innerhalb des Gehirns, als auch auf
die Anzahl positiver Zellen. Bis zum Tag 90 p.i. verringerten sich das Vorkommen der
Immunreaktion und die Zahl der BDV-GP positiven Zellen in allen Gehirnarealen so
weit, daB3 wie zu Beginn der Untersuchung (Tpi 7, 12) nur vereinzelt BDV-GP-positive
Zellen immunhistologisch detektierbar waren.

Die Unterschiede in der Ausbreitung von BDV-N und BDV-GP (ber die Zeit waren
hoch signifikant (p<0,0001), ebenso der Unterschied von BDV-GP zu BDV-M
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(p=0,0002). Auch der Verlauf des Nachweises von BDV-N und BDV-M wies eine
Signifikanz auf (p=0,0290).

Abb. 8: Vergleichende Darstellung der immunhistologischen Nachweise von
BDV-N, BDV-M und BDV-GP
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Achse: Immunhistologische Reaktion (Zahl positiver Zellen, Ausbreitung im Gehirn; Mittelwerte), Skala
0-3 (Bewertungsschlissel s. 3.8.8); BDV-N: BDV-Nukleoprotein; BDV-M: BDV-Matrixprotein; BDV-GP:
BDV-Glykoprotein; Balken: Minimum/Maximum

Die untersuchten  Pro-Protein-Konvertasen =~ SPC4 und SPC6A  waren
immunhistologisch sowohl in den BDV-infizierten Tieren als auch in den "Mock"-
infizierten Tieren zu allen untersuchten Zeitpunkten p.i. nachweisbar. Sowohl
innerhalb  der einzelnen Gruppen als auch zwischen den einzelnen
Untersuchungszeitpunkten fanden sich maBige Schwankungen in der Reaktion und
Ausbreitung, ein signifikanter Unterschied zwischen BDV-infizierten und "Mock"-
infizierten Tieren konnte jedoch zu keinem der untersuchten Zeitpunkte p.i.
festgestellt werden.

Die beiden Pro-Protein-Konvertasen zeigten sehr verschiedene immunhistologische
Reaktionsmuster im Gehirn. SPC4 fand sich weit verbreitet im gesamten Gehirn,

insbesondere im Thalamus, N. caudatus/Putamen, Mesencephalon und Medulla
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oblongata, und war in Neuronen und Gliazellen in allen Zellkompartimenten
nachweisbar. PC6A-spezifisches Antigen war hingegen fast ausschlieBlich in Fasern
der weiBen Substanz sowie in Fortsatzen und Neuropil bestimmter Gehirnarealen zu
finden (Corpus callosum, N. caudatus/Putamen, Thalamus, Amygdala und

Mesencephalon).
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Abb. 9a),b): Vergleichende Darstellung der immunhistologischen Nachweise von
SPC4 und SPC6A
9a) Immunhistologischer Nachweis von SPC4 in BDV- und ,Mock*

infizierten Lewis-Ratten
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9b) Immunhistologischer Nachweis von SPC6A in BDV- und ,Mock*-
infizierten Lewis-Ratten
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(nicht signifikant); p-Werte fir die Vergleiche BDV-infiziert zu ,Mock"-infiziert: SPC4 p=0,6055, SPC6A
p=0,4889 (nicht signifikant);

Tpi: Tage post infectionem, Tage nach Infektion; SPC4: immunhistologischer Nachweis der SPC4;
SPC6A: immunhistologischer Nachweis der SPC6A; BDV: BDV-infizierte Tiere (n=3; dargestellt ist der
Mittelwert); Mock: "Mock"-infizierte Tiere (n=1); 0: keine Verdnderungen; 1: geringgradige
Veranderungen; 2: mittelgradige Verdnderungen; 3: maximale Verédnderungen (Bewertungsschlissel

s. 3.7); Balken: Minimum/Maximum
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4.6 IN SITU-HYBRIDISIERUNG

Die in situ-Hybridisierung zum Nachweis von BDV-N und BDV-GP-spezifischer
mRNA und RNA wurde an Gehirngewebe von BDV-infizierten Tieren einiger
ausgewabhlter Zeitpunkte durchgefihrt. Dabei wurden fir die Kinetik der Ausbreitung
und Verteilung der BDV-spezifischen Antigene BDV-N und BDV-GP wichtige
Zeitpunkte ausgewahlt, um eine Korrelation zum Nachweis der jeweiligen
virusspezifischen RNA zu ermdglichen.

Aus diesem Grund wurden flr die in situ-Hybridisierung die Tage 3, 7, 14, 24, 42, 60
und 90 p.i. ausgewahlt. Tag 3 p.i. wurde einbezogen um zu untersuchen, ob bereits
vor dem ersten, immunhistologisch nachweisbaren Auftreten von BDV-N- und BDV-
GP-Antigen entsprechende virusspezifische RNA nachweisbar sein wiirde. Weiterhin
wurde der Zeitpunkt des erstmaligen immunhistologischen Nachweises von BDV-N
und BDV-GP ausgewahlt, sowie die Zeitpunkte, an denen eine deutliche Steigerung
in der Anzahl positiver Zellen und in der Ausbreitung innerhalb des Gehirns von
BDV-N festzustellen war. AuBerdem konnte an diesem Tag p.i. erstmals eine
deutliche Entziindung im Gehirn der infizierten Tiere festgestellt werden. Ausgewahlt
wurden ebenfalls die Zeitpunkte maximaler Immunreaktion des BDV-GP (Tpi 24) und
des BDV-N (Tpi 42). Die Tage 60 und 90 p.i. wurden untersucht, da sich hier die
Expression des BDV-N gegeniber seinem Maximum kaum veranderte, wahrend die
BDV-GP-spezifische Immunreaktion im Gehirn stark abnahm.

4.6.1 in situ-Hybridisierung zum Nachweis von BDV-N mRNA

4.6.1.1 Generelles Reaktionsschema

Mit Hilfe der in situ-Hybridisierung lieB sich ab Tag 3 bzw. 7 p.i. in den Gehirnen der
untersuchten BDV-infizierten Tiere BDV-N-spezifische mRNA (BDV-N mRNA)
nachweisen. BDV-N mRNA konnte eindeutig im Zytoplasma und in den Fortséatzen
von Neuronen detektiert werden. Bei ca. 50-80% der Neuronen waren zusatzlich die
Kerne positiv (s. Ergebnisse der statistischen Auswertung 4.8). Eine Neuropilreaktion
war nicht vorhanden. Auch in Ependymzellen war in Kernen, seltener zuséatzlich im

Zytoplasma, BDV-N mRNA vorhanden. Da aufgrund der proteolytischen Behandlung
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der Gewebeproben wahrend der in situ-Hybridisierung die morphologische
Zelltypisierung nur noch bedingt méglich war, lieB sich eine eindeutige Aussage zum
Nachweis von BDV-N mRNA in Astrozyten und Oligodendrozyten sowie in kleinen
Neuronen nicht mit absoluter Sicherheit treffen. Im Corpus callosum waren jedoch
eindeutig positive Zellen zu beobachten, bei denen es sich um Oligodendrozyten
bzw. Astrozyten handeln dirfte. BDV-N mRNA spezifische Reaktionsprodukte traten
als blauschwarze Granula auf, zum Teil war die Anfarbung aber auch diffus
blauschwarz. Im Kern zeigte sich gerade zu den friilhen Untersuchungszeitpunkten
haufig nur ein einzelner deutlicher Punkt, morphologisch maéglicherweise dem
Nukleolus entsprechend, als positive Reaktion.

In der Leptomeninx fanden sich vereinzelt bis herdférmig positive Reaktionen in
rundovalen bis spindelférmigen Zellen. In diesen Zellen war BDV-N mRNA in den
Kernen bzw. in Kern und Zytoplasma nachzuweisen. Die Kernreaktion war vorrangig
punktférmig, zum Teil aber auch diffus.

Zu keinem Zeitpunkt der Untersuchungen war BDV-Nukleoprotein-mRNA in
Entzindungszellen meningealer, perivaskularer oder parenchymaler Infilirate, in
neuronalen Satellitenzellen oder in weiteren Strukturelementen des Gehirns
darstellbar.

Im Gehirngewebe der Kontrolltiere und in dem der "Mock"-infizierten Tiere wurde zu
keinem Zeitpunkt der Untersuchung BDV-N mRNA nachgewiesen. In den als
Negativkontrollen inkubierten Folgeschnitten waren keine Nachweisreaktionen
vorhanden (s. 3.9.4).

4.6.1.2 Ausbreitung und Lokalisation

Bereits am Tag 3 p.i. konnten bei einem Tier im Zytoplasma einzelner Neuronen des
Cortex cerebri in der Nahe der Inokulationsstelle BDV-N mRNA nachgewiesen
werden. Am Tag 7 p.i. war in deutlich mehr Neuronen und kleineren Zellen BDV-N
mRNA detektierbar. Diese Neuronen und Zellen waren vorwiegend in der CA3-
Region des Ammonshorns, periventrikular und im Thalamus lokalisiert. Auch in den
Kernen von Ependymzellen war zu diesem Zeitpunkt BDV-N mRNA nachweisbar.
Die Zahl der Zellen mit Nachweis von BDV-N mRNA stieg weiterhin an und erreichte
am Tag 24 p.i. ihr Maximum. BDV-N mRNA fand sich in allen Gehirnregionen, wobei

die Reaktionen im Zytoplasma und in den Fortsdtzen von Neuronen besonders stark
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waren. Die Kernreaktion, soweit vorhanden, war meist schwacher (s. Abb. 8.28 a,b).
Auch an den Tagen 42 und 60 p.i. war die BDV-N mRNA noch in hohem AusmaB
und in allen Gehirngebieten zu finden. Selbst am Ende der Untersuchungen (Tpi 90)
verringerten sich die Zahl der Zellen mit Nachweis von BDV-N mRNA nur
geringgradig (s. Abb. 8.25 bis 8.27). Dies betraf besonders den Cortex cerebri und
das Cerebellum. Insgesamt konnte die BDV-N mRNA zu diesem Zeitpunkt immer
noch disseminiert im gesamten Gehirn detektiert werden (Verlauf s. Abb. 10).

In der basalen Leptomeninx konnten vereinzelt positive Zellkerne schon am Tag 7
p.i. festgestellt werden. 14 Tage p.i. war ebenfalls BDV-N mRNA in Kernen
leptomeningealer Zellen nachweisbar. Am Tag 24 p.i. waren einzelne Herde positiver
leptomeningealer, meist basal gelegener Zellen zu finden. An den Tagen 42 und 60
p.i. konnten deutlich eine bis mehrere herdférmige Zellansammlungen mit BDV-N
MRNA basal in der Nahe zum Hypothalamus nachgewiesen werden (s. Abb. 8.29).
Auch zum Ende der Untersuchungen, am Tag 90 p.i., waren in der Leptomeninx
einzelne Herde mit BDV-N mRNA positiven Zellen vorhanden. Der Verlauf des
Nachweises Uber die Zeit war signifikant (p=0,0064).

4.6.2 in situ-Hybridisierung zum Nachweis von genomischer BDV-N
RNA
4.6.2.1 Generelles Reaktionsmuster

In den Gehirnen aller untersuchten BDV-infizierten Tiere lie sich ab Tag 7 p.i. mit
Hilfe der in situ-Hybridisierung genomische RNA des BDV-N (BDV-N RNA)
nachweisen. BDV-N RNA fand sich hauptsachlich in den Kernen von Neuronen,
Astro- und Oligodendrozyten und Ependymzellen. Als Kernreaktion fanden sich oft
einzelne blauschwarze Punkte, die entlang der Kernmembran verteilt erschienen,
zum Teil stellte sie sich als eine diffuse blauschwarze Farbung des gesamten Kerns
dar. Gerade zu Beginn der Untersuchung, an den Tagen 7, 14 und 24 p.i., war
vermehrt die punktférmige Anférbung in neuronalen Nuklei, z.T. mdglicherweise als
Anfarbung des Nukleolus, vorhanden, wahrend an Tag 42, 60 und 90 p.i. zunehmend
haufiger eine diffuse Kernreaktion auftrat. Bei anderen Zellpopulationen des ZNS war
vorwiegend ein diffuses, blauschwarzes Kernsignal zu erkennen. Vor allem zu

spateren Untersuchungszeitpunkten traten in einzelnen Gebieten zusatzlich
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Faserreaktionen in Form von feinen blauschwarzen Granula auf (dezent ab Tpi 24,
deutlich ab Tpi 42). Seltener war BDV-N RNA auch in neuronalem Zytoplasma zu
sehen, insbesondere im Ammonshorn. In den Ubrigen Gehirngebieten war BDV-N
RNA vereinzelt im Zytoplasma groBer Neuronen zu beobachten.

In der Leptomeninx fanden sich vereinzelt bis herdférmig positive Reaktionen in
rundovalen bis spindelférmigen Zellen. In diesen Zellen war BDV-N RNA in den
Kernen nachzuweisen. Die Kernreaktion war vorrangig punktférmig.

Zu keinem Zeitpunkt der Untersuchungen war BDV-N RNA in Entzindungszellen
meningealer, perivaskularer oder parenchymaler Infiltrate, in neuronalen
Satellitenzellen oder in weiteren Strukturelementen des Gehirns darstellbar. Da
aufgrund der proteolytischen Behandlung der Gewebeproben wahrend der in situ-
Hybridisierung die morphologische Zelltypisierung nur noch bedingt méglich war, war
eine eindeutige Aussage zum Nachweis von BDV-N mRNA in Astrozyten und
Oligodendrozyten sowie in kleinen Neuronen nicht immer mit absoluter Sicherheit
maoglich. In einigen Gehirnregionen, z. B. dem Corpus callosum, war jedoch aufgrund
der Lokalisation positiver Zellen eine Zuordnung méglich.

Im Gehirngewebe der Kontrolltiere und in dem der "Mock"-infizierten Tiere wurde zu
keinem Zeitpunkt der Untersuchungen BDV-N RNA nachgewiesen. In den als
Negativkontrollen inkubierten Folgeschnitten waren keine Nachweisreaktionen
vorhanden (s. 3.9.4).

4.6.2.2 Ausbreitung und Lokalisation

Die ersten Neuronen, die BDV-N RNA in ihren Kernen aufwiesen, waren am Tag 7
p.i. im Ammonshorn zu erkennen. In Kernen von Ependymzellen konnte am Tag 14
p.i. erstmals BDV-N RNA nachgewiesen werden, und vor allem in Ammonshorn,
Thalamus und Cortex cerebri waren schon deutlich mehr BDV-N RNA positive
Neuronen zu finden. Die Kerne der Ependymzellen wiesen zunachst noch
punktférmige, spater zunehmend diffuse Farbreaktionen auf (s. Abb. 8.34). In den
neuronalen Kernen waren punktférmige Anfarbungen zu beobachten, und im
Ammonshorn waren bereits zusatzlich einige Fortsatze von Neuronen positiv. Ab Tag
24 p.i. trat genomische BDV-N RNA vereinzelt auch im Zytoplasma von Neuronen
und im Neuropil auf, was insbesondere im Ammonshorn, aber auch in der Amygdala,
dem Thalamus und dem Hypothalamus beobachtet werden konnte. Am Tag 24 p.i.
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war zudem insgesamt ein Anstieg des Nachweises der genomischen BDV-N RNA zu
beobachten, das Maximum der Ausbreitung und die Anzahl von BDV-N RNA-
positiven Zellen war jedoch erst am Tag 42 p.i. erreicht (Ausbreitung s. Abb. 8.30 bis
8.32). BDV-N RNA war zumeist in Kernen, aber auch im Zytoplasma nachweisbar.
Neuropilreaktionen traten vor allem in der Amygdala und im Ammonshorn auf.
Insgesamt war genomische BDV-N RNA in den Gehirngebieten zu beobachten, in
denen auch BDV-N mRNA und BDV-N spezifisches Antigen nachgewiesen werden
konnte. Das Vorkommen der spezifischen Nachweisreaktion der genomische BDV-N
RNA war aber nicht bei allen Tieren gleich stark wie beim Nachweis der BDV-N
MRNA, was sich Uber den gesamten Untersuchungszeitraum erstreckte. BDV-N
RNA war in allen Gehirnregionen zu beobachten. Gegen Ende der Untersuchungen
(Tpi 90) verringerte sich die Anzahl der Zellen, in denen BDV-N RNA vorhanden war,
in allen Gehirnarealen geringgradig (s. Abb. 10). Der Verlauf der Nachweise von
genomischer BDV-N RNA war signifikant (p=0,0083).

In der basalen Leptomeninx konnten vereinzelt positive Zellkerne schon am Tag 7
p.i. festgestellt werden. 14 Tage p.i. war BDV-N RNA in Kernen einzelner
leptomeningealer Zellen nachweisbar. Am Tag 24 p.i. waren einzelne Herde positiver
leptomeningealer, meist basal gelegener Zellen zu finden. An den Tagen 42 und 60
p.i. konnten basal in der Nahe zum Hypothalamus deutlich BDV-N RNA als
punktférmige Reaktion in Zellkernen nachgewiesen werden (s. Abb. 8.33). Auch am
Ende der Untersuchungen (Tpi 90) waren in der Leptomeninx einzelne Herde mit
BDV-N RNA positiven Zellen vorhanden.

4.6.3 in situ-Hybridisierung zum Nachweis von BDV-GP mRNA bp358-
673 (N-terminal) und BDV-GP mRNA bp821-1303 (C-terminal)

Die Ergebnisse der semiquantitativen Auswertung der in situ-Hybridisierungen zum
Nachweis des N-terminalen Anteils und des C-terminalen Anteils der BDV-
Glykoprotein-mRNA (BDV-GP mRNA) unterschieden sich kaum, so dass sie hier

zusammenfassend beschrieben werden.
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4.6.3.1 Generelles Reaktionsmuster

Mit Ausnahme von Tag 3 p.i. lieB sich mit Hilfe der in situ-Hybridisierung bei allen
untersuchten BDV-infizierten Tieren BDV-GP mRNA im Gehirn nachweisen. Die
BDV-GP mRNA war vorrangig in Neuronen und in Ependymzellen zu finden. Das
Reaktionsmuster unterschied sich erheblich von dem der BDV-N mRNA, denn die
BDV-GP mRNA war vor allem in neuronalen Kernen nachzuweisen. Zudem trat sie in
den Zellkernen von Ependymzellen und in neuronalen Perikarya und Fortsatzen auf.
Im Kern waren entweder einzelne blauschwarze Punkte oder auch eine diffuse
blauschwarze, den Kern ausflllende Anfarbung vorhanden. Zytoplasmatische
Reaktionen oder positive Reaktionen in Fortsatzen waren feingranulér bis diffus und
zeigten sich bei schatzungsweise 30% der Neuronen. Dies war in den
Gehirngebieten unterschiedlich, besonders zahlreich traten zytoplasmatische
Reaktionen in Neuronen des Ammonshorns auf.

Da wahrend der in situ-Hybridisierung das Gewebe proteolytisch behandelt wurde,
war die morphologische Zelltypisierung, insbesondere bei sehr kleinen Zellen, nur
bedingt mdglich. Somit konnten eindeutige Aussagen zum Nachweis von BDV-GP
mRNA in Astrozyten, Oligodendrozyten oder kleinen Neuronen nur dann getroffen
werden, wenn es aufgrund der Lokalisation dieser Zellen mdglich war (z.B. im
Corpus callosum).

In der Leptomeninx fanden sich vereinzelt bis herdférmig positive Reaktionen in
rundovalen bis spindelférmigen Zellen. In diesen Zellen war BDV-GP mRNA jeweils
nur in den Kernen nachzuweisen, wobei die Kernreaktion vorrangig punktférmig war.
Zu keinem Zeitpunkt der Untersuchungen war BDV-GP mRNA in Entzindungszellen
meningealer, perivaskularer oder parenchymaler Infiltrate, in neuronalen
Satellitenzellen oder in weiteren Strukturelementen des Gehirns darstellbar.

Im Gehirngewebe der Kontrolltiere und in dem der "Mock"-infizierten Tiere wurde zu
keinem Zeitpunkt der Untersuchungen BDV-GP mRNA nachgewiesen. In den als
Negativkontrollen inkubierten Folgeschnitten waren keine Nachweisreaktionen
vorhanden (s. 3.9.4).
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4.6.3.2 Ausbreitung und Lokalisation

Die ersten vereinzelten Neuronen, in denen BDV-GP mRNA nachgewiesen wurde,
waren am Tag 7 p.i. in der CA3 Region des Ammonshorns, im Cortex cerebri und
periventrikuldr (lll. Ventrikel) zu erkennen. Auch in Kernen einzelner Ependymzellen
war am Tag 7 p.i. bereits BDV-GP mRNA nachzuweisen. Die Reaktionen waren
vorrangig im gesamten Zellkern zu sehen. Am Tag 14 p.i. nahm bei fast allen Tieren
das Vorkommen der Nachweisreaktionen zu, und es war ein vermehrtes Auftreten
von Zellen zu beobachten, welche BDV-GP mRNA exprimierten. BDV-GP mRNA
kam weiterhin fast ausschlieBlich in Zellkernen vor, und BDV-GP mRNA-spezifische
Signale waren vor allem im Ammonshorn, im Thalamus und im Cortex cerebri zu
finden.

Die Anzahl von Zellen, in denen BDV-GP mRNA nachgewiesen werden konnte, stieg
weiter an und erreichte am Tag 24 p.i. ihr Maximum. Positive Zellen waren nun in
allen Gehirngebieten lokalisiert, besonders jedoch in Ammonshorn, Amygdala und
Cortex cerebri. Der Nachweis von BDV-GP mRNA im Zytoplasma oder in Fortsatzen
von Neuronen stieg zu spateren Zeitpunkten der Untersuchung (Tpi 60 und 90) an (s.
Ergebnisse der statistischen Auswertung 4.8). Zytoplasmatische Reaktionsprodukte,
soweit sie vorhanden waren, erschienen feingranular bis diffus. Am Tag 90 p.i.
verringerte sich das AusmaB der BDV-GP mRNA positiven Signale geringgradig
beziglich der Anzahl positiver Zellen und der Ausbreitung im Gehirn (s. Abb. 10 und
Abb. 8.36 bis 8.41).

In der Leptomeninx trat bereits ab Tag 7 p.i. basal im Bereich des Cerebellums
vereinzelt BDV-GP mRNA in Zellkernen auf, ebenso am Tag 14 p.i. Die
Kernreaktionen zeigten sich als Punkte. Im weiteren Verlauf (Tpi 42, 60 und 90)
konnten immer wieder Herde solcher Zellen mit positiven Kernreaktionen in der
Leptomeninx im Bereich der Hirnbasis nachgewiesen werden (s. Abb. 8.50).

Die Veranderungen im Nachweis von BDV-GP-N und —C mRNA waren statistisch
signifikant (BDV-GP-N mRNA p=0,0097, BDV-GP-C mRNA p=0,0145).
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4.6.4 in situ-Hybridisierung zum Nachweis von genomischer RNA
bp358-673 (N-terminal) und genomischer RNA bp821-1303 (C-
terminal) des BDV-GP

Die Ergebnisse der semiquantitativen Auswertung der in situ-Hybridisierungen zum
Nachweis des N-terminalen Anteils und des C-terminalen Anteils der genomischen
RNA des BDV-GP (BDV-GP RNA) unterschieden sich kaum, so dass sie hier

zusammenfassend beschrieben werden.

4.6.4.1 Generelles Reaktionsmuster

Bei allen untersuchten BDV-infizierten Tieren, ausgenommen Tpi 3, lieB sich mit Hilfe
der in situ-Hybridisierung genomische BDV-GP RNA im Gehirn nachweisen. Die
genomische BDV-GP RNA war vorrangig in Kernen von Neuronen und
Ependymzellen zu finden. Da wahrend der in situ-Hybridisierung das Gewebe
proteolytisch behandelt wurde, war die morphologische Zelltypisierung, insbesondere
bei sehr kleinen Zellen, nur bedingt mdéglich. Somit konnten, auBer im Fall von
positiven Zellen in eindeutiger Lokalisation wie im Corpus callosum, keine
eindeutigen Aussagen zum Nachweis von BDV-GP RNA in Astrozyten,
Oligodendrozyten oder kleinen Neuronen getroffen werden. Im Kern waren meistens
einzelne blauschwarze Punkte oder auch eine diffuse blauschwarze, den Kern
ausfillende Anfarbung vorhanden. Letzteres kam hier jedoch seltener vor als bei der
BDV-GP mRNA. In vereinzelten Neuronen war genomische BDV RNA in Perikarya
und Zytoplasma war nachweisbar, eine Faserreaktion war hingegen haufig zu
beobachten.

In der Leptomeninx fanden sich vereinzelt bis herdférmig positive Reaktionen in
rundovalen bis spindelférmigen Zellen. In diesen Zellen war BDV-GP RNA in den
Kernen nachzuweisen, wobei die Kernreaktion vorrangig punktférmig war.

Zu keinem Zeitpunkt der Untersuchungen war genomische BDV-GP RNA in
Entziindungszellen meningealer, perivaskularer oder parenchymaler Infiltrate, in
neuronalen Satellitenzellen oder in weiteren Strukturelementen des Gehirns
darstellbar.

Im Gehirngewebe der Kontrolltiere und in dem der "Mock"-infizierten Tiere wurde zu
keinem Zeitpunkt der Untersuchungen genomische BDV-GP RNA nachgewiesen. In
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den als Negativkontrollen  inkubierten  Folgeschnitten  waren  keine
Nachweisreaktionen vorhanden (s. 3.9.4).

4.6.4.2 Ausbreitung und Lokalisation

Am Tag 7 p.i. konnte erstmals genomische BDV-GP RNA im Kern einzelner
Neuronen der CA3 Region des Ammonshorns, im Cortex cerebri und periventrikular
gelegenen Gehirngebieten (lll. Ventrikel) detektiert werden. Auch in einzelnen
Ependymzellen war zu diesem Zeitpunkt p.i. bereits genomische BDV-GP RNA
nachzuweisen. Die Reaktionen waren vor allem als einzelne Punkte innerhalb der
Kerne zu sehen (s. Abb. 8.42). Gegenlber Tag 7 p.i. war genomische BDV-GP RNA
am Tag 14 p.i. bereits in deutlich mehr Zellen vorhanden, wobei die
Reaktionsprodukte in den Kernen nun teilweise als diffuse Anfarbung auftraten.
Zudem war genomische BDV-GP RNA vereinzelt in neuronalen Fortsatzen zu
erkennen (s. Abb. 8.43). Die genomische BDV-GP RNA war zu diesem Zeitpunkt p.i.
im Ammonshorn, im Thalamus und im Cortex cerebri detektierbar. In diesen
Lokalisationen war, wie bereits erwahnt, auch das BDV-GP-spezifische Antigen
nachweisbar. Der Nachweis von genomischer BDV-GP RNA in Fortsatzen nahm am
Tag 24 p.i. etwas zu, und insgesamt erreichte die Anzahl von Zellen, in denen
genomische BDV-GP RNA nachgewiesen werden konnte, und deren Ausbreitung zu
diesem Zeitpunkt ihr Maximum. Genomische BDV-GP RNA war 24 Tage p.i. in allen
Gehirngebieten vorhanden, und besonders haufig konnte diese virusspezifische RNA
in Ammonshorn, Amygdala, und Cortex cerebri detektiert werden. Auch an den
Tagen 42 und 60 p.i. war genomische BDV-GP RNA in gleicher Weise in den BDV-
infizierten Rattengehirnen und in der gleichen Anzahl von Zellen vorhanden. Dabei
war in den caudalen Gehirnregionen weniger genomische BDV-GP RNA zu finden
als im Cortex cerebri oder Ammonshorn. Insgesamt wurde zu keinem untersuchten
Zeitpunkt die Anzahl positiver Zellen und die Verbreitung des Nachweises erreicht
wie es bei der genomischen BDV-N RNA mdglich war. Die genomische BDV-GP
RNA fand sich zwar in allen Regionen des Gehirns, ein geh&uftes Auftreten in Cortex
cerebri, Ammonshorn, Thalamus und Amygdala war jedoch zu bemerken. Am Tag
90 p.i. der Untersuchungen ging die Zahl der Zellen mit Nachweis von genomischer
BDV-GP RNA geringgradig zurtick, das Verteilungsmuster der Reaktion blieb dabei
gleich (s. Abb. 10 und Abb. 8.44 bis 8.49).
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In der Leptomeninx trat bereits ab Tag 7 p.i. basal im Bereich des Cerebellums
vereinzelt genomische BDV-GP RNA in Zellkernen auf, ebenso am Tag 14 p.i. Die
Kernreaktionen zeigten sich als Punkte. Im weiteren Verlauf (Tpi 42, 60 und 90)
konnten immer wieder Herde solcher Zellen mit positiven Kernreaktionen in der
Leptomeninx im Bereich der Hirnbasis nachgewiesen werden (s. Abb. 8.51).

Die Veranderungen im Nachweis von genomischer BDV-GP-N und —C RNA Uber
den Untersuchungszeitraum waren statistisch signifikant (BDV-GP-N genomische
RNA p=0,0129, BDV-GP-C genomische RNA p=0,0092).

4.6.5 Doppelmarkierung von BDV-GP spezifischem Antigen und BDV-
GP spezifischer mRNA

Die immunhistologischen Untersuchungen und die in situ-Hybridisierung zeigten in
der semiquantitativen Auswertung signifikante Unterschiede zwischen dem
Vorkommen von BDV-GP spezifischem Antigen und dem Nachweis der
entsprechenden BDV-GP mRNA. Wahrend das BDV-GP ausschlieBlich im
Zytoplasma nachzuweisen war, fand sich die BDV-GP mRNA gréBtenteils in den
Zellkernen und seltener im Zytoplasma. Bei einem gleichzeitigen Nachweis von BDV-
GP und BDV-GP mRNA im Zytoplasma einer Zelle kam es auch zu Mischreaktionen.
Wie in der Abbildung 8.51 bis 8.54 zu sehen ist, lieBen sich BDV-GP-spezifisches
Antigen im Zytoplasma und die BDV-GP mRNA im Zellkern der selben Neuronen
nachweisen. Diese Kolokalisation war in der Mehrzahl der groBen Neuronen mit

Nachweisreaktion im Ammonshorn und im Cortex cerebri zu beobachten.

4.6.6 Zusammenfassung der Ergebnisse der in situ-Hybridisierung

Mit Hilfe der in situ-Hybridisierung konnten deutliche Unterschiede in der Verteilung
und dem Vorkommen von virusspezifischen mRNA gegenlber dem der
entsprechenden genomischen RNA-Abschnitt nachgewiesen werden. Weiterhin
waren Unterschiede in der Ausbreitung und intrazellularen Verteilung von BDV-N
MmRNA und BDV-GP mRNA sowie genomischer BDV-N RNA gegenlber der
genomischen BDV-GP RNA vorhanden (s. Abb. 10).

BDV-N mRNA wies die am weitesten verbreitete Reaktion auf, war im gesamten
Gehirn verteilt und vor allem in Zytoplasma und Fortsatzen, aber auch in Kernen von
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Neuronen und Ependymzellen sowie in Oligodendrozyten und in Astrozyten
nachweisbar. Diese virusspezifische RNA konnte als einzige BDV-RNA bereits am
Tag 3 p.i. bei einem Tier detektiert werden. Das Vorkommen der genomischen RNA
des BDV-N war auf den Kern beschrankt, wobei es einige wenige zytoplasmatische
Reaktionen gab. Zum Teil fand sich diese genomische RNA zu spateren Zeitpunkten
p.i. auch im Neuropil. Die RNA des BDV-N konnte am Tag 7 p.i. erstmals
nachgewiesen werden und trat ebenfalls im weiteren Verlauf des Versuches
disseminiert im gesamten Gehirn auf. Die Nachweisreaktion der BDV-N RNA
erreichte nicht ganz die Ausbreitung wie bei der entsprechenden mRNA. Das
Maximum der Ausbreitung und des Vorkommens von BDV-N mRNA und RNA
erstreckte sich vom Tag 24 bis Tag 60 p.i. Ein geringgradiger Riickgang der Anzahl
der fir diese RNA-Spezies positiven Zellen war gegen Ende der Untersuchung bei
der BDV-N mRNA und der genomischen BDV-N RNA gleichermaBen zu beobachten.
Ein Vergleich zwischen dem Verlauf der Ausbreitung von BDV-N mRNA zu BDV-N
genomisher RNA ergab keine Signifikanzen (p=0,1275).

In Ausbreitung und Vorkommen waren mRNA und genomische RNA der C- und N-
terminalen Anteile des BDV-Glykoproteins nahezu identisch. Sie traten zum ersten
Mal am Tag 7 p.i. in den BDV-infizierten Gehirnen auf. Nachzuweisen waren sowohl
BDV-GP mRNA als auch die entsprechenden genomischen RNA-Abschnitte in allen
Gehirnregionen, jedoch in geringerem Ausmalf als die BDV-N mRNA und -RNA. Im
Cortex cerebri, in der Amygdala, im Ammonshorn und im Thalamus fanden sich
mehr Zellen, in denen BDV-GP mRNA bzw. RNA nachweisbar war, als in den
dbrigen Gehirngebieten. Das Maximum des Nachweises reichte bei allen
untersuchten BDV-GP-spezifischen RNAs von Tag 24 bis Tag 60 p. i. Am Tag 90 p.i.
war wie beim Nachweis der BDV-N mRNA bzw. RNA ein Rlckgang in der
Ausbreitung und der Haufigkeit von positiven Nachweisreaktionen vorhanden. Die
BDV-GP mRNA war am haufigsten in Kernen zu beobachten, aber auch
zytoplasmatische Reaktionen traten zu spateren Zeitpunkten auf. Das Vorkommen
von genomischer RNA des BDV-GP war deutlich auf die Zellkerne begrenzt, in
neuronalen Perikarya und Zytoplasma war diese nur vereinzelt nachweisbar.
Allerdings lieB sich h&ufig eine Reaktion in den Fasern nachweisen. Auch hier waren
im Vergleich der Nachweise von BDV-GP-N bzw —C mRNA zur entsprechenden
genomischen RNA keine Signifikanzen festzustellen (BDV-GP-N p=0,9788; BDV-GP-
C p=0,7934).
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Mit Hilfe der in situ-Hybridisierung lieBen sich alle untersuchten BDV-spezifischen
RNA in rundovalen bis spindelférmigen Zellen der Leptomeninx nachweisen. BDV-N
mRNA trat sowohl im Kern als auch im Zytoplasma dieser Zellen auf, BDV-GP RNA
(C- und N-terminal, mRNA und genomische RNA) sowie die genomische BDV-N
RNA waren hingegen fast ausschlieBlich im Kern zu finden. Die selben Zellen bzw.
Herde wiesen beim jeweiligen Tier mit den verschiedenen Sonden eine positive
Reaktion auf, sofern die entsprechende Lokalisation auf den Folgeschnitten
vorhanden war. Oft waren die Zellen in der Leptomeninx basal in der Nahe des
Hypothalamus oder Cerebellums gelegen. Bei diesen Zellen handelte es sich
morphologisch nicht um mononukleare Zellen, wie sie in den entziindlichen Infiltraten

im Gehirn der BDV-infizierten Tiere vorkommen.

Abb. 10: Vergleichende Darstellung der Nachweise verschiedener BDV-RNA mit
Hilfe der in situ-Hybridisierung
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4.7 KORRELATION ZWISCHEN DEN KLINISCHEN,
HISTOPATHOLOGISCHEN UND IMMUNHISTOLOGISCHEN
BEFUNDEN UND DEN ERGEBNISSEN DER IN SITU-
HYBRIDISIERUNG

4.7.1 Entziindung und klinische Symptomatik

Das Einsetzen klinischer Symptome um den Tag 14 p.i. stimmte Uberein mit der
histologisch feststellbaren Ausbreitung der Entzindung auf das gesamte Gehirn.
Auch das Erreichen des Hohepunktes der klinischen Symptomatik korrelierte mit
dem Maximum der Entziindung um die Tage 31 und 42 p.i. Das anschlieBende
chronische Stadium der klinischen Symptome zeigte sich histologisch mit dem
verstarkten Vorkommen von parenchymatdésen Infiltraten, Plasmazellen und

zunehmender Gliose.

4.7.2 Expression von BDV-spezifischen Proteinen, BDV RNAs und

Entziindungsreaktion

Der erstmalige Nachweis von BDV-N, BDV-M, BDV-GP und den entsprechenden
virusspezifischen RNA-Spezies am Tag 7 p.i. war zeitgleich mit dem Auftreten erster
EntzGndungsinfiltrate in der Leptomeninx zu beobachten. Eine Ausnahme bildete hier
das Auftreten von BDV-N mRNA an Tag 3 p.i. im Zytoplasma einzelner Neuronen
des Cortex cerebri nahe der Inokulationsstelle bei einem Tier. Der Zeitpunkt der
starksten Entzindung (Tpi 31/42) deckte sich mit dem Zeitpunkt des maximalen
Nachweises des BDV-N spezifischen Antigens, wahrend das Maximum des BDV-GP
spezifischen Antigennachweises (Tpi 18) und des Nachweises von BDV-N
MRNA/RNA und BDV-GP mRNA/RNA (Tpi 24) friher erreicht war.

4.7.3 Expression BDV-spezifischer Proteine und Nachweis von BDV
RNAs

BDV-N spezifisches Antigen, BDV-N mRNA und BDV-N RNA waren sowohl im

Verlauf des Vorkommens als auch in der Lokalisation im Gehirn nahezu identisch.
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Bei dem Vergleich des Nachweises von BDV-N mit BDV-N mRNA konnten keine
statistisch signifikanten Unterschiede festgestellt werden (p=0,9286). BDV-N und
beide entsprechenden RNAs konnten im gesamten Gehirn nachgewiesen werden,
und die hohe Anzahl von Zellen mit positivem Nachweis blieb bis zum
Untersuchungsende erhalten. Lediglich die genomische BDV-N RNA war in etwas
weniger Zellen vorhanden. Wahrend das Vorkommen der genomischen BDV-N RNA
deutlich auf den Zellkern beschrankt blieb, traten BDV-N Antigen und mRNA sowohl
in den Zellkernen als auch im Zytoplasma auf. Die mRNA des C- und des N-
terminalen Anteils des BDV-GPs lieB sich hingegen fast ausschlieBlich in Zellkernen
nachweisen. Bezliglich des BDV-Glykoproteins gab es erhebliche Unterschiede
zwischen dem Nachweis des spezifischen Antigens einerseits und dem Nachweis
der mRNA und der genomischen RNA andererseits. Diese Unterschiede waren
statistisch signifikant (p=0,0060 fur BDV-GP zu BDV-GP-C mRNA). Das BDV-GP
spezifische Antigen war in seinem Auftreten vor allem auf einzelne Neuronen in
Ammonshorn, Cortex cerebri, Thalamus und Amygdala begrenzt. Es konnte fast
ausschlieBlich im Zytoplasma groBer Neuronen nachgewiesen werden und blieb in
der Ausbreitung positiver Reaktionen eher schwach. Das Maximum des
Vorkommens war bereits am Tag 18 p.i. erreicht und blieb bis einschlieBlich Tag 24
p.i. bestehen. Ab Tag 28 p.i bis zum Ende der Untersuchungen (Tpi 90) ging die
Anzahl der Zellen mit BDV-GP Nachweis stetig zurlick. BDV-GP RNAs konnten
hingegen im gesamten Gehirn beobachtet werden, und im Vergleich zum
Vorkommen des BDV-GP-spezifischen Antigens wiesen mehr Zellen BDV-GP mRNA
bzw. RNA auf. Die Anzahl und Verteilung der Zellen mit Nachweis von BDV-GP
mRNA waren im Vergleich zu Zellen mit Nachweis von BDV-GP genomischer RNA
nahezu identisch. Dabei waren auch zwischen C- und N-terminalem Anteil des BDV-
GPs keine erheblichen Unterschiede festzustellen. Gegenliber dem
immunhistologischen Nachweis von BDV-GP war die Anzahl positiver Zellen deutlich
héher. Das Maximum der Ausbreitung war am Tag 24 p.i. erreicht und nur zum Ende
der Untersuchung an Tag 90 p.i. war ein dezenter Rickgang zu beobachten. Anzahl
und Ausbreitung von Zellen mit nachweisbarer BDV-GP RNA waren geringer als bei
den Nachweisen der BDV-N RNAs.

Mit Hilfe der ISH lie3 sich sowohl BDV-N RNA als auch BDV-GP RNA in rundovalen
bis spindelférmigen Zellen der Leptomeninx detektieren, immunhistologisch konnte in
diesen Zellen jedoch nur BDV-N-spezifisches Antigen nachgewiesen werden.
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Wahrend bei der ISH erste positive Zellen schon am Tag 7 p.i. auftraten, lie sich
immunhistologisch erst am Tag 14 p.. BDV-N in leptomeningealen Zellen
nachweisen. An Folgeschnitten konnten in den selben Zellen bzw. Herden beim
jeweiligen Tier sowohl BDV-N als auch alle untersuchten virusspezifischen RNA-
Spezies nachgewiesen werden. Meist waren die Zellen basal in der Leptomeninx in
Nahe des Hypothalamus oder Cerebellums gelegen. BDV-N mRNA und BDV-N
traten sowohl im Kern als auch im Zytoplasma dieser Zellen auf, BDV-GP RNA (C-
und N-terminal, mRNA und genomische RNA) sowie die genomische BDV-N RNA
waren hingegen fast ausschlieBlich im Kern zu finden.

Abb. 11: Vergleich der Nachweise von BDV-N und der entsprechenden RNA
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Vergleichende Darstellung der semiquantitativen Auswertung der in situ-Hybridisierung zum Nachweis
von BDV-N mRNA und genomischer RNA und des immunhistologischen Nachweises von BDV-N,
dargestellt sind die Mittelwerte; Unterschiede von BDV-N zu BDV-N mRNA sind nicht signifikant
(p=0,9286);

x-Achse: Tpi, Tage post infectionem, Tage nach Infektion, untersuchte Tiere pro Zeitpunkt n=3; y-
Achse: Grad des RNA-Nachweises sowie der Immunreaktion (Anzahl der Zellen mit RNA- bzw.
Antigen-Nachweis, Vorkommen im Gehirn), Skala 0-3; BDV-N: BDV-Nukleoprotein; gen. RNA:

genomische RNA; mRNA: messenger RNA; Balken: Minimum/Maximum
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Abb. 12: Vergleich der Nachweise von BDV-GP und der entsprechenden RNA
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Vergleichende Darstellung der semiquantitativen Auswertung der in situ-Hybridisierung zum Nachweis
von BDV-GP mRNA und RNA (C- und N-terminale Genomabschnitte) und des immunhistologischen
Nachweises von BDV-GP spezifischem Antigen, dargestellt sind die Mittelwerte; Unterschiede von
BDV-GP zu BDV-GP-C mRNA sind signifikant (p=0,0060);

x-Achse: Tpi, Tage post infectionem, Tage nach Infektion, untersuchte Tiere pro Zeitpunkt n=3; y-
Achse: AusmalB des RNA-Nachweises und der Immunreaktion (Intensitat der Reaktion, Anzahl der
Zellen mit RNA bzw. Antigen Nachweis, Vorkommen im Gehirn), Skala 0-3; BDV-GP: BDV-
Glykoprotein; RNA: genomische RNA; mRNA: messenger RNA; Balken: Minimum/Maximum

4.7 STATISTISCHE ANALYSE DER QUANTITATIV BESTIMMTEN
ZELLEN IM AMMONSHORN

Die quantitative Auswertung des Nachweises von BDV-N und BDV-GP wurde auf
Protein- und RNA-Ebene mittels IH und ISH anhand einer quantitativen Auswertung
von Zellen mit positivem Protein- bzw. RNA-Nachweis im Bereich des Hippocampus
vorgenommen. Die statistische Analyse basiert auf der Anzahl positiver Zellen pro
Flache (mm?). Die Anzahl positiver Zellen/mm?2 wurde als Mittelwert aus allen drei

untersuchten Tieren eines Zeitpunktes angegeben.
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4.7.1 Quantitative Bestimmung von Zellen mit BDV-N-spezifischem
Antigen und korrespondierender RNA

BDV-N konnte im Ammonshorn an Tag 14 und 42 p.i. in durchschnittlich 190 Zellen
pro mm2 nachgewiesen werden, am Tag 90 in bis zu 260 Zellen/mm?2. Am Tag 24 p.i.
war die Zahl positiver Zellen mit 120/mm?2 am geringsten. Innerhalb der Zellen, die
BDV-N-spezifisches Antigen exprimierten, war dieses fast ausschlieBlich in
Zytoplasma und Nukleus gleichzeitig nachzuweisen (91,6% der BDV-N positiven
Zellen an Tpi 14, 95,0% an Tpi 24, 100% an den Tagen 42 undi 90 p.i.; s. Abb.13).
Interessanterweise war BDV-N auBerdem zum frihsten hier untersuchten Zeitpunkt,
Tpi 14, bei 12,6% der BDV-N positiven Zellen ausschlieBlich im Kern exprimiert, an
Tpi 24 waren es nur noch 2,5% und am Tag 90 p.i. war der Wert auf 0% abgefallen.
Dieser Unterschied zwischen den einzelnen Zeitpunkten war signifikant (p = 0,0145).
Zellen mit einer positiven Immunreaktion im Zytoplasma traten selten auf.

Die Gesamtzahl an Zellen, welche BDV-N mRNA aufwiesen, stieg von
durchschnittlich 87 Zellen an Tpi 14 auf knapp 190 Zellen/mm?2 an Tag 90 p.i. BDV-N
mRNA war am Tag 14 p.i. bei 52,9% der Zellen im Zytoplasma und bei 47,1% in
Zytoplasma und Nukleus vorhanden. Der Anteil von Zellen mit ausschlieBlich
zytoplasmatischer Reaktion wurde im Laufe der Untersuchung immer weniger
(11,6% an Tag 90 p.i.), wahrend der Anteil der Zellen mit zytoplasmatischer und
nukledrer Reaktion steil anstieg (87,4% an Tag 90 p.i.; s. Abb. 14a). Zellen mit
Nachweis von BDV-N mRNA im Kern waren kaum vorhanden — der groBte Wert
waren durchschnittlich 1,9 Zellen/mm?2 an Tag 90 p.i.

Die Expression der genomischen RNA des BDV-N war bis auf vereinzelte Zellen
mit zytoplasmatischer oder zytoplasmatischer und nukledrer Reaktion auf die
Zellkerne beschrankt (s. Abb. 14b). Am Tag 14 p.i. waren ca. 43 Zellen/mm? fir die
genomische BDV-N mRNA positiv, und diese Zahl stieg auf durchschnittlich 233
Zellen/mm?2 an den Tagen 42 und 90 p.i. Die Anzahl von Zellen mit Nachweis von
genomischer BDV-N RNA war an Tpi 14 niedriger, an Tpi 24 ungefahr gleich und an
den Tagen 42 und 90 p.i. héher als die Gesamtzahl von Zellen mit positivem BDV-N
mRNA Signal. Ein paarweiser Vergleich zwischen BDV-N genomischer und mRNA
lieB keine statistisch signifikanten Unterschiede erkennen (s. Abb. 21).



108 ERGEBNISSE

Interessanterweise war die Gesamtzahl der fir das BDV-N-spezifische Antigen
positiven Zellen fast zu allen untersuchten Zeitpunkten héher als die Gesamtzahl von
Zellen, in denen die entsprechenden RNAs nachgewiesen werden konnten. Diese
Beobachtung wurde auch durch die Ergebnisse der semiquantitativen Auswertung

bestatigt.

4.7.2 Quantitative Bestimmung von Zellen mit BDV-GP-spezifischem
Antigen und den korrespondierender RNA

Im Gegensatz zum BDV-N war BDV-GP mittels Immunhistologie nur in wenigen
Zellen des Hippocampus zu finden. Am Tag 14 p.i. waren es durchschnittlich 8
positive Zellen/mm?2, an den anderen drei untersuchten Zeitpunkten (24, 42, 90 Tpi)
zwischen 30 und 32 Zellen/mm?2. Die Expression des BDV-GP war hierbei fast
ausschlieBlich im Zytoplasma lokalisiert (s. Abb. 15). Zellen mit einer BDV-GP-
Expression im Kern waren nicht zu finden, und die Anzahl von Zellen mit BDV-GP in
Zytoplasma und Kern war unbedeutend gering (maximal 0,7 Zellen/mm?2 an Tpi 24).
Im Unterschied zur semiquantitativen Auswertung waren hier bei den BDV-GP RNAs
Differenzen zwischen den Ergebnissen in Abhangigkeit von der Lokalisation (C- oder
N-terminal) zu beobachten (dargestellt in Abb. 16a-f). Die BDV-GP mRNA des C-
terminalen Anteils war am Tag 14 p.i. insgesamt in ca. 70 Zellen/mm? nachzuweisen.
Diese Zahl stieg kontinuierlich an und erreichte am Tag 90 p.i. durchschnittlich 284
Zellen/mm2. Das Vorkommen von BDV-GP-C mRNA war auf den Nukleus
beschrankt, und in deutlich weniger Zellen trat zusatzlich ein Signal im Zytoplasma
auf (maximal 40 Zellen/mm?2 an Tag 90 p.i.).

Die Anzahl von Zellen mit Nachweis von BDV-GP-N mRNA insgesamt war im
Vergleich zur C-terminalen BDV-GP mRNA an Tag 14 p.i. mit 65 Zellen/mm?2 noch
fast gleich, stieg dann aber weniger steil an (maximal 175 Zellen/mm?2 an Tag 42 p.i.)
und fiel am Ende der Untersuchungen (Tpi 90) auf 131 Zellen/mm? ab. Die
intrazellulare Verteilung der N-terminalen mRNA des BDV-GP wies im Vergleich zur
C-terminalen BDV-GP mRNA ein anderes Muster auf: Es Uberwog der Anteil
positiver Zellen mit mRNA in Kern und Zytoplasma (maximal 95 Zellen/mm?2 an Tag
42 p.i.).

Die Expression von BDV-GP mRNA oder genomischer RNA ausschlieBlich im
Zytoplasma konnte in keiner der positiven Zellen des Hippocampus festgestellt
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werden, was im Gegensatz zum zytoplasmatischen Expressionsmuster des BDV-
GP-spezifischen Antigens stand. Verglichen mit der BDV-GP-N mRNA war die BDV-
GP-Expression insgesamt signifikant niedriger (p = 0,0005).

Das Verteilungsmuster innerhalb der positiven Zellen war fir den N-terminalen und
den C-terminalen Anteil der genomischen BDV-GP RNA gleich, sie traten beide fast
ausschlieBlich im Kern auf. Unterschiede konnten jedoch in der Anzahl positiver
Zellen gefunden werden (s. Abb. 16c,d). Wie bei der entsprechenden mRNA war
auch hier die Zahl von Zellen mit BDV-GP-C RNA Expression konstant ansteigend
(von durchschnittlich 78 Zellen/mm? an Tag 14 p.i. auf 392 Zellen/mm? an Tag 90
p.i.), wahrend beim N-terminalen Anteil der RNA das Maximum an Tag 42 p.i.
erreicht war (283 Zellen/mm?) und die Anzahl positiver Zellen an Tag 90 p.i. abfiel.
Verglichen mit der semiquantitativen Auswertung bestatigte sich bei der quantitativen
Analyse die Beobachtung, daB signifikant mehr BDV-GP mRNA und RNA (C- und N-
terminal) in den Zellen nachgewiesen werden konnte als BDV-GP-spezifisches
Antigen. Auch die intrazellulare Lokalisation, namlich vorwiegend zytoplasmatisch bei
BDV-GP und vorwiegend nuklear bei den untersuchten BDV-GP RNAs, stimmte mit
den vorherigen Ergebnissen (berein. Die Unterschiede in der intrazellularen
Expression von BDV-GP-N und BDV-GP-C mRNA traten nur bei der quantitativen
Auswertung der Zellen im Hippocampus auf. Die Zusammenfassung der Auswertung
von C- und N-terminalen Anteilen der BDV-GP RNAs zu jeweils einem gemeinsamen
Mittelwert ergab mit den Ergebnissen der semiquantitativen Auswertung
vergleichbare Resultate (s. Abb.16e,f).

4.7.3 Vergleich der quantitativ bestimmten Zellen mit BDV-N- und BDV-
GP-spezifischem Antigen und der korrespondierenden RNA

Mit Hilfe der quantitativen Analyse positiver Nachweisreaktionen in Zellen des
Hippocampus konnten deutliche, teils signifikante Unterschiede zwischen BDV-N und
BDV-GP und den korrespondierenden RNAs festgestellt werden. Neben einem
globalen Vergleich wurden paarweise Vergleiche zwischen verschiedenen Variablen
vorgenommen.

Die Expression des BDV-GP-spezifischen Antigens war Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum signifikant niedriger als die des BDV-N (p < 0,0001) (s. Abb.
17). Auch die intrazellulare Verteilung unterschied sich deutlich, wie bereits in
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vorhergehenden Untersuchungen beobachtet; BDV-N war vorwiegend in Zytoplasma
und Kern der positiven Zellen vorhanden, BDV-GP hingegen nur im Zytoplasma.

Die Unterschiede in der intrazellularen Expression von BDV-N, BDV-GP und ihrer
entsprechenden RNAs waren im allgemeinen Vergleich ebenfalls signifikant (p =
0.0005)

Sowohl die Anzahl von Zellen mit BDV-GP-C mRNA Expression als auch die Anzahl
von Zellen, in denen BDV-GP-C genomische RNA exprimiert war, war die jeweils
héchste Anzahl positiver Zellen im Ammonshorn von allen untersuchten Antigenen
bzw. RNAs, was im Gegensatz zu den Ergebnissen der semiquantitativen
Auswertungen stand. Die Anzahl der fur BDV-GP-N mRNA positiven Zellen war
gegenuber den fur BDV-N mRNA positiven Zellen jedoch signifikant geringer (p =
0,0007). Der Vergleich zwischen der genomischen RNA des BDV-GP-N und der
genomischen BDV-N RNA zeigte hingegen keine Signifikanz. Ein deutlicher
Unterschied in der intrazellularen Lokalisation war zwischen BDV-N mRNA einerseits
und beiden mRNA Anteilen des BDV-GP andererseits festzustellen: BDV-N mRNA
war zu einem geringen Anteil auch ausschlieBlich im Zytoplasma positiver Zellen
nachweisbar, BDV-GP mRNA hingegen trat nur im Kern oder in Kern und
Zytoplasma, aber nie ausschlieBlich im Zytoplasma positiver Zellen auf.

Alle untersuchten genomischen RNAs des BDV waren in ihrer Expression
ausschlieBlich auf den Kern der positiven Zellen beschrankt und unterschieden sich

nur hinsichtlich der Haufigkeit ihnres Nachweises.
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Abb. 13: Anzahl von Zellen mit Nachweis von BDV-N im Ammonshorn BDV-
infizierter Lewis-Ratten
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p-Werte des Kruskal-Wallis-Tests s. Tab. 10.16 im Anhang.

x-Achse: Tpi, Tage post infectionem, Tage nach Infektion, Tiere pro Zeitpunkt n=3; y-Achse: Mittlere
Anzahl der positiven Zellen pro mm? ; BDV-N: BDV-Nukleoprotein; Z: Zellen mit positiver
Nachweisreaktion im Zytoplasma; K: Zellen mit positiver Nachweisreaktion im Kern; ZK: Zellen mit
positiver Nachweisreaktion in Zytoplasma und Kern; ges: Gesamtzahl der Zellen mit positiver
Nachweisreaktion  unabhdngig von deren intrazelluldaren  Lokalisation;  Fehlerbalken:

Standardabweichung
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Abb. 14a),b):Anzahl von Zellen mit Nachweis von BDV-N RNAs im Ammonshorn
BDV-infizierter Lewis-Ratten
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p-Werte des Kruskal-Wallis-Tests s. Tab. 10.16 im Anhang.

x-Achse: Tpi, Tage post infectionem, Tage nach Infektion, Tiere pro Zeitpunkt n=3; y-Achse: Mittlere
Anzahl der positiven Zellen pro mm? ; BDV-N: BDV-Nukleoprotein; gen. RNA: genomische RNA;
mRNA: messenger RNA; Z: Zellen mit positiver Nachweisreaktion im Zytoplasma; K: Zellen mit
positiver Nachweisreaktion im Kern; ZK: Zellen mit positiver Nachweisreaktion in Zytoplasma und
Kern; ges: Gesamtzahl der Zellen mit positiver Nachweisreaktion unabh&ngig von deren
intrazellularen Lokalisation; Fehlerbalken: Standardabweichung
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Abb. 15: Anzahl von Zellen mit Nachweis von BDV-GP im Ammonshorn BDV-

infizierter Lewis-Ratten
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p-Werte des Kruskal-Wallis-Tests s. Tab. 10.16 im Anhang.

x-Achse: Tpi, Tage post infectionem, Tage nach Infektion, Tiere pro Zeitpunkt n=3; y-Achse: Mittlere
Anzahl der positiven Zellen pro mm? ; BDV-GP: BDV-Glykoprotein; Z: Zellen mit positiver
Nachweisreaktion im Zytoplasma; K: Zellen mit positiver Nachweisreaktion im Kern; ZK: Zellen mit
positiver Nachweisreaktion in Zytoplasma und Kern; ges: Gesamtzahl der Zellen mit positiver
Nachweisreaktion  unabhdngig von deren intrazelluldren  Lokalisation;  Fehlerbalken:
Standardabweichung
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Abb. 16a)-f): Anzahl von Zellen mit Nachweis von BDV-GP RNA im Ammonshorn
BDV-infizierter Lewis-Ratten
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Abb. 16 (Fortsetzung)
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Abb. 16 (Fortsetzung)
16e) BDV-GP mRNA, Mittelwert aus GP-C und GP-N
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16f) BDV-GP genomische RNA, Mittelwert aus GP-C und GP-N
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p-Werte des Kruskal-Wallis-Tests s. Tab. 10.16 im Anhang.

x-Achse: Tpi, Tage post infectionem, Tage nach Infektion, untersuchte Tiere pro Zeitpunkt n=3; y-
Achse: Anzahl der positiven Zellen pro mm? ; BDV-GP: BDV-Glykoprotein; BDV-GP-C: BDV-
Glykoprotein, C-terminaler Anteil; BDV-GP-N: BDV-Glykoprotein, N-terminaler Anteil; gen. RNA:
genomische RNA; mRNA: ,messenger‘ RNA; Z: Zellen mit positiver Nachweisreaktion im Zytoplasma;
K: Zellen mit positiver Nachweisreaktion im Kern; ZK: Zellen mit positiver Nachweisreaktion in
Zytoplasma und Kern; ges: Gesamtzahl der Zellen mit positiver Nachweisreaktion unabhangig von
deren intrazellularen Lokalisation; Fehlerbalken: Standardabweichung
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Abb. 17: Vergleich der Anzahl von Zellen mit Nachweis von BDV-N und BDV-GP
im Ammonshorn BDV-infizierter Ratten
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Der Unterschied zwischen BDV-N und BDV-GP ist hoch signifikant (p < 0,0001), bezogen auf den
gesamten Zeitraum und unabhéngig von einzelnen Zeitpunkten; x-Achse: Tpi, Tage post
infectionem, Tage nach Infektion, untersuchte Tiere pro Zeitpunkt n=3; y-Achse: geometrischer
Mittelwert der Anzahl positiver Zellen pro mm? ; MW: Mittelwert; BDV-N: BDV- Nukleoprotein; BDV-
GP: BDV-Glykoprotein; Fehlerbalken: Streufaktor
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Abb. 18: Vergleich der Anzahl von Zellen mit Nachweis von BDV-GP-N mRNA
und BDV-GP im Ammonshorn BDV-infizierter Ratten
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Der Unterschied zwischen BDV-GP-N mRNA und BDV-GP ist signifikant (p = 0,0005), bezogen auf
den gesamten Zeitraum und unabhangig von einzelnen Zeitpunkien; x-Achse: Tpi, Tage post
infectionem, Tage nach Infektion, untersuchte Tiere pro Zeitpunkt n=3; y-Achse: geometrischer
Mittelwert der Anzahl positiver Zellen pro mm? ; MW: Mittelwert; BDV-GP-N: BDV-Glykoprotein, N-
terminaler Anteil; mRNA: ,messenger® RNA; ges: Gesamtzahl der Zellen mit positiver
Nachweisreaktion; BDV-GP: BDV-Glykoprotein; Fehlerbalken: Streufaktor
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Abb. 19: Vergleich der Anzahl von Zellen mit Nachweis von BDV-GP-N mRNA
und BDV-N mRNA im Ammonshorn BDV-infizierter Ratten
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Der Unterschied zwischen BDV-GP-N mRNA und BDV-N mRNA ist signifikant (p = 0,0007),
bezogen auf den gesamten Zeitraum und unabhangig von einzelnen Zeitpunkten; x-Achse: Tpi,
Tage post infectionem, Tage nach Infektion, untersuchte Tiere pro Zeitpunkt n=3; y-Achse:
geometrischer Mittelwert der Anzahl positiver Zellen pro mm? ; MW: Mittelwert; BDV-GP-N: BDV-
Glykoprotein, N-terminaler Anteil; BDV-N: BDV-Nukleoprotein; mRNA: ,messenger® RNA; ges:

Gesamtzahl der Zellen mit positiver Nachweisreaktion; Fehlerbalken: Streufaktor
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Abb. 20: Vergleich der Anzahl von Zellen mit Nachweis von BDV-GP-N
genomischer RNA und BDV-N genomischer RNA im Ammonshorn
BDV-infizierter Ratten

400
350 -
300 -

250 -

§ 200 - =
150 -
100 - -

50 -

positive Zellen/mm?2 (geometr.

e

NN

o
4
N
\
\
N
L
r

14 24 42
Tpi

[{e]
o

OBDV-GP-N gen.RNA ges d1BDV-N gen.RNA ges

Der Unterschied zwischen BDV-GP-N genomischer RNA und BDV-N genomischer RNA ist nicht
signifikant (p = 0,064), bezogen auf den Unterschied zwischen den einzelnen Zeitpunkten; x-
Achse: Tpi, Tage post infectionem, Tage nach Infektion, untersuchte Tiere pro Zeitpunkt n=3; y-Achse:
geometrischer Mittelwert der Anzahl positiver Zellen pro mm? ; MW: Mittelwert; BDV-GP-N: BDV-
Glykoprotein, N-terminaler Anteil; BDV-N: BDV-Nukleoprotein; gen. RNA: genomische RNA; ges:
Gesamtzahl der Zellen mit positiver Nachweisreaktion; Fehlerbalken: Streufaktor
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Abb. 21: Vergleich der Anzahl von Zellen mit Nachweis von BDV-N genomischer
RNA und BDV-N mRNA im Ammonshorn BDV-infizierter Ratten
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Der Unterschied zwischen BDV-N genomischer RNA und BDV-N mRNA ist nicht signifikant; x-
Achse: Tpi, Tage post infectionem, Tage nach Infektion, untersuchte Tiere pro Zeitpunkt n=3; y-Achse:
geometrischer Mittelwert der Anzahl positiver Zellen pro mm?® ; MW: Mittelwert; BDV-N: BDV-
Nukleoprotein; gen. RNA: genomische RNA; mRNA: ,messenger® RNA; ges: Gesamtzahl der Zellen

mit positiver Nachweisreaktion; Fehlerbalken: Streufaktor

4.8 NACHWEIS VON INFEKTIOSEM BDV

Das Vorhandensein von infektiosem Virus in Gehirnen der BDV-infizierten Ratten
wurde durchindirekten Immunfluoreszentest bestatigt. Am Tag 50 p.i. wurde aus
BDV-infiziertem Gehirnmaterial infektidses Virus in einem Titer von 2x10” IDso/ml
isoliert. Dieser hohe Virustiter war auch am Tag 75 p. i. noch vorhanden, hier konnte

infektidses Virus ebenfalls mit einem Titer von 2x10” IDsy/ml nachgewiesen werden.
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5. DISKUSSION

Experimentelle BDV-Infektionen stellen ein hervorragendes Modell zur Erforschung
viral induzierter, immunvermittelter Erkrankungen des ZNS dar. Sie dienen dabei zur
Erforschung viraler Replikations- und Persistenzmechanismen und Virus-Wirts-
Beziehungen auf zellularer Ebene sowie zur Untersuchung immunpathogener
Prozesse (STITZ et al., 2002, DE LA TORRE, 2002 b).

Unter den NNS-RNA-Viren benutzt das neurotrope BDV einzigartige Strategien zur
Kontrolle von Transkription und Replikation, um eine persistierende, nicht
zytolytische Infektion des ZNS zu ermdglichen. Die kontrollierte Expression viraler
Glykoproteine ist mdglicherweise ein essentieller Bestandteil einer langfristigen
Viruspersistenz im infizierten Wirt. In der vorliegenden Studie wurde das spatio-
temporale Auftreten von BDV-GP Antigen und seinen korrespondierenden RNAs in
Gehirnen BDV-infizierter Lewis-Ratten untersucht und mit dem Expressionsprofil des
BDV-M sowie des BDV-N und seinen korrespondierenden RNAs verglichen, um
Informationen Uber die Regulation der BDV-GP Expression in vivo zu gewinnen.
Diese Ergebnisse kdénnen zu einem besseren Verstdndnis der Ausbreitung,
Replikation und Persistenz des BDV im ZNS beizutragen.

5.1 KLINIK UND HISTOPATHOLOGISCHE VERANDERUNGEN

Der typische biphasische Verlauf der klinischen BD bei adulten, intrazerebral
infizierten Lewis-Ratten wurde bereits in frihen Untersuchungen beschrieben
(NARAYAN et al., 1983 a, b; DESCHL et al., 1990; HERDEN et al., 2000). Auch in
der vorliegenden Studie zeigten die Tiere die charakteristische biphasische
Symptomatik. Die erste Phase begann an Tag 14 p.i. mit Ataxien, Agressivitat,
Hyperaktivitdt sowie Nasen- und AugenausfluB. Die ersten Symptome setzten, wie
auch in der Literatur beschrieben, zeitgleich mit dem Auftreten erster entziindlicher
Veranderungen im Gehirn ein (NARAYAN et al., 1983 a, b; CARBONE et al., 1987;
HERDEN, 1997). Um die Tage 31 bis 42 p.i. begann, wie bereits beschrieben, ein
langsamer Ubergang zur chronischen Phase mit Anorexie, Somnolenz, Apathie und
Paralyse.

Alle BDV-infizierten Tiere entwickelten eine nichteitrige Meningoenzephalitis.

Histopathologisch konnten mononukleare leptomeningeale, perivaskulare und
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parenchymatdse Infiltrate sowie Satellitose, Astrogliose und degenerative
Veranderungen beobachtet werden. Die in dieser Arbeit beschriebenen
histopathologischen Veranderungen entsprechen weitgehend den
Untersuchungsergebnissen friherer Studien (NARAYAN et al, 1983 a, b;
KOMPTER, 1987; DESCHL, 1988; HERDEN, 1997). So war das Maxiumum der
mononukledren Infiltrate zwischen Tag 31 und 42 p.i. zu finden, ab Tag 50 p.i.
nahmen die Entziindungszellinfiltrate deutlich ab, und es entwickelte sich ein gering-
bis mittelgradiger Hydrocephalus internus. Die perivaskularen und parenchymalen
mononukledren Infiltrate traten, wie bereits in anderen Studien beschrieben,
vorwiegend in Cortex cerebri, Hippocampus, Amygdala und Thalamus auf.
Abweichungen in der beobachteten Kinetik der entziindlichen Veranderungen zu
vorherigen Studien kénnten auf die Verwendung eines BDV-Isolates zurlickgefihrt
werden, der haufigeren Passagen unterzogen wurde als die in der Literatur
verwendeten BDV-Praparationen. So lagen das Maximum der Entziindung und der
degenerativen Veranderungen hier zeitlich gesehen ca. 10 Tage spater als bei
NARAYAN et al. (1983 a, b) beschrieben. AuBerdem konnten in der vorliegenden
Studie keine EinschluBkérperchen in Neuronen beobachtet werden.

Die Zusammensetzung der Entziindungszellpopulation aus Makrophagen und
Lymphozyten sowie das vermehrte Auftreten von Plasmazellen ab Tag 31 p.i.
entsprachen ebenfalls den Ergebnissen friiherer Untersuchungen (DESCHL, 1988;
DESCHL et al., 1990; HERDEN, 1997; HERDEN et al., 2000).

5.2 NACHWEIS VON INFEKTIOSEM BDV

Infektibses Virus wurde mit Hilfe des indirekten Immunfluoreszenztestes im
Gehirngewebe BDV-infizierter Tiere nachgewiesen. Dies bestétigt, dass es nach der
Inokulation des BDV zu einer persistierenden und produktiven Infektion des ZNS
kam, und entspricht somit den Ergebnissen anderer Studien (NARAYAN et al., 1983
a, b; HIRANO et al., 1983; MORALES, et al,, 1988; KOMPTER, 1987; DESCHL,
1988; HERDEN, 1997). Der hier vorhandene hohe Titer an infektibsem Virus zu
spaten Zeitpunkten nach der Infektion scheint in Kontrast zur abnehmenden
Expression von BDV-GP im Verlauf der Infektion zu stehen. Mdglicherweise ist dies
ein Hinweis darauf, dass das BDV-GP essentiell fir eine initiale, neuronale
Ausbreitung im Gehirn ist (BAJRAMOVIC et al., 2003). Zu spateren Zeitpunkten
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kénnten aber andere Mechanismen zur Virusausbreitung und dem Erhalt der
Persistenz benutzt werden, wie z.B. unbehiillte RNPs (GOSZTONY!I et al., 1993).

5.3 UNTERSUCHUNGEN ZUM NACHWEIS DES VIRALEN
NUKLEOPROTEINS UND DER ENTSPRECHENDEN mRNA UND
GENOMISCHEN RNA

Das Auftreten und die Verteilung von BDV-N in Gehirnen infizierter, adulter Lewis-
Ratten wurde bereits in friheren Arbeiten untersucht und detailliert beschrieben
(NARAYAN et al., 1983 a; DESCHL et al., 1990; CARBONE et al., 1991 a; RICHT et
al., 1994; GOSZTONI und LUDWIG, 1995, 2001; HERDEN et al., 2000; STITZ et al.,
2002). Die frihe und disseminierte Expression von BDV-N im gesamten
Rattengehirn konnte in dieser Studie bestatigt werden.

BDV-N war sowohl in Neuronen als auch in Astrozyten, Oligodendrozyten und
Ependymzellen nachweisbar. So war BDV-N in Kern, Zytoplasma und/oder in den
Fortsatzen sowie eine diffuse Immunreaktion des Neuropils zu beobachten. Der erste
Nachweis von BDV-N gelang am Tag 7 p.i. in vielen Gehirngebieten wie
Ammonshorn, Cortex cerebri, Thalamus, Mesencephalon, Cerebellum und Medulla
oblongata. Ab Tag 14 p.i. war bereits eine disseminierte Expression von BDV-N im
gesamten Rattengehirn und allen erwahnten Zelltypen zu beobachten. Das
Maximum der BDV-N Expression war an den Tagen 31 und 42 p.i. erreicht und blieb
bis zum Tag 90 p.i. weitgehend erhalten. Innerhalb des Ammonshorns waren nach
der initialen Virusvermehrung eine schichtweise Expression von BDV-N im Stratum
oriens und Stratum radiatum sowie verstarkt positive Zellen im Gyrus dentatus und in
der CA3-Region zu beobachten. Dieses Expressionsmuster von BDV-N im
Ammonshorn wurde bereits von anderen Autoren beschrieben (GOSZTONYI und
LUDWIG, 1995). Die Autoren stellen einen Zusammenhang mit den verschiedenen
Neurotransmitter-Systemen der Schichten her und postulieren, dass das Vorkommen
von BDV mit dem Aspartat- und Glutamat—System korrelieren soll. Insgesamt
entsprach das BDV-N Expressionsmuster im gesamten Gehirn und dessen Kinetik
somit weitgehend den in der Literatur beschriebenen Ergebnissen.

Die Gesamtzahl der BDV-N positiven Zellen war fast zu allen untersuchten
Zeitpunkten hoher als die Gesamtzahl von Zellen, in denen die entsprechenden
RNAs nachgewiesen werden konnten.
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BDV-N mRNA konnte im Zytoplasma und in den Fortsatzen von Neuronen detektiert
werden. Bei ca. 50-80% der Neuronen waren zuséatzlich die Kerne meist schwach
positiv, wahrend eine Neuropilreaktion nicht vorhanden war. In Ependymzellen war
BDV-N mRNA vorrangig in Kernen, seltener zusatzlich im Zytoplasma nachweisbar.
Eine sichere Aussage Uber das Vorkommen von BDV-N mRNA in Oligodendrozyten,
Astrozyten und kleinen Neuronen war durch die Vorbehandlung des Gewebes
wahrend der ISH erschwert, aber in einigen Gehirnregionen mdglich. Sie wurde
auBerdem bereits in frheren Studien belegt (GOSZTONY!I et al., 1991, 1995). BDV-
N mRNA spezifische Reaktionsprodukte traten als Granula, teilweise auch diffus auf.
Intranukleér zeigte sich in Neuronen gerade zu frihen Zeitpunkten p.i. oft nur ein
einzelner deutlicher Punkt als positive Reaktion, der morphologisch méglicherweise
dem Nukleolus entspricht. Die intranukleare Lokalisation von BDV-N mRNA ist mit
den Ergebnissen von PYPER et al. (1998) vergleichbar, die ebenfalls zu Beginn der
BDV-Infektion verstarkt positiv orientierte BDV-N RNA im Nukleolus detektierten,
genomische RNA hingegen sowohl in Nukleolus als auch im Nukleus nachwiesen.
Dies gibt Hinweise auf die Retention von positiv orientierter RNA im Nukleolus und
einen Export genomischer RNA in den Nukleus, der der Formierung von
Viruspartikeln dienen kann. PYPER et al. (1998) vermuten deshalb, dass der
Nukleolus der Ort der BDV RNA-Synthese sein konnte.

Bereits am Tag 3 p.i. konnte bei einem Tier in der Nahe der Inokulationsstelle BDV-N
mRNA nachgewiesen werden. Am Tag 7 p.i. war bei allen BDV-infizierten Tieren
BDV-N mRNA vorwiegend in Neuronen der CA3-Region des Ammonshorns,
periventrikular und im Thalamus detektierbar. Der Nachweis von BDV-N mRNA
erreichte am Tag 24 p.i. sein Maximum und war in allen Gehirnregionen zu
beobachten. Erst gegen Ende der Untersuchungen (Tpi 90) verringerte sich die Zahl
der Zellen mit Nachweis von BDV-N mRNA geringgradig.

Zu Zeitpunkten maximaler Expression von BDV-N konnten unabhangig von den
infizierten Zelltypen mittels ISH fir die BDV-N mRNA starke zytoplasmatische und
schwéchere nukleare Signale festgestellt werden. Dies zeigt die Verfligbarkeit groBer
Mengen von BDV-N mRNA flr die Translation des Virusproteins BDV-N, welche in
der beobachteten starken Expression von BDV-N resultierte. Die schwacheren
nukledren Reaktionen kénnten die Detektion von antigenomischer RNA
widerspiegeln oder den Nachweis von neu synthetisierter oder unreifer BDV-N
mRNA bedeuten. In jedem Fall ist zu erwarten, dass antigenomische RNA wéahrend
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einer BDV-Infektion in signifikant geringerem AusmalB vorliegt als virale mRNA. Dies
wurde auch durch gezielte Quantifizierung des viralen Antigenoms bestatigt
(POROMBKA und HERDEN, persénliche Mitteilung).

Genomische BDV-N RNA fand sich nahezu ausschlieBlich in den Kernen von
Neuronen, Glia- und Ependymzellen. Es wurden mehrere punktférmige positive
Reaktionen im Nukleus von Neuronen beobachtet, und eine Abgrenzung des
Nukleolus war kaum mdglich. In den anderen Zellpopulationen war vorwiegend ein
diffuses Kernsignal zu erkennen. Das Auftreten von BDV-N mRNA im Zytoplasma
und Nukleus und die auf den Zellkern beschrankte Nachweisbarkeit genomischer
RNA  entsprechen den  bereits beschriebenen  Transkriptions-  und
Replikationsstrategien des BDV (CARBONE et al.,, 1991 a; BRIESE et al., 1992;
CUBITT et al., 1994; CUBITT und DE LA TORRE, 1994; KOBAYASHI et al., 2001;
DE LA TORRE, 2002 b; TOMONAGA et al., 2002).

In einzelnen Gehirnregionen konnte genomische BDV-N RNA zu spateren
Untersuchungszeitpunkten zusatzlich entlang neuronaler Fortsatze detektiert
werden. Dies stellt mdglicherweise den Transport genomischer RNA zu synaptischen
Termini dar, wo Reifung und Freisetzung des BDV stattfinden kénnen.

Bereits am Tag 7 p.i. war genomische BDV-N RNA in Neuronen des Ammonshorns
detektierbar, in Ependymzellen erstmals an Tag 14 p.i. Die genomische BDV-N RNA
war zunachst bevorzugt in Ammonshorn, Thalamus und Cortex cerebri zu finden, wo
demnach die initiale Replikation stattfand. Am Tag 24 p.i. war ein Anstieg des
Nachweises der genomischen BDV-N RNA zu beobachten, das Maximum war aber
erst am Tag 42 p.i. mit disseminiertem Vorkommen in allen Gehirnregionen erreicht.
Dies lasst auf eine anhaltende Virusreplikation schlieBen. Gegen Ende der
Untersuchungen (Tpi 90) verringerte sich die Anzahl der Zellen, in denen BDV-N
RNA vorhanden war, nur geringgradig.

Der Nachweis von BDV-N und den entsprechenden viralen RNA-Spezies in
Neuronen, Gliazellen und Ependymzellen belegt, dass diese Zellen zur Replikation
als auch zur Transkription und Translation von BDV-N geeignet sind, wie schon in
friheren Studien gezeigt wurde (CARBONE et al., 1991 a; RICHT et al., 1991 b).
Interessanterweise exprimierten auch einzelne Zellen in der Leptomeninx BDV-N,
und gleichzeitig konnten alle untersuchten BDV-spezifischen RNA-Typen bereits ab
Tag 7 p.i. in denselben Lokalisationen gefunden werden. Hdchstwahrscheinlich
handelt es sich hierbei um lokale leptomeningeale Zellen. Auch MORALES (1988)
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beobachtete das Auftreten von BDV-N in leptomeningealen Zellen bei neonatal
infizierten Lewis-Ratten. Es bedarf weiterer Abklarung, ob diese Zellen an der
Auslésung entziindlicher Reaktionen im Sinne von Antigen prasentierenden Zellen
oder an der Beschrankung der Virusausbreitung in nicht-neuronale Gewebe beteiligt
sind.

Zusammenfassend bestatigt sowohl die intrazellulare, als auch die weitlaufige
regionale Verteilung von BDV-N und dessen RNAs im gesamten Gehirn seine
essentielle Funktion fur die BDV-Transkription und —Replikation (CARBONE et al.,
1992; BRIESE et al., 1992; CUBITT et al., 1994; KOBAYASHI et al., 2001). Neuere
Studien haben auBerdem ergeben, dass exzessive Mengen von BDV-N in infizierten
Zellen als eine Art Schutz vor einer BDV Superinfektion dienen und somit vermutlich
zur genomischen Stabilitdt des BDV beitragen (FORMELLA et al., 2000; GEIB et al.,
2003).

5.4 UNTERSUCHUNGEN ZUM NACHWEIS DES VIRALEN
MATRIXPROTEINS

Matrixproteine bilden das Bindeglied zwischen Nukleokapsid und Glykoprotein und
sind essentiell fur die Virusreifung und —freisetzung. Die bisher in der Literatur
beschriebenen Untersuchungen des BDV-M beziehen sich hauptséchlich auf dessen
Struktur, Topologie in Membranen und bestimmte raumliche Anordnung. Hierzu
wurde aus Zellkultur gewonnenes, aufgereinigtes BDV-M oder Extrakte aus BDV-
infiziertem Gehirnmaterial verwendet (KLICHE et al., 1994; STOYLOFF et al., 1997;
KRAUS et al,, 2001, 2002, 2005). /n vivo-Untersuchungen zur spatio-temporalen
Ausbreitung sowie zur zelluldren und subzelluldren Lokalisation des BDV-M lagen
bislang nicht vor.

Bei allen BDV-infizierten Tieren konnte BDV-M-spezifisches  Antigen
immunhistologisch nachgewiesen werden. Es war verstarkt in Astrozyten, aber auch
in  Neuronen, Oligodendrozyten und Ependymzellen exprimiert. Positive
Immunreaktionen waren vorwiegend im Zytoplasma zu finden. Da Matrixproteine mit
RNPs integrieren und Viruspartikel an zellularen Membranen induzieren kénnen, und
da fir das BDV-M &hnliche Funktionen bei der Reifung von BDV-Partikeln vermutet
werden (KRAUS et al., 2005), war seine vorwiegende Lokalisation im Zytoplasma zu

erwarten. Dies untermauert die Vermutungen Uber seine mégliche Rolle bei der
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Virusausbreitung. Das Matrixprotein von Influenza-Viren, welche ebenfalls im
Zellkern replizieren, ist auBerdem an der Steuerung des nukledren Exports beteiligt
(MARTIN und HELENIUS, 1991). Auch das BDV-M kénnte ahnliche Aufgaben
erflllen, da es immunhistologisch teilweise auch in Zellkernen nachzuweisen war.

In den neuronalen Fortsdtzen und Kernen war BDV-M nur unregelmaBig
nachweisbar, eine Neuropilreaktion konnte ab Tag 24 p.i. beobachtet werden. In
Oligodendrozyten und Ependymzellen war BDV-M sowohl im Zytoplasma als auch
im Zellkern exprimiert. Das bevorzugte Auftreten von BDV-M in Astrozyten konnte
durch den Nachweis der Kolokalisation mit GFAP im astrozytaren Zytoplasma belegt
werden. BDV-M wurde zudem in einigen astrozytaren Kernen detektiert. Neuronen
und Astrozyten gelten als primére Zielzellen des BDV (GOSZTONYI et al., 1991,
1995; ROTT und BECHT, 1995). Die Infektion mit dem BDV beeintrachtigt sogar die
Funktion von Astrozyten (Ubersicht bei GONZALEZ-DUNIA et al., 2005). Der Grund
fir die bevorzugte Expression von BDV-M in Astrozyten, insbesondere in spateren
Phasen der BDV-Infektion, ist unklar. Eventuell sind bestimmte zelluldre Faktoren
beteiligt, die eine bessere Transkription, Translation bzw. Ansammlung von BDV-M
in Astrozyten erméglichen. Inwieweit dies mit einem verstarkten Export ungespleiBter
BDV-M spezifischer mRNA in das Zytoplasma in Zusammenhang steht, ist nicht
bekannt.

Die ersten BDV-M-positiven Zellen fanden sich am Tag 7 p.i. im frontalen Cortex
cerebri, Ammonshorn und Amygdala. Im weiteren Verlauf war BDV-M in sehr vielen
Gehirnregionen nachweisbar. Ab dem Tag 24 p.i. stieg die Zahl BDV-M-positiver
Astrozyten, wahrend die Zahl BDV-M-positiver groBer Neurone abzunehmen schien.
Kleine Neurone hingegen exprimierten tber den gesamten Untersuchungszeitraum
kontinuierlich BDV-M. Innerhalb des Ammonshorns war wie beim BDV-N eine
schichtweise Expression von BDV-M im Stratum oriens und Stratum radiatum zu
erkennen. Bis zum Ende der Untersuchungen (Tpi 90) &anderte sich dieses
Expressionsmuster nicht mehr. Das schichtweise Auftreten von BDV-M im
Ammonshorn wurde bisher noch nicht untersucht. Es kénnte gegebenenfalls, wie bei
BDV-N, mit den verschiedenen Neurotransmitter-Systemen der Schichten dieser
Region in Zusammenhang stehen (GOSZTONY| und LUDWIG, 1995).

Das Maximum der immunhistologischen Reaktion war am Tag 31 p.i. erreicht und
erstreckte sich bis einschlieBlich Tag 50 p.i. Ab dem Tag 60 p.i. nahm die Expression
von BDV-M ab, &hnlich wie die des BDV-GP. Wieso die Expression beider
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Hullproteine gegen Ende des Untersuchungszeitraumes abnahm, ist nicht bekannt.
Denkbar wére eine reduzierte Translation zu spateren Zeitpunkten p.i., wenn bereits
eine disseminierte Ausbreitung im infizierten Gehirn gesichert ist und Hullproteine zur
weiteren Verteilung vorlaufig nicht wie im initialen Ausmass benétigt werden.
Gleichzeitig wirde das BDV damit eine unnétige Expression von immunogenen

Proteinen vermeiden und so die virale Persistenz beginstigen.

5.5 UNTERSUCHUNGEN ZUM NACHWEIS DES VIRALEN
GLYKOPROTEINS UND DER ENTSPRECHENDEN mRNA UND
GENOMISCHEN RNA

Das Glykoprotein des BDV ist bereits in zahlreichen Studien untersucht worden
(GONZALEZ-DUNIA et al., 1997; SCHNEIDER et al., 1997 a, b; RICHT et al., 1998;
FURRER et al., 2001, 2004; PEREZ et al., 2001; KIERMAYER et al., 2002; NISHINO
et al., 2002; BAJRAMOVIC et al., 2003; EICKMANN et al., 2005). In vivo Studien zur
Ausbreitung und Lokalisation von BDV-GP und entsprechender RNA-Spezies auf
regionaler, zelluldrer und subzellularer Ebene im Gehirn infizierter Ratten sind
bislang jedoch nicht beschrieben.

BDV-GP konnte immunhistologisch nahezu ausschlieBlich im Perikaryon groBer
Neurone nachgewiesen werden, trat aber auch in neuronalen Fortsatzen auf. Die
Zellkerne blieben immer negativ. In Ependymzellen, Gliazellen oder im Neuropil
konnte BDV-GP zu keinem Zeitpunkt der Infektion sicher nachgewiesen werden. Im
Vergleich zu BDV-N und BDV-M war die Expression des BDV-GP deutlich begrenzt.
BDV-GP war erstmals am Tag 7 p.i. in einzelnen Neuronen des Ammonshorns und
des Cortex cerebri zu finden. Im weiteren Verlauf trat BDV-GP insbesondere in der
CAS3-Region des Hippocampus, in Cortex cerebri, Amygdala und Thalamus auf. Das
Maximum der BDV-GP-Expression war bereits am Tag 18 p.i. erreicht und bestand
bis zum Tag 28 p.i. in den oben genannten Gehirnarealen. Im Cortex cerebri war, wie
beim Nachweis des BDV-N, ein bevorzugtes Auftreten von BDV-GP in den
Pyramidenzellschichten zu beobachten, was vermutlich durch die eindeutige
Praferenz des BDV-GP fir groBe Neurone begriindet ist. Ab Tag 31 p.i. verringerte
sich der Nachweis von BDV-GP besonders deutlich in den kaudalen Gehirnregionen
und nahm insgesamt bis zum Ende der Untersuchungen stetig ab.
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In neueren in vitro Studien konnte BDV-GP ebenfalls perinukledr und an den Termini
bzw. Kontaktstellen von Neuriten detektiert werden (BAJRAMOVIC et al., 2003). Die
in der vorliegenden Studie beschriebene eingeschrankte Expression von BDV-GP
stimmt mit den Ergebnissen aus vorangegangenen Untersuchungen dberein, in
denen gezeigt werden konnte, dass nur ca. 1-10% der persistierend infizierten Zellen
BDV-GP exprimieren (RICHT et al, 1998; DE LA TORRE, 2002 b). Die geringe
Menge an BDV-GP scheint jedoch fir die Ausbreitung des Virus im gesamten
Gehirngewebe ausreichend zu sein. Der zum Nachweis von BDV-GP verwendete
Antikdrper ist C-terminal von der Spaltstelle des kompletten BDV-GP lokalisiert.
Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass in der vorliegenden Studie zwar
BDV-GP-C sowie ungespaltenes, gesamtes BDV-GP, nicht aber GP-N
immunbhistologisch nachgewiesen wurde. Antikérper zur gezielten Untersuchung des
N-terminalen Spaltfragments des BDV-GP sind jedoch derzeit nicht vorhanden.
Aufgrund der unterschiedlichen Funktionen von BDV-GP-C und BDV-GP-N (PEREZ
et al., 2001) lassen die vorliegenden Ergebnisse zwar eine Interpretation des
Fusionsgeschehens von Wirtszellmembran und Virushulle zu, méglicherweise lassen
sich aber daraus keine Schlussfolgerungen zu Virus-Rezeptor-Interaktionen und
Viruseintritt in die Zelle ziehen.

Zum Mechanismus der Ausbreitung des BDV im ZNS gibt es bereits verschiedene
Hypothesen. GOSZTONYI et al. (1993) postulierten eine Ausbreitung als unbehdllte
RNPs, und es wurde gezeigt, dass BDV-RNPs nach Transfektion in empfangliche
Zelllinien infektiés sind (CUBITT und DE LA TORRE, 1994). Monoklonale Antikérper
gegen das BDV-GP wirken vermutlich neutralisierend und kénnen mdoglicherweise
die BDV-vermittelte Fusion von infizierten Zellen inhibieren (FURRER et al., 2001,
2004). Weiterhin wurde gezeigt, dass neutralisierende, GP-spezifische Antikérper die
Ausbreitung von BDV in der neuronalen Zellkultur verhindern kénnen (BAJRAMOVIC
et al, 2003). Durch Ubertragung von neutralisierendem Antiserum in
immuninkompetente Lewis-Ratten wurde die Ausbreitung des BDV auf nicht
neuronales Gewebe verhindert (STITZ et al., 1998). Dies unterstreicht die Rolle des
BDV-GP fir die Ausbreitung des BDV in Neuronen (BAJRAMOVIC et al., 2003).
Auch bei anderen Viren, wie zum Beispiel RV, VSV und MV, ist das Glykoprotein fr
die Ausbreitung im Gehirn essentiell (COX et al, 1977; WILD et al., 1991;
MEBATSION et al., 1996; NESSELER et al., 1999; ETESSAMI et al., 2000).
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Derzeit ist nicht bekannt, welche der genannten Ausbreitungsmechanismen des BDV
(unbehullte RNP oder reife, kurzzeitig vorhandene Viruspartikel) zu welchem
Zeitpunkt p.i. und in welchen Zellen eine Rolle spielen. Die hier beobachtete
vorzugsweise neuronale BDV-GP Expression und die in vitro Daten neuronaler BDV-
infizierter Zellkulturen deuten jedoch auf eine besondere Rolle des BDV-GP bei der
neuronalen Ausbreitung hin. Ob und in welchem AusmaB die Ausbreitung als
unbehllte RNPs oder als reife Viruspartikel fur das BDV fir welche Zellpopulationen
des ZNS in vivo relevant ist, muss durch weitere Untersuchungen geklart werden.

Fir das BDV wird angenommen, dass die Reifung viraler Partikel an den
synaptischen Termini stattfindet und neue Zellen durch rezeptorvermittelte, von BDV-
GP gesteuerte Endozytose und Fusion infiziert werden (PEREZ et al., 2001).
Wahrscheinlich sind nur sehr geringe Mengen an BDV-GP fir eine effiziente
transsynaptische Verbreitung nétig. Das wirde das limitierte Vorkommen von BDV-
GP in infizierten Gehirnzellen von Ratten und das Maximum der Expression zu
frhen Zeitpunkten p.i. im Vergleich zur weitldufigen, starken Expression von BDV-N
mit maximalem Vorkommen zu spateren Zeitpunkten p.i. erklaren. Das Maximum der
BDV-GP-Expression trat zu Zeitpunkten p.i. auf, an denen die Virusmenge innerhalb
des Rattengehirns noch anstieg. Die Ursache fiir die limitierte Expression von BDV-
GP ausschlieBlich in groBeren Neuronen in bestimmten Gehirnregionen (Cortex
cerebri, Hippocampus, Amygdala, Thalamus) ist unklar. Méglicherweise bieten diese
Neurone dem BDV spezifische zellulare Komponenten, die fir den Export von BDV-
GP-spezifischer, gespleiBter mRNA und die Produktion von funktionalem BDV-GP
bendtigt werden, z.B. spezifische zellulare Faktoren bzw. Enzyme oder zellulare
Rezeptoren.

Die BDV-GP mRNA der C- und N-terminalen Untereinheiten war vorrangig in
Neuronen und in Ependymzellen zu finden. Die morphologische Zelltypisierung bei
sehr kleinen Zellen war durch die proteolytische Gewebebehandlung wahrend der
ISH erschwert, somit waren eindeutige Aussagen zum Nachweis von BDV-GP
mRNA in Astrozyten, Oligodendrozyten oder kleinen Neuronen nur aufgrund der
Lokalisation dieser Zellen mdglich. Das generelle Reaktionsmuster unterschied sich
erheblich von dem der BDV-N mRNA, denn die BDV-GP mRNA war vor allem in
Zellkernen nachzuweisen, trat aber bei ca. 30% der Neuronen insbesondere im
Ammonshorn, auch in Perikarya und Fortsatzen auf. Dies ist vermutlich ein Hinweis
darauf, dass BDV-GP spezifische pra-mRNA in unbekannter Weise im Kern
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zurtickgehalten wird und ihr nuklearer Export bzw. ihre Reifung eingeschrankt ist
(RODRIGUES et al., 2001; SANDRI-GOLDMANN, 2004). Die zugrunde liegenden
Mechanismen sind noch nicht bekannt, da die Vorgange der Kontrolle des nuklearen
Exports von BDV-spezifischen mRNAs und des Transports viraler RNPs durch die
nukledre Membran nach wie vor kaum untersucht sind (DE LA TORRE, 2002 b).

Der erste Nachweis von BDV-GP mRNA gelang am Tag 7 p.i. in der CA3-Region des
Ammonshorns, im Cortex cerebri und um den Ill. Ventrikel sowie in Kernen einzelner
Ependymzellen. Am Tag 24 p.i. war das Maximum des Nachweises von BDV-GP
MRNA erreicht. Positive Zellen waren in allen Gehirngebieten lokalisiert, besonders
jedoch in Ammonshorn, Amygdala und Cortex cerebri. Der Nachweis von BDV-GP
MmRNA im Zytoplasma oder in Fortsdtzen von Neuronen stieg zu spateren
Zeitpunkten der Untersuchung an. Am Tag 90 p.i. war ein geringgradiger Rickgang
des Vorkommens von BDV-GP mRNA zu beobachten.

Im Unterschied zur semiquantitativen Auswertung, die sich auf das gesamte Gehirn
bezog, waren in der statistischen Analyse zum Vorkommen der BDV-GP-
spezifischen RNAs im Ammonshorn Differenzen zwischen C- und N-terminaler
MRNA beziglich Kinetik und intrazellularer Lokalisation zu beobachten. W&hrend die
Anzahl von BDV-GP-C mRNA - positiven Zellen kontinuierlich bis zum Tag 90 p.i.
anstieg, nahm die Zahl der Zellen mit Nachweis von BDV-GP-N mRNA weniger stark
zu und fiel am Ende der Untersuchungen wieder ab. BDV-GP-C mRNA trat dabei
fast ausschlieflich im Nukleus auf, BDV-GP-N mRNA war hingegen zum Teil in Kern
und Zytoplasma nachweisbar. Verglichen mit der BDV-GP-N mRNA war die BDV-
GP-Expression insgesamt signifikant niedriger. Diese Unterschiede in der
intrazellularen Expression hangen mdglicherweise mit der Lokalisation beider BDV-
GP-spezifischer Sonden im Intron |l der dritten Transkriptionseinheit oder mit der
Lange der verwendeten DIG-RNA-Sonden (GP-N 316bp, GP-C 483bp) zusammen.
Alle Transkripte mit Intron | kodieren fliir BDV-M, auch ungespleiBte Transkripte, die
noch das Intron Il enthalten. Demnach ist nicht auszuschlieBen, dass die hier
eingesetzten Sonden auch indirekt BDV-M mRNA und insbesondere eventuell auch
die stromaufwarts gelegene GP-N spezifische mRNA markieren kdnnten. JEHLE et
al. (2000) zeigten, dass ungespleiBte, virusspezifische RNAs weitaus haufiger im
Zytoplasma BDV-infizierter Zellen vorkommen als Intron | — gespleiBte mRNA, die fir
BDV-GP kodiert. Dies wirde jedoch auch ein starkes zytoplasmatisches Signal bei
den hier verwendeten BDV-GP-Sonden erwarten lassen, das jedoch nicht vorhanden
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war. Initiale Daten zum Nachweis Intron |-haltiger mRNAs zeigen wie vermutet ein
gleichmaBiges Verteilungsmuster in Kern und Zytoplasma infizierter Zellen
(POROMBKA und HERDEN, personliche Miteilung). Ob die BDV-GP mRNA im
Nukleus als reife, gespleiBBte RNA zurtickgehalten wird oder als inkomplett gespleiBte
pra-mRNA akkumuliert, muss in weiteren Untersuchungen abgeklart werden. Die
Kernretention der BDV-GP mRNA kann jedoch einen wichtigen Mechanismus zur
Regulation der BDV-Expression darstellen.

Die genomische BDV-GP RNA war vorrangig in Neuronen und in Ependymzellen zu
finden, auch hier war die eindeutige ldentifizierung kleinerer Zellen nicht immer
moglich. Das Vorkommen der genomischen BDV-GP RNA war wie die BDV-N RNA
fast ausschlieBlich auf den Kern beschrankt. Nur ganz vereinzelt kam ein Nachweis
von genomischer BDV-GP RNA in neuronalen Fortsatzen vor. Die Ausbreitung und
die Lokalisation genomischer BDV-GP RNA im Gehirn entsprachen weitgehend
denen der genomischen BDV-N RNA. Genomische BDV-GP RNA war in allen
Gehirngebieten nachweisbar.

Im Gegensatz zum zytoplasmatischen Expressionsmuster des BDV-GP konnte in
keiner der positiven Zellen des Hippocampus BDV-GP mRNA oder genomische RNA
ausschlieBlich im Zytoplasma nachgewiesen werden. Mit Hilfe einer IH/ISH-
Doppelmarkierung lieBen sich BDV-GP im Zytoplasma und BDV-GP mRNA im
Zellkern derselben Neuronen nachweisen. Diese Kolokalisation war in der Mehrzahl
der positiven groBen Neuronen im Ammonshorn und im Cortex cerebri zu
beobachten. Beim Vergleich der Anzahl von Zellen mit Nachweis von BDV-GP
MRNA mit der Anzahl BDV-GP-positiver Neurone war das Vorkommen von BDV-GP
MRNA signifikant héher als die Protein-Expression. Es ist also anzunehmen, dass
auch die Translation von BDV-GP wéahrend einer BDV-Infektion reguliert wird. Zudem
wurden BDV-GP-spezifische RNAs auch in anderen Zelltypen wie Ependymzellen
und Gliazellen gefunden. In diesen Zellen war genomische und mRNA des BDV-GP
streng auf den Kern beschrankt. Die Translationsrate von BDV-GP in diesen Zellen
war also entweder so gering, dass die Menge des exprimierten BDV-GP unter der
Nachweisgrenze der |H lag, oder eine Translation fand in diesen Zellen nicht statt.
Die geringe und vermutlich streng regulierte Expression von BDV-GP in BDV-
infizierten Rattengehirnen stellt moéglicherweise einen essentiellen Faktor fir das

Virus dar, um eine Erkennung durch die antivirale Immunantwort zu vermeiden. Dies
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kénnte somit auch zu einer Viruspersistenz in Gehirnen BDV-infizierter Ratten

beitragen.

5.6 IMMUNHISTOLOGISCHER NACHWEIS DER PROPROTEIN-
KONVERTASEN SPC4 UND SPC6

Die Proproteinkonvertasen SPC4 und SPC6 spielen unter anderem eine Rolle bei
der Spaltung und Aktivierung viraler Glykoproteine. Eine Beteiligung dieser beiden
SPCs bei der BDV-Infektion wurde bisher nicht untersucht. In friheren Studien wurde
bereits immunhistologisch (VILLENEUVE et al., 1999, 2000 a) und mittels ISH
(DONG et al., 1995) ein weitlaufiges Vorkommen von SPC6 im Rattengehirn
beschrieben. Fir SPC4-spezifische mRNA konnte ebenfalls eine ausgedehnte
Verteilung im Gehirn von Ratten nachgewiesen werden (DONG et al., 1995). In der
vorliegenden Studie waren SPC4 und SPC6A immunhistologisch bei allen
untersuchten Tieren zu jedem Zeitpunkt im Gehirn nachweisbar. Dabei wurde ihre
weit verteilte Expression im Gehirn der Ratte bestéatigt. Statistisch signifikante
Unterschiede im Nachweis der SPCs zwischen BDV-infizierten und ,Mock“-infizierten
Tieren wurden dabei nicht beobachtet. Dies lasst darauf schlieBen, dass die
Expression von SPC4 und SPC6 nicht durch eine BDV-Infektion beeinflusst wird.

Die beiden SPCs zeigten sehr verschiedene immunhistologische Reaktionsmuster im
Gehirn. SPC4 fand sich im gesamten Gehirn, insbesondere im Thalamus, N.
caudatus/Putamen, Mesencephalon und Medulla oblongata, und war in Neuronen
und Gliazellen in allen Zellkompartimenten nachweisbar. Prinzipiell stimmen diese
Befunde mit den in der Literatur beschriebenen Ergebnissen der ISH Uberein (DONG
et al., 1995). Bezlglich der Expression in den einzelnen Gehirnarealen gab es aber
durchaus Abweichungen. So detektierten DONG et al. (1995) SPC4 mRNA in
besonders hohem MaBe in Purkinje-Zellen und auch in bestimmten Kerngebieten
des Thalamus, Hypothalamus, Pons, Medulla und der Amygdala. Im Cortex cerebri
und dem Hippocampus hingegen wurde, im Gegensatz zur vorliegenden Studie,
keine SPC4 mRNA nachgewiesen. Diese Diskrepanzen kbénnten aus dem
Unterschied des Nachweises von Protein versus mRNA resultieren. Zudem waren
sowohl das Untersuchungsmaterial als auch die Nachweismethoden sehr
verschieden: DONG et al. (1995) benutzten einen anderen Rattenstamm sowie

Gefriermaterial. Die verwendete Sonde detektierte eine flr Teile der katalytischen
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und der P-Doméne kodierende mRNA, wahrend der Antikérper nur gegen die P-
Domane gerichtet war.

SPC6A-spezifisches Antigen war fast ausschlieBlich in der weiBen Substanz sowie in
Fortsatzen und im Neuropil bestimmter Gehirnareale wie Corpus callosum, N.
caudatus/Putamen, Thalamus, Amygdala und Mesencephalon zu finden. Dieses Bild
unterschied sich sehr stark von den bisherigen in der Literatur beschriebenen
Verteilungsmustern von SPC6A und dessen RNA (DONG et al., 1995; VILLENEUVE
et al, 1999, 2000 a). Insbesondere der Vergleich mit den friheren
immunhistologischen Untersuchungen macht deutlich, dass die Beobachtungen in
der vorliegenden Studie stark abweichen. VILLENEUVE et al. (1999) wiesen SPC6A
in Perikarya und proximalen Dendriten von Neuronen nach. Intraneuronal
detektierten sie SPC6A im Golgi-Apparat und kleinen vesikuldaren Elementen in
Perikaryon und Dendriten, aber nicht in Axonen. SPCB6A-Expression war disseminiert
im gesamten Gehirn vorhanden, insbesondere in Bulbus olfactorius, Cortex cerebri,
Globus pallidus, Septum sowie bestimmten Kerngebieten des Thalamus und
Hypothalamus. Die Abweichungen bei den Resultaten aus der hier vorliegenden
Arbeit gegenltber den Ergebnissen von VILLENEUVE et al. (1999) kann mehrere
Ursachen haben. Eine groBe Rolle spielt hier wahrscheinlich der verwendete
Rattenstamm, die Gewebebehandlung im Vorfeld der Untersuchungen (verschiedene
Immersionen, Gefriereinbettung), das verwendete Protokoll sowie die Verwendung
verschiedener Antikdrper.

Eine Rolle von SPC4 und SPC6 sowie anderer SPCs bei viralen Infektionen des ZNS
konnte bereits fur viele Viren belegt werden. Das virale Hullprotein des HIV wird
beispielsweise von SPC1 und SPC7, aber auch durch SPC4 gespalten (MORIKAWA
et al., 1993; DECROLY et al., 1994; HALLENBERGER et al., 1996). Die Spaltung
durch SPC4 erfolgt jedoch mit sehr geringer Effizienz, daher ist dieser Prozess
physiologisch eventuell nicht relevant (INOCENCIO et al., 1997). Ein Glykoprotein
des hochpathogenen aviaren Influenzavirus aus den Subtypen H5 und H7, dem
Virus der klassischen Geflligelpest, das Oberflachenprotein Hamagglutinin
(HORIMOTO et al., 1994; FELDMANN et al., 2000), und das Glykoprotein gp73 des
Bovinen Leukosevirus (ZARKIK et al., 1997) kénnen durch SPC6 und in geringerem
MaBe durch andere SPCs gespalten und somit aktiviert werden. Eine Rolle der hier
untersuchten SPCs bei der Spaltung des BDV-GP und der Ausbreitung des BDV in

einzelnen Gehirnarealen ware also durchaus denkbar gewesen. Die vorliegenden
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Untersuchungsergebnisse geben jedoch keine Hinweise auf eine Ausbreitung von
BDV in Abhé&ngigkeit dieser Proteine oder eine Kolokalisation der SPCs mit dem
BDV-GP im Gehirn.

5.7 KORRELATION DER VERSCHIEDENEN BEFUNDE

Die Ergebnisse der Untersuchungen zum Nachweis der drei BDV-spezifischen
Antigene BDV-N, BDV-M und BDV-GP sowie der entsprechenden RNA von BDV-N
und BDV-GP zeigen deutliche und zum Teil signifikante Unterschiede hinsichtlich
zellularer Expression, Ausbreitung innerhalb des Gehirns sowie der Anzahl positiver
Zellen.

BDV-N und beide entsprechenden RNA-Spezies, also genomische virale RNA und
mRNA fur virales Nukleoprotein, konnten disseminiert bis zum Untersuchungsende
im gesamten Gehirn nachgewiesen werden. Die genomische BDV-N RNA war in
etwas weniger Zellen vorhanden. Wéhrend das Vorkommen der genomischen BDV-
N RNA deutlich auf den Zellkern beschrankt blieb, traten BDV-N mRNA und Antigen
sowohl in den Zellkernen als auch im Zytoplasma auf. Im Gegensatz zur
ausgedehnten Expression von BDV-N war die BDV-GP Expression signifikant
niedriger und auf einzelne Neuronen in definierten Regionen des ZNS beschrankt.
Die mRNAs des BDV-GP lieBen sich anders als die BDV-N mRNA fast
ausschlieBlich in Zellkernen nachweisen. BDV-GP RNAs konnten jedoch im
gesamten Gehirn beobachtet werden.

Waéhrend BDV-N in einer gréBeren Anzahl von Zellen auftrat als die entsprechenden
RNAs, war dies beim BDV-GP umgekehrt — hier wurde in signifikant weniger Zellen
BDV-GP exprimiert als es Zellen mit RNA-Nachweis gab. Die Anzahl der fir BDV-
GP-N mRNA positiven Zellen war gegentber den fir BDV-N mRNA positiven Zellen
signifikant geringer. Dies traf jedoch fir die BDV-GP-C mRNA nicht zu. Die
genomischen RNAs verhielten sich annahrend gleich.

Das BDV benutzt also offensichtlich verschiedene Strategien zur Herstellung der
einzelnen subgenomischen RNAs sowie zur Regulation der Translation der viralen

Proteine, wobei auch Unterschiede zwischen BDV-N und BDV-GP auftreten.
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5.8 PERSISTENZ DES BDV
5.8.1 Regulierung der Replikation und Transkription

Um eine nicht zytolytische, persistierende Infektion im ZNS etablieren zu kénnen
(Ubersichten bei RICHT und ROTT, 2001; DE LA TORRE, 2002 a, b), hat das BDV
verschiedene Mechanismen entwickelt, um seine Replikation und Transkription
gezielt zu steuern. So demonstrierten SCHNEIDER et al. (2005), dass die
Replikation des BDV durch eine einmalige Strategie, namlich das gezielte Kiirzen
des Genoms am 5’-Ende, kontrolliert wird. Dadurch limitiert das BDV mdglicherweise
die Vervielfaltigung seines Genoms und ermdglicht so die nicht-zytolytische virale
Persistenz (ROSARIO 2005, SCHNEIDER, 2005, SCHNEIDER et al., 2005).

Als weitere Mechanismen des BDV zur Regulierung seiner Replikation werden das
Verhaltnis von BDV-N zu BDV-P und der Einfluss des BDV-X auf die Funktion des
RNP-Komplexes diskutiert (SCHNEIDER et al., 2003, 2004 a; POENISCH et al.,
2004; SCHNEIDER, 2005). In BDV-infizierten Zellen, besonders in der
persistierenden Phase der Infektion, liegt ein UberschuB an BDV-P gegeniiber BDV-
N vor, der héchstwahrscheinlich die BDV-Replikation stark einschrankt (WATANABE
et al., 2000). In einer solchen Umgebung fihrt die X-P-Interaktion mdéglicherweise
nicht mehr zu einer Hemmung des Polymerasekomplexes, sondern zu einer
massiven Neutralisierung von BDV-P, welches damit die BDV-Replikation nicht mehr
zusatzlich behindern kann. So wird eine Situation vermieden, in der die
Virusreplikation zum Stillstand kommen kénnte (SCHNEIDER, 2005).

Der Transkriptionsgradient, welcher der Anordnung der Gene folgt und zu einem
progressiven Verlust an Transkripten in Richtung 5 -Ende fiihrt, wurde zuerst fir das
VSV entdeckt (IVERSON und ROSE, 1981). Es ist eine spezifische Eigenschaft aller
NNS-RNA-Viren, welche die Genexpression steuert. So ist zum Beispiel bei
Patienten mit einer MV-Infektion des ZNS der Gradient so extrem, dass sehr wenig F
und H produziert werden. Dies kann die Viruserkennung durch den Wirt vermeiden
und die Ausknospung von Virionen beeintrachtigen (CATTANEO et al., 1987 a, b).
Auch in der vorliegenden Arbeit konnte in der semiquantitativen Auswertung ein
deutlich héheres Vorkommen von BDV-N mRNA gegeniber BDV-GP mRNA

beobachtet werden.
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Das Uberlesen des Stopsignals T3, welches {iberhaupt die Transkription der viralen
Polymerase L erméglicht und nur zu 5% auftritt, ist Gberlebenswichtig flir das BDV.
Gleichzeitig liegt hierin eine weitere Mdéglichkeit zur Regulierung der Transkription
und Replikation und zur Begunstigung einer viralen Persistenz (SCHNEEMANN et
al., 1994, 1995). Alternatives SpleiBen wie bei der Transkriptionseinheit Ill des BDV
wird auch von einigen anderen Viren wie z.B. dem Influenzavirus (LAMB und
HORVATH, 1991), Adenovirus (KANOPKA et al., 1998), Humanen Immundefizienz
Virus (HIV; BERGET, 1995) und dem bovinen Papillomavirus Typ 1 (BARKSDALE
und BAKER, 1995) benutzt und reguliert die Herstellung verschiedener viraler
Proteine. Das in dieser Studie beobachtete bevorzugte Auftreten von BDV-GP-
spezifischer mBRNA im Zellkern zeigt, dass die gespleiBten Transkripte, welche far
BDV-GP kodieren, vermutlich dort zurlickgehalten und somit weitaus seltener
translatiert werden. Dies stellt vermutlich einen Regulationsmechanismus zusatzlich

zum alternativen SpleiB3en dar.

5.8.2 Regulierung der Expression viraler Proteine

Eine weitere mdgliche Strategie des BDV zur Etablierung einer persistierenden
Infektion ist die Reduktion der Expression von BDV-GP an der Zelloberflache und die
Vermeidung der Erkennung durch die antivirale Immunabwehr. Auch in der
vorliegenden in vivo-Studie war dies der Fall. Diese Strategie kdnnte die Effizienz der
Freisetzung von Viruspartikeln beeinflussen (EICKMANN et al., 2005). Ahnliche
Mechanismen werden auch fir das Tollwutvirus (Rabies virus, RV) vermutet (FABER
et al., 2002; MORIMOTO et al., 1999). So wird auch bei der BDV-Infektion nur ein
kleiner Teil des GP-N/GP-C-Komplexes an die Zelloberflache transportiert
(GONZALEZ-DUNIA et al., 1997; KOHNO et al., 1999; KIERMAYER et al., 2002;
EICKMANN et al., 2005). Eine mdgliche Erklarung daflr ist, dass die transmembrane
Doméne des BDV-GP eine Verankerung in Membranen bewirkt und somit zur
Akkumulation in der ER-Golgi-Region der Zelle fihrt. BDV-GP-Konstrukte, die eine
Kombination von transmembraner und zytoplasmatischer Doméane enthalten, sind
ausschlieBlich im ER lokalisiert, obwohl keine der Doménen die typische
Aminosauresequenz fur eine Retention im ER enthalt. Mdglicherweise interagieren
sie mit bisher nicht bekannten Proteinen des ER. Die Ansammlung von BDV-GP in
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ER und  Golgi-Apparat stellt  einen  weiteren  mdglichen  viralen
Persistenzmechanismus dar (EICKMANN et al., 2005).

BDV-GP wird durch den viralen ORF IV kodiert und Uberwiegend aus mRNAs
generiert, denen das Intron | fehlt (CUBITT et al., 1994; SCHNEIDER et al., 1997 a,
b; DE LA TORRE, 2002 a, b; TOMONAGA et al., 2002). Das SpleiBen von mRNA
aus Genen, welche Introns enthalten, kann prinzipiell den RNA-Export aus dem
Nukleus steigern. Exportfaktoren kdnnen aber auch unabhangig vom Spleien mit
der RNA interagieren (RODRIGUES et al.,, 2001; SANDRI-GOLDIN, 2004). Zudem
haben viele Viren einen Mechanismus entwickelt, um den nuklearen Export von nicht
gespleiBter oder inkomplett gespleiBter RNA zu ermdglichen (CULLEN, 1998; CHEN
et al., 1999; SANDRI-GOLDIN, 2004). Fir das BDV wird angenommen, dass die
Regulierung des SpleiBens co-transkriptionell Uber BDV-kodierte Faktoren oder
virusinduzierte zellulare Faktoren stattfindet und zum 3’-5’ Konzentrationsgradienten
der Expression viraler Proteine beisteuert (JEHLE et al., 2000; CUBITT et al., 2001;
DE LA TORRE, 2002 a, b). Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse dieser Studie ist
zu vermuten, dass es zum Zurlckhalten Intron Il — haltiger viraler RNA im Kern
kommt und somit der nukleare Export stark herunterreguliert wird.

Interessanterweise wurde in neueren Studien an BDV-infizierten Zellkulturen gezeigt,
dass viruskodierte mRNAs weniger effizient gespleit werden als plasmidkodierte
mRNAs (JEHLE et al., 2000; TOMONAGA et al., 2000; CUBITT et al., 2001; DE LA
TORRE, 2002 b). Nicht gespleiBte mRNAs akkumulieren im Nukleus infizierter
Zellen, und im Zytoplasma sind je nach Zelllinie ca. 30-70% der dort vorhandenen
viralen mRNAs ungespleiBt (JEHLE et al., 2000). Generell kdnnte eine niedrige
Effizienz im SpleiBen viraler RNAs hilfreich sein, um eine Uberlastung des zellularen
SpleiBmechanismus zu verhindern und somit virale Persistenz zu ermdglichen.
Dabei kénnten BDV-kodierte Faktoren oder virusinduzierte, zellulare Faktoren die
niedrige Effizienz des RNA-SpleiBens in BDV-infizierten Zellen bestimmen (CUBITT
et al., 2001). Die hier beobachtete Kernretention der BDV-GP mRNA, die, wie bereits
erwahnt, moglicherweise auch inkomplett gespleiBte BDV-GP pra-mRNA darstellt,
kébnnte somit eine gezielte Entlastung des zellularen SpleiBmechanismus
dokumentieren.

Die in dieser Studie berichtete, nahezu ausschlieBliche Detektion von BDV-GP

MRNA in den Kernen infizierter Zellen deutet auBerdem auch auf einen kontrollierten
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nuklearen Export dieser mRNAs hin; wahrscheinlich ist dies ein wesentlicher
Mechanismus, mit dessen Hilfe das BDV persistierende Infektionen in vivo etabliert.

Das bei den vorliegenden Untersuchungen beobachtete verstarkte Vorkommen von
BDV-M in Astrozyten zu spateren Zeitpunkten p.i. steht moglicherweise in
Zusammenhang mit der Bedeutung dieses Virusproteins fir die Ausbreitung und
Freisetzung von Viruspartikeln. Hierbei kénnte der Wechsel der Zellpopulationen, in

denen BDV-M bevorzugt auftritt, zur Etablierung einer Viruspersistenz beitragen.

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse der vorlieghenden Untersuchung der
spatio-temporalen Expression von BDV-N, BDV-M und BDV-GP und den RNAs von
BDV-N und BDV-GP darauf schlieBen, dass unterschiedliche regulierende und
kontrollierende Mechanismen fir die einzelnen viralen mRNAs und ihre Proteine
wahrend der experimentellen BDV-Infektion adulter Lewis-Ratten aktiv sind. Diese
Mechanismen greifen auf verschiedenen Ebenen der BDV-Infektion, beginnend bei
dem Tropismus des BDV fiir bestimmte Gehirnareale sowie Zelltypen, der sich im
Verlauf der Infektion verandern kann, Uber die Regulierung von Transkription,
Replikation und Translation bis hin zur Beeinflussung der Expression viraler Proteine.
Zur Umgehung der Immunabwehr des Wirtes werden also vielschichtige
Mechanismen eingesetzt, die durch ihr Zusammenspiel zu einer Feinregulierung der
Vorgange fuhren. Die molekularen Mechanismen, die dem zugrunde liegen, missen
in weiteren Studien untersucht werden. Dies wird neuen Aufschluss Uber virale
Persistenzmechanismen geben, die méglicherweise auch neue Ansatzpunkte flr

eine antivirale Therapie liefern kbnnen.
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6.

ZUSAMMENFASSUNG

Nicole Werner-Keiss

Untersuchungen zur Expression von Strukturproteinen

des Virus der Bornaschen Krankheit

an intrazerebral infizierten Lewis-Ratten

1.

In der Literaturiibersicht wird der aktuelle Stand der Forschung tber natirliche
und experimentelle Infektionen mit dem Virus der Bornaschen Krankheit (Borna
Disease Virus, BDV) beschrieben. Das BDV und seine Proteine werden
charakterisiert, es wird auf die Immunpathogenese und die Wechselwirkungen mit
dem Wirtsorganismus eingegangen. AuBerdem wird ein kurzer Einblick in die
Struktur und die Funktionen der ,subtilisin-like“ Pro-Protein-Konvertasen

gegeben.

Adulte Lewis-Ratten wurden intrazerebral mit der Ratten-adaptierten BDV-
Praparation 5/25/92 infiziert und die klinische Symptomatik tber einen Zeitraum
von bis zu 90 Tagen p.i. beobachtet. Die Gehirne wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten p.i. histologisch auf das Vorhandensein entzindlicher und
degenerativer Veranderungen untersucht. Verschiedene BDV-spezifische
Antigene wurden immunhistologisch mittels eines monoklonalen Antikérpers
gegen das BDV-N und polyklonaler, monospezifischer Antikdrper gegen BDV-GP
und BDV-M nachgewiesen und ihre spatio-temporale Verteilung und Ausbreitung
im Gehirn semiquantitativ analysiert. Die Pro-Protein-Konvertasen SPC4- und
SPC6A wurden mittels polyklonaler Antikérper immunhistologisch detektiert. Zum
Nachweis verschiedener viraler RNAs wurde eine in situ-Hybridisierung (ISH) mit
DIG-markierten RNA-Sonden spezifisch fir BDV-N RNAs (genomische RNA,
mRNA) sowie flir je zwei Untereinheiten der BDV-GP RNAs (kodierend fur C-
terminalen und N-terminalen Anteil des BDV-GP) durchgefiihrt. Zuséatzlich wurden
die fir BDV-N und BDV-GP und deren korrespondierende RNAs positiven Zellen
im Ammonshorn bestimmt und die Ergebnisse statistisch ausgewertet. Infektidses
Virus im Gehirn wurde durch Titration in Zellkulturen mit Hilfe der indirekten

Immunfluoreszenztests (IIFT) nachgewiesen.
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3. Die BDV-infizierten Ratten zeigten klinisch den typischen biphasischen Verlauf
der BD, wobei die erste Phase etwa am Tag 14 p.i. und die zweite ca. ab Tag 31
p.i. einsetzte. Der Beginn der klinischen Symptomatik war gleichzeitig mit dem
Auftreten erster perivaskularer Infiltrate im ZNS zu beobachten.

4. Alle BDV-infizierten Tiere entwickelten eine nichteitrige Meningoenzephalitis.
Histologisch konnten um Tag 7 p.i. erste mononukledre Infiltrate in der
Leptomeninx festgestellt werden. Die ersten perivaskularen Infiltrate traten an
Tag 14 p.i. auf und waren am prominentesten zwischen Tag 31 und 42 p.i.,
begleitet von hochgradigen mononuklearen parenchymalen Infiltraten. Ab Tag 50
p.i. wurden die entzindlichen Infiltrate weniger und es entwickelte sich zumeist
ein Hydrocephalus internus. Entziindliche Infiltrate wurden vorwiegend in Cortex
cerebri, Hippocampus, Amygdala und Thalamus beobachtet. Eine reaktive
Astrogliose entwickelte sich ab Tag 24 p.i.

5. Immunhistologisch wurden die drei untersuchten BDV-spezifischen Antigene am
Tag 7 p. i. erstmals im Gehirn nachgewiesen. BDV-N war im Zytoplasma und in
Kernen von Neuronen, Astrozyten, Oligodendrozyten und Ependymzellen, in
neuronalen Fortsatzen und im Neuropil detektierbar. BDV-M konnte insbesondere
zu spateren Zeitpunkten verstarkt in Astrozyten und kleinen Neuronen
nachgewiesen werden. Im Gegensatz zum disseminierten Auftreten von BDV-N
und BDV-M im gesamten Gehirn war BDV-GP nur im Zytoplasma einzelner
groBer Neurone im Cortex cerebri, Hippocampus, Amygdala und Thalamus
detektierbar. Dies weist auf eine restriktive BDV-GP Expression hin. Im gesamten
Untersuchungszeitraum war die Expression von BDV-GP signifikant niedriger als
die Expression von BDV-N (p < 0.0001). Das Maximum des BDV-GP-Nachweises
trat bereits zwischen Tag 18 und 24 p.i. auf und lag somit friher als die Maxima
von BDV-N und BDV-M (beide ab Tag 31 p.i.). Zu spateren Zeitpunkten nahm
das Vorkommen von BDV-GP und BDV-M ab, wahrend BDV-N bis zum Ende des

Untersuchungszeitraums maximal exprimiert blieb.

6. Die untersuchten Pro-Protein-Konvertasen SPC4 und SPC6A waren
immunhistologisch sowohl in den BDV-infizierten Tieren als auch in den ,Mock*-
infizierten Tieren zu allen untersuchten Zeitpunkten p.i. nachweisbar. Eine
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7.

8.

Korrelation der SPC-Expression mit der BDV-Infektion war nicht zu erkennen, und
es bestand kein Unteschied zwischen BDV-infizierten und ,Mock*infizierten
Gehirnen. SPC4 fand sich weit verbreitet im gesamten Gehirn und war in allen
Zellkompartimenten von Neuronen und Gliazellen nachweisbar. SPC6A war
hingegen fast ausschlieBlich in der weiBen Substanz sowie in Fortsatzen und
Neuropil in Corpus callosum, Striatum, Thalamus, Amygdala und Mesencephalon

zu finden.

In der in situ-Hybridisierung waren alle untersuchten BDV-spezifischen RNA ab
Tag 7 p.i. in Gehirnen infizierter Tiere nachweisbar. Alle RNAs waren im
gesamten Gehirn detektierbar, wobei BDV-GP-RNAs in weniger Zellen auftraten
als BDV-N RNAs und nur in Cortex cerebri, Amygdala, Ammonshorn und
Thalamus verstarkt nachweisbar waren. Im Gegensatz zur BDV-N mRNA, die
vorrangig in Zytoplasma und Fortsatzen, aber zum Teil auch in Kernen von
Neuronen und Ependymzellen nachweisbar war, konnte BDV-GP mRNA fast
ausschlieBlich in Zellkernen detektiert werden, was auf eine Restriktion des
nukledren Exports hinweist. Im Vergleich war, bezogen auf das Ammonshorn,
die BDV-GP-Expression gegentber der BDV-GP-N mRNA signifikant niedriger (p
= 0,0005). Dies deutet auf eine regulierte Translation des BDV-GP hin.
Genomische RNA trat generell vorwiegend in Zellkernen auf, wobei einige
wenige zytoplasmatische Reaktionen zu beobachten waren. Teilweise war
genomische BDV-GP RNA auch in Fasern nachweisbar. Das Maximum der
Ausbreitung der BDV-N und BDV-GP RNAs erstreckte sich vom Tag 24 bis Tag
60 p.i. Gegen Ende der Untersuchung war ein geringgradiger Rlckgang zu
beobachten. Insgesamt waren im Ammonshorn signifikant mehr Zellen positiv fir
BDV-N mRNA als fir BDV-GP-N mRNA (p = 0,0007).

An den Tagen 50 und 75 p.i. wurde aus BDV-infiziertem Gehirnmaterial
infektidses Virus in einem Titer von 2x10” IDso/ml isoliert. Dies gibt einen Hinweis
auf eine produktive BDV-Infektion.

Die vorliegenden Ergebnisse geben Aufschluss (ber die spatio-temporale
Expression des viralen Strukturproteine BDV-N, BDV-M und BDV-GP und der

korrespondierenden viralen RNAs im Gehirn im Verlauf einer experimentellen
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BDV-Infektion. Diese in vivo Studie zeigt, dass unterschiedliche regulierende und
kontrollierende Mechanismen fiir die Expression der einzelnen viralen mRNAs
und deren Proteine wahrend der experimentellen BDV-Infektion adulter Lewis-
Ratten vorliegen. Hierzu z&hlen insbesondere der regionale und zellulére
Tropismus viraler Proteinexpression, die Regulation der Transkription
subgenomischer RNAs sowie die Restriktion der viralen Glykoproteintranslation.
Diese Strategien stellen vermutlich wesentliche Faktoren zur effizienten
Virusausbreitung und Persistenz im ZNS des infizierten Wirtes dar.
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7.

SUMMARY

Nicole Werner-KeisSs

Investigations on the expression

of structural proteins of the Borna disease virus

in intracerebrally infected Lewis rats

1.

2.

In the introduction, an overview of the current knowledge on natural and
experimental Borna Disease Virus (BDV) infections is given, followed by a
characterization of the BDV and its proteins. The immunopathogenesis of Borna
Disease (BD) and its interactions with the host are discussed. Additionally, the
structure and functions of subtilisin-like proprotein-convertases (SPC) are briefly

described.

Adult Lewis rats were inoculated intracerebrally with a rat-adapted BDV-
preparation 5/25/92 and clinical signs were observed within an investigation
period of 90 days p.i. Brain tissue was investigated histologically for the presence
of inflammatory and degenerative changes. Various BDV-specific antigens were
detected immunohistologically by using a monoclonal antibody directed against
BDV-N and polyclonal, monospecific antibodies against BDV-GP and BDV-M.
Their spatio-temporal distribution in the rat brain was semiquantitatively analysed.
The proprotein convertases SPC4 and SPC6 were detected by polyclonal
antibodies. In situ hybridisation for the detection of different viral RNAs was
performed using DIG-labelled RNA probes specific for BDV-N RNAs (genomic
RNA, mRNA) and RNAs specific for the two subunits of BDV-GP, the C-terminal
and N-terminal part. In addition to the semiquantitative evaluation, hippocampal
cells positive for BDV-N and —GP and the corresponding RNAs were counted and
statistically analysed. Infectious virus was determined in brain tissue by titration in

cell cultures applying indirect immunofluorescence test (IIFT).

The infected Lewis rats displayed the typical biphasic course of the disease with
the first phase starting at day 14 p. i. and the second phase beyond day 31 p.i.
Onset of clinical signs corresponded to the detection of inflammatory lesions in

the infected rat brains.
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4. All BDV-infected animals developed a non-purulent meningoencephalitis. At day 7
p.i., small mononuclear infiltrates were detected in the leptomeninx. Mononuclear
perivascular infiltrates were present firstly at day 14 p.i. and were most prominent
between day 31 and 42 p.i., accompanied by severe parenchymal mononuclear
infiltrates. In later stages of the disease (day 50 p.i.), inflammatory infiltrates
decreased and a mild to moderate hydrocephalus developed. Inflammatory
infiltrates were mainly found in the cortex cerebri, the hippocampal formation,
amygdala and thalamus. A reactive astrogliosis was observed starting

approximately at day 24 p.i.

5. All three BDV-specific antigens were detected firstly at day 7 p.i. in the rat brain
by immunohistochemistry. BDV-N was expressed in cytoplasm and nuclei of
neurons, astrocytes, oligodendrocytes and ependymal cells as well as in neuronal
processes and neuropil. At later time points p.i., BDV-M was detectable mainly in
astrocytes and small neurons. In contrast to the disseminated occurrence of BDV-
N and BDV-M throughout the entire brain, BDV-GP was expressed exclusively in
the cytoplasm of single large neurons in the cerebral cortex, hippocampal
formation, amygdala and thalamus. This might indicate a restricted BDV-GP
expression. During the whole investigation period, expression of BDV-GP was
significantly lower than the expression of BDV-N (p < 0,0001). The peak of BDV-
GP detection occurred between day 18 and 24 p.i. which was earlier than maxima
of BDV-N and BDV-M expression (starting at day 31 p.i. each). At later time
points p.i., demonstration of BDV-GP and BDV-M decreased, while BDV-N

remained expressed at maximum levels until the end of the investigation.

6. The investigated proprotein-convertases SPC4 and SPC6 were detected in BDV-
infected as well as “Mock” - infected animals by immunohistochemistry at all time
points investigated. The SPC expression did not correlate with BDV-infection and
there was no difference between BDV- and “Mock™-infected brains. SPC4 was
detected throughout the entire rat brain and was expressed in all cell
compartments of neurons and glial cells. In contrast, SPC6A was found almost
exclusively in the white matter, neuronal processes and neuropil of the corpus
callosum, striatum/N. caudatus, thalamus, amygdala and mesencephalon.
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7. All BDV-specific RNAs were detected firstly at day 7 p.i. by ISH. All RNAs were
found throughout the entire rat brain, but expression of BDV-GP RNAs occurred
in fewer cells in comparison to BDV-N RNAs and was predominantly present in
the cortex cerebri, amygdale, hippocampal formation and thalamus. In contrast to
the expression pattern of BDV-N mRNA, which was found mainly in neuronal
processes and cytoplasm, but also in nuclei of neurons and ependymal cells,
BDV-GP mRNA expression was restricted to the nuclei of cells. This points out a
restriction of nuclear export of BDV-GP mRNA. In comparison with BDV-GP-N
MRNA, the expression of BDV-GP was significantly lower (p = 0.0005), what is
indicative of a restricted BDV-GP translation. In general, genomic RNA occurred
only in nuclei of cells, but occassionally fibres could display a positive signal as
well. The maximum of expression of BDV-N and BDV-GP RNAs extended from
day 24 to 60 p.i. At the end of the investigation period, a slight decrease was
noted. In total, significantly more cells were positive for BDV-N mRNA than for
BDV-GP-N mRNA (p = 0,0007).

8. Infectious virus was isolated from BDV-infected brain tissue at day 50 and 75 p.i.
with a titer of 2x10” IDso/ml. This titer is an evidence for virus replication during

the infection.

9. The present study describes the spatio-temporal expression of BDV-N, BDV-M
and BDV-GP as well as the RNAs of BDV-N and BDV-M during experimental
BDV infection. The results of this in vivo study show, that different regulating and
controlling mechanisms are operative for each viral mRNA and the
corresponding proteins during experimental BDV infection of adult Lewis rats. In
particular strategies as regional and cellular tropism of viral protein expression,
regulation of transcription of the subgenomic RNAs and restriction of viral GP-
translation seem to be involved.

These in vivo mechanisms are most likely essential for an efficient and

successful viral dissemination and persistence in the CNS of infected hosts.
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8. ABBILDUNGEN

Abb. 8.1: Mittelgradige, lymphohistiozytére,
meningeale Infiltrate (Pfeile), Meninx

L: Leptomeninx, C: Cortex cerebri,

42 Tage p.i., HE-Féarbung,

Balken = 88um

Abb. 8.2: Mittelgradige, lymphohistiozytare,
perivaskulare Infiltrate (Pfeile) im Cortex
cerebri,

G: Blutgefans,

28 Tage p.i., HE-Farbung,

Balken =44pm

Abb. 8.3: Hochgradiges, lymphohistiozytare,
parenchymales Infiltrat (Pfeil) im Cortex
cerebri,

42 Tage p.i., HE-Férbung,

Balken = 44um
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Abb. 8.4: Parenchymale, lymphohistiozytare
Infilirate mit Plasmazellen (Pfeile) im
Ammonshorn, Region CA3/Gyrus dentatus,
90 Tage p.i., HE-Farbung,

Balken = 44um

Abb. 8.5: Neuronennekrosen im Ammonshorn
(Pfeile), CA3-Region,

P: Pyramidenzellschicht

Tpi 22, HE-Farbung,

Balken = 44pm

Abb. 8.6 a) Mittelgradige, lymphohistiozytéare,
perivaskulare Infiltrate im Ammonshorn,
Neurone des Gyrus dentatus intakt (Pfeil), 28
Tage p.i.;

b) Geringgradige perivaskulére und
hochgradige parenchymale lymphohistiozytare
Infiltrate im Ammonshorn, deutlicher Schwund
von Neuronen im Gyrus dentatus (Pfeil), 50
Tage p.i.

GD: Gyrus dentatus, CA3: CA3-Region des
Ammonshorns

HE-Farbung,

Balken = 176pm
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Abb. 8.7: Hochgradige Ausbreitung von BDV-
N spezifischem Antigen, typisches
schichtweises Reaktionsmuster im Cortex
cerebri und im Ammonshorn;

A: Ammonshorn, C: Cortex cerebri

42 Tage p.i., Antikdérper: Bo18,
ABC-Methode,

Balken = 704pm

Abb. 8.8: Hochgradige Ausbreitung von BDV-
N im Ammonshorn, CA3/Gyrus dentatus;

GD: Gyrus dentatus; CA3: CA3-Region

42 Tage p.i., Antikdérper: Bo18,
ABC-Methode,

Balken = 176pm

Abb. 8.9: Hochgradige Ausbreitung von BDV-
N, Nachweis von BDV-N in Kern, Nukleus,
Zytoplasma und Neuropil, CA3-Region;

42 Tage p.i., Antikdérper: Bo18,
ABC-Methode,

Balken = 44um
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Abb. 8.10: Hochgradige Ausbreitung von BDV-
N spezifischem Antigen im Cortex cerebri,
typisches schichtweises Reaktionsmuster;
L: Leptomeninx; | Lamina molecularis, Il
Lamina granularis externa, lll Lamina
pyramidalis externa, IV Lamina granularis
interna, V Lamina pyramidalis interna, VI
Lamina multiformis

42 Tage p.i., Antikorper: Bo18,
ABC-Methode,

Balken = 176pum

Abb. 8.11a: Herd von lokalen Zellen mit
Nachweis von BDV-N spezifischem Antigen in
der Leptomeninx,

L: Leptomeninx; G: Blutgefal

Kasten: Auschnitt s. Abb. 8.11b

42 Tage p.i., Antikorper: Bo18,

ABC-Methode

Balken = 88um

Abb. 8.11b: Ausschnittvergréerung von
8.11a, Herd von lokalen Zellen mit Nachweis
von BDV-N spezifischem Antigen in der
Leptomeninx (L),

42 Tage p.i., Antikérper: Bo18,
ABC-Methode

Balken = 44um
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Abb. 8.12: Hochgradige Ausbreitung von BDV-
GP, positive Neurone im Ammonshorn, CA3-
Region;

GD: Gyrus dentatus; CA3: CA3-Region

24 Tage p.i., Antikérper: gp2,

ABC-Methode,

Balken = 176pm
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Abb. 8.13: Nachweis von BDV-GP im
Zytoplasma und in Fortsatzen von Neuronen
des Ammonshorns, CA3-Region;

42 Tage p.i., Antikérper: gp2,
ABC-Methode, Nomarskie-Linse,

Balken = 44um

Abb. 8.14: Nachweis von BDV-GP im
Zytoplasma groBer Neurone des Cortex
cerebri;

28 Tage p.i., Antikorper: gp2,
ABC-Methode,

Balken = 44um
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Abb. 8.15: Fortgeschrittene Ausbreitung von
BDV-M, deutliches schichtweises
Expressionsmuster im Cortex cerebri und im
Ammonshorn;

A: Ammonshorn, C: Cortex cerebri

28 Tage p.i., Antikorper: Mges,
ABC-Methode

Balken = 877um

Abb. 8.16: Nachweis von BDV-M, positive
Astrozyten und Neurone im Ammonshorn,
CAB/Gyrus dentatus, schichtweises
Expressionsmuster;

GD: Gyrus dentatus; CA3: CA3-Region
28 Tage p.i., Antikérper: Mges,
ABC-Methode,

Balken = 176pm

Abb. 8.17: Fortgeschrittene Ausbreitung von
BDV-M spezifischem Antigen, typisches
schichtweises Reaktionsmuster im Cortex
cerebri;

M: Meninx; | Lamina molecularis, |l Lamina
granularis externa, Ill Lamina pyramidalis
externa, IV Lamina granularis interna, V
Lamina pyramidalis interna, VI Lamina
multiformis

28 Tage p.i., Antikérper: Mges,
ABC-Methode,

Balken = 455um
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Abb. 8.18a: Nachweis von BDV-M in
Astrozyten (Ammonshorn);

50 Tage p.i., Antikérper: Mges,
ABC-Methode,

Balken = 88um

Abb. 8.18b: Nachweis von GFAP-positiven
Astrozyten, Folgeschnitt von 8.18a

50 Tage p.i., Antikérper: GFAP,
ABC-Methode

Balken = 88um

Abb. 8.18c: Doppelmarkierung zum Nachweis

von BDV-M in Astrozyten (Ammonshorn);

Koexpression von BDV-M (braun) und GFAP

(rot) im Zytoplasma von Astrozyten

= Wi : : £ 42 Tage p.i., Antikdrper: Mges, GFAP,

%g&.‘p N - & ABC-Methode,
g L A “w.» .. Balken=18um

s 1
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Abb. 8.19: SPC4-Expression in der CAS3-
Region des Ammonshorns (CA3) und im Gyrus
dentatus (GD);

14 Tage p.i., Antikérper: PACE4,
ABC-Methode, Nomarskie,

Balken = 176pm

Abb. 8.20: SPC4-Expression in der CA3-
Region des Ammonshorns;

14 Tage p.i., Antikérper: PACEA4,
ABC-Methode, Nomarskie,

Balken = 44pm

Abb. 8.21: SPC4-Expression im Thalamus
24 Tage p.i., Antikdrper: PACE4,
ABC-Methode,

Balken = 176pm
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Abb. 8.22: SPC6A-Expression in Cortex
cerebri (C), und im Ammonshorn (A)

31 Tage p.i., Antikdrper: PC6BA,
ABC-Methode,

Balken = 704pm

Abb. 8.23: SPC6A-Expression in Cortex
cerebri (C), Corpus callosum (CC) und N.
caudatus/ Putamen (NC)

31 Tage p.i., Antikdrper: PC6A,
ABC-Methode,

Balken = 704pm

Abb. 8.24: SPC6A-Expression im Cortex
cerebri,
42 Tage p.i., Antikdrper: PCBA,
- ABC-Methode,
Abb. 8.24 Balken = 176pum
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Abb. 8.25: Nachweis von BDV-N mRNA im
Cortex cerebri (C) und im Ammonshorn (A);
24 Tage p.i., Sonde: BDV-N as,

in situ-Hybridisierung,

Balken = 704pm

Abb. 8.26: Nachweis von BDV-N mRNA im
Ammonshorn (CA3) und Gyrus dentatus (GD)
24 Tage p.i., Sonde: BDV-N as,

in situ-Hybridisierung,

Balken = 176pm

Abb. 8.27: Nachweis von BDV-N mRNA im
Ammonshorn

90 Tage p.i., Sonde: BDV-N as,

in situ-Hybridisierung,

Balken = 88um
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Abb. 8.28a,b: Nachweis von BDV-N mRNA im
Zytoplasma von Neuronen des Ammonshorns
24 Tage p.i., Sonde: BDV-N as,

in situ-Hybridisierung,

Balken = 44um

T ol Abb. 8.29: Nachweis von BDV-N mRNA in
T ' j einzelnen Zellen der Leptomeninx (Pfeile);

L: Leptomeninx, C: Cortex cerebri
42 Tage p.i., Sonde: BDV-N as,
in situ-Hybridisierung,

Balken = 44um

Abb. 8.30: Nachweisvon BDV-N genomischer
RNA in Cortex cerebri (C) und im Ammonshorn
(A); mittelgradiger Hydocephalus internus
(Pfeil);

90 Tage p.i., Sonde: BDV-N as,

in situ-Hybridisierung,

Balken = 704pm
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Abb. 8.31: Nachweis von BDV-N genomischer
RNA im Ammonshorn (CA3) sowie in
Zellkernen und Fasern des Gyrus dentatus
(GD)

24 Tage p.i., Sonde: BDV-N s,

in situ-Hybridisierung,

Balken = 176pm

Abb. 8.32: Nachweis von BDV-N genomischer
RNA in Nuklei der Pyramidenzellen des
Ammonshorns;

24 Tage p.i., Sonde: BDV-N s,

in situ-Hybridisierung,

Balken = 44um

Abb. 8.33: Nachweis von BDV-N genomischer
RNA in einzelnen Zellen der Leptomeninx
(Pfeile);

42 Tage p.i., Sonde: BDV-N as,

in situ-Hybridisierung,

Balken = 44um
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Abb. 8.34: Nachweis von BDV-N genomischer
RNA in Ependymzellen (Pfeile);

24 Tage p.i., Sonde: BDV-N as,

in situ-Hybridisierung,

Balken = 88um

Abb. 8.35: Nachweis von BDV-N genomischer und mRNA in einzelnen Schichten des Cortex cerebri,
Folgeschnitte eines Tieres;

L: Leptomeninx; | Lamina molecularis, Il Lamina granularis externa, Ill Lamina pyramidalis externa, IV
Lamina granularis interna, V Lamina pyramidalis interna, VI Lamina multiformis

a: BDV-N genomische RNA, Sonde BDV-N's, 90 Tage p.i.

b: BDV-N mRNA, Sonde BDV-N as, 90 Tage p.i.

in situ-Hybridisierung, Balken = 176um
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Abb. 8.36: Nachweis von BDV-GP-N mRNA
(a) und BDV-GP-C mRNA (b) im Ammonshorn;
Anfangsphase der Virusausbreitung;

a: 14 Tage p.i., Sonde: BDV-GP/N as

in situ-Hybridisierung,

Balken = 44um

b: 14 Tage p.i., Sonde: BDV-GP/C as

in situ-Hybridisierung,

Balken = 44um

Abb. 8. 37: Nachweis von BDV-GP-C mRNA in
Cortex cerebri (C) und Ammonshorn (A);

24 Tage p.i., Sonde: BDV-GP/C as,

in situ-Hybridisierung,

Balken = 704pm

Abb. 8.38: Nachweis von BDV-GP-C mRNA in
Ammonshorn (CA3) und Gyrus dentatus (GD);
24 Tage p.i., Sonde: BDV-GP/C as,

in situ-Hybridisierung,

Balken = 176pm
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Abb. 8.39: Nachweis von BDV-GP-C mRNA im
Zytoplasma von Pyramidenzellen des
Ammonshorns;

24 Tage p.i., Sonde: BDV-GP/C as,

in situ-Hybridisierung,

Balken = 44um

Abb. 8.40: Nachweis von BDV-GP-N mRNA in
Ammonshorn (CA3) und Gyrus dentatus (GD);
42 Tage p.i., Sonde: BDV-GP/N as,

in situ-Hybridisierung,

Balken = 176pm

Abb. 8.41: Nachweis von BDV-GP-N mRNA im
Zytoplasma von Pyramidenzellen des
Ammonshorns;

42 Tage p.i., Sonde: BDV-GP/N as,

in situ-Hybridisierung,

Balken = 44um
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Abb. 8.42: Nachweis von BDV-GP-N (a) und
BDV-GP-C (b) genomischer RNA —
punktférmige intranukledre Expression im
Ammonshorn, Phase der Virusausbreitung;
a: 14 Tage p.i., Sonde: BDV-GP/N s,

in situ-Hybridisierung,

Balken = 44um

b: 14 Tage p.i., Sonde: BDV-GP/C s,

in situ-Hybridisierung,

Balken = 44um

Abb. 8.43: Nachweis von BDV-GP-N
genomischer RNA als feine punktférmige
Reaktion entlang neuronaler Fortsatze (Pfeile),
Phase der Virusausbreitung, CA2/3-Region
des Ammonshorns;

24 Tage p.i., Sonde: BDV-GP/N s,

in situ-Hybridisierung,

Balken = 44um

Abb. 8.44: Nachweis von BDV-GP-C
genomischer RNA im Cortex cerebri (C) und
Ammonshorn (A), Hydrocephalus internus
(Pfeil);

90 Tage p.i., Sonde: BDV-GP/C as,

in situ-Hybridisierung,

Balken = 704pm
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. Abb.8.46: Nachweis von BDV-GP-C
a’ genomischer RNA in Nuklei von
. ® . Oyrammidenzellen des Ammonshorns;
% --& -‘ - 90 Tage p.i., Sonde: BDV-GP/C s,
in situ-Hybridisierung,
Balken = 44um
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Abb. 8.47: Nachweis von BDV-GP-N
genomischer RNA in Ammonshorn (CA3) und
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Abb. 8.48: Nachweis von BDV-GP-N
genomische RNA in Nuklei von
Pyramidenzellen des Ammonshorns;
24 Tage p.i., Sonde: BDV-GP/N s,

in situ-Hybridisierung,

Balken = 44um
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Abb. 8.49: Nachweis von BDV-GP-N genomischer und mRNA in einzelnen Schichten des Cortex
cerebri;

L: Leptomeninx; | Lamina molecularis, Il Lamina granularis externa, Il Lamina pyramidalis externa, IV
Lamina granularis interna, V Lamina pyramidalis interna, VI Lamina multiformis

a: BDV-GP-N genomische RNA, Sonde BDV-GP/N s, 42 Tage p.i.

b: BDV-GP-N mRNA, Sonde BDV-GP/N as, 42 Tage p.i.

in situ-Hybridisierung, Balken = 176um
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Abb. 8.50: Nachweis von BDV-GP-C mRNA in
einzelnen Zellen der Leptomeninx (Pfeile);

42 Tage p.i., Sonde: BDV-GP/C as,

in situ-Hybridisierung,

Balken = 44um

Abb. 8.51: Nachweis von BDV-GP-N
genomische RNA in einzelnen Zellen der
Leptomeninx (Pfeile);

42 Tage p.i., Sonde: BDV-GP/N s,

in situ-Hybridisierung,

Balken = 44um
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Abb. 8.52: Nachweis von BDV-GP (braun) und
BDV-GP-C mRNA (blauschwarz), CA1-Region
des Ammonshorns, Zellen mit Nachweis von
BDV-GP-C mRNA, aber ohne BDV-GP
Expression (Pfeile);

24 Tage p.i., Sonde: BDV-GP/C s,

in situ-Hybridisierung,

Balken = 88um
‘ '_f __ “ T
3 7N L 5 3
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¥ @ ,‘. B ..' Pl T " | Abb. 8.53: Nachweis von BDV-GP (braun) und
i g N IR * 4" 4 % BDV-GP-C mRNA (blauschwarz), Amygdala,
s A i -:.-;ﬁ G e _+ Zellen mit Nachweis von BDV-GP-C mRNA,
’ ’ ol AN ?'.—»g : * # . aberohne deutliche BDV-GP Expression
v SETRY S . & i (Pleile)
j' N « ; Nl R 5 _ ~ 24Tagep.i, Sonde: BDV-GP/C's,
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Abb. 8.54: Nachweis von BDV-GP (braun) und
BDV-GP-C mRNA (blauschwarz), CA3-Region
des Ammonshorns;

24 Tage p.i., Sonde: BDV-GP/C s,

in situ-Hybridisierung,

Balken = 44um
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10. ANHANG
10.1 LOSUNGEN UND PUFFER
10.1.1 Immunhistologie

Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid-Lésung (DAB)
100mg DAB

200ml Imidazol/HCI-Puffer, pH 7,08

rihren, anschlieBend filtrieren

70ul HoO2 30% dazugeben

Imidazol

6,81g Imidazol reinst
ad 1000ml Aqua dest.
500ml 0,1N HCI

pH 7,08 einstellen

Tris-gepufferte Kochsalzlésung (“Tris buffered saline”, TBS)
Stammlésung:

60,579 Tris

610ml Aqua dest.

390ml 1N HCI

pH 7,65 einstellen

Gebrauchslésung:
100ml Stammlésung
900mI NaCl 0,8% in Aqua dest.

Papanicolaou
Papanicolaou-Lésung mit Aqua dest. im Verhaltnis 1:20 mischen und filtrieren

Methanol + H202
354ml Methanol reinst
6ml H202 30%

0,8% NaCl
40g HCl reinst
51 Aqua dest.

Biotiniliertes Tyramin

100mg NHS-LS-Biotin

40ml 25mM Boratpuffer, pH 9,0

30mg Tyramin-HCI

12 Stunden bei Raumtemperatur schutteln, filtrieren

Tyramin-Gebrauchslésung
1ml TBS

5ul biotiniliertes Tyramin
2ul HO2 30%
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Propandiol-Stammlésung

4,29 Propandiol

200ml Aqua bidest.

Lésung im Kihlschrank aufbewahren

Neufuchsin-StammIésung

1g Neufuchsin

20ml 2N HCI

Ldsung im Kihlschrank in dunkler Flasche aufbewahren

Entwicklungsiésung Neufuchsin
Folgende Lésungen werden direkt vor Gebrauch hergestellt:
Lésung 1:  175mlI TBS

62,5m| Propandiol-Stammlésung

mit 1N NaOH auf pH 9,75 einstellen

100mg Levamisol darin I6sen

Lésung 2:  50mg Na-Nitrit
1250ul Aqua bidest.
500ul Neufuchsin-Stammlésung
90 Sekunden reagieren lassen

Lésung 3:  125mg Naphtol-AS-Bi-Phosphat
1500ul N,N-Dimethylformamid

1. Zuerst Lésung 2., anschlieBend Lésung 3. in die Lésung 1. geben, unbedingt
Reihenfolge einhalten!

2. pH-Wert mit 1N HCI auf 8,75 einstellen

3. Entwicklungsl6ésung filtrieren

10.1.2 Sondenherstellung und Polymerase-Kettenreaktion

Alle Puffer und Lésungen werden, soweit nicht anders angegeben, autoklaviert
(120°, 0,3atli, 20 Minuten).

4 M Natriumazetat
32,89 Natriumazetat
ad 100ml Aqua dest.

0,2M EDTA-Na»-Lésung
0,4ml 0,5M EDTA-Naz-Lésung
0,6ml Aqua bidest.

Glycogen-EDTA-Lésung
1ul Glycogenlésung
200ul 0,2M EDTA-Na,

4M KCI
29,89 KCl
ad 100ml Aqua bidest.



204 ANHANG

Aqua dest./DEPC bzw Aqua bidest./DEPC

1ml DEPC-Reinsubstanz (Diethylpyrokarbonat)
1000ml Aqua dest. bzw. bidest.

dber Nacht rihren

1M TrisHCI, pH 8.0

12,11g TrisHCI (MW 121,14)

ad 100ml Aqua bidest.

pH 8,3 mit konzentrierter HCI einstellen

10x Tris Borsdure EDTA (TBE)-Elektrophoresepuffer
108,89 Tris(hydroxymethyl)-aminomenthan

55,09 Borsaure

40,0ml 0,5M EDTA-Na; (pH 8,0)

ad 100ml Aqua dest.

2%iges Agarosegel
91ml TBE-Puffer
1,829 Agarose

1,8ul Ethidiumbromid

TBE-Puffer

108,89 Tris(hydroxymethyl)-aminomenthan
55,09 Borsaure

40,0ml 0,5M EDTA-Na; (pH 8,0)

ad 1000ml Aqua dest.

10.1.3 in situ-Hybridisierung

Alle Puffer und Lésungen werden, soweit nicht anders angegeben, autoklaviert
(120°, 0,3atl, 20 Minuten). Puffer 3 und 1xPBS + 5mM MgCl, werden steril filtriert
oder frisch angesetzt und ebenso wie das PFA nicht autoklaviert.

Aqua bidest./DEPC
S. unter 9.1.2

0,1M CaCl,
1,47g CaCl, (MW 147,02)
100ml Aqua bidest.

1M MgCl,
20,33g MgCl, (Hexahydrat: MW 203,3)
100ml Aqua bidest.

NaCl

5M:

29,22g NaCl (MW 58,44)
100ml Aqua bidest.

3M:

87,66g NaCl (MW 58,44)
500ml Aqua bidest.
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1M TrisHCI, pH 8.0

12,11g TrisHCI (MW 121,14)

100ml Aqua bidest.

pH 8,0 mit konzentrierter HCI einstellen

0,2N HCI
50ml 2N HCI
450ml Aqua bidest.

5N NaOH
20g NaOH-Platzchen (MW 40)
100ml Aqua bidest.

0,5M EDTA-Na,, pH 8.0

18,69 di-Natrium-EDTA-di-Hydrat (MW 372,31, entspr. 4,69 EDTA)
60ml Aqua bidest./DEPC oder Aqua bidest/steril

pH 8,0 mit 5N NaOH einstellen

auf 100ml auffllen

0,5M Piperazin-N,N bis[2-ethansulfat-Saure] (PIPES)
8,6575g PIPES (MW 346,3)
50ml Aqua bidest

Phosphat-gepuffertes Natriumchlorid (“phosphate buffered saline”, PBS)
Stammlésung, 10x konzentriert:

80g NaCl

2g KClI

14,49 NapHPO4

2,49 KH.PO,

1000ml Aqua bidest.

Gebrauchslésung ISH:

1:10 auf 1x PBS verdiinnen (Aqua bidest.)

pH 7,4 mit 5N NaOH einstellen

Standard Natriumzitrat (,standard saline citrate”, SSC)
Stammlésung 20x konzentriert:

175,3g NaCl

88,2g Na-Citrat (tri- Natriumcitrat-di-Hydrat)

800ml Aqua bidest.

pH 7,0 mit 1N HCI einstellen

auf 1000ml auffillen

Puffer 1, pH 7.5

12,119 Tris-HCI (MW121,14; 100mM)
8,77g NaCl (MW 58,44; 150mM)
1000ml Aqua bidest

Puffer 2 (Blocking-Lésung)
1,2ml steriles neutrales Schafserum (NSS)
1,8ml 10%iges Triton X-100
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ad 60ml Puffer 1

Puffer 3, pH 9,5

12,11g Tris-HCI (121,14; 100mM)

5,84g NaCl (MW 58,44; 100mM)

10,179 MgClx6H.O (MW 203,3; 50mM)

1000ml Aqua bidest ohne DEPC

pH 9,5 mit 1N HCI vor Zugabe von MgCl, einstellen
nicht autoklavieren, sondern steril filtrieren

Puffer 4, pH 8.0

1,21g TrisHCI (MW 121,14; 10mM)
0,37g EDTA-Na, (MW 372,3; 1mM)
1000ml Aqua bidest.

1x PBS + 5mM MqCl,

6ml 10x PBS

0,3ml 1M MgCl»

ad 60ml Aqua bidest./DEPC

frisch herstellen oder steril filtrieren

2x SSC + 5mM EDTA-Na,
50ml 20x SSC

5ml 0,5M EDTA-Na,
500ml Aqua bidest.

0,2%iges Glycin in 1xPBS
1g Glycin
500ml 1x PBS, pH 7,4

4%iges Paraformaldehyd (PFA), pH 7,35-7,4
409 PFA

1000ml 1x PBS, pH 7,4

|6sen unter Erwarmen auf 70°C

nicht autoklavieren

Formamid

Far die ISH wird deionisiertes und nicht-deionisiertes Formamid bendtigt.

Deionisierung:

1. pro 10ml Formamid 1g Deionisierungs-Harz (,mixed bed resin) zugeben

2. mind. 30min riihren
3. 2x durch Faltenfilter Nr.1 filtrieren

50x Denhardts

59 Ficoll

5g Polyvinylpyrolidone

59 bovines Serumalbumin (BSA)
500ml Aqua bidest steril

20x Hybridisierungssalze
10ml 0,5M EDTA-Na,, pH 8,0
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10ml 0,5M PIPES, pH 7,0
30ml 5M NacCl

Dextransulfat

wird im Versuch frisch angesetzt
250mg Dextransulfat

400ul Aqua bidest./DEPC

im warmen Wasserbad lésen

Heringssperma-DNA (ssDNA)
In Originalpackung mit Puffer 4 (pH 4) 10mg/ml lI6sen.

Ribonukleinsare (RNA)
In Originalpackung mit Aqua bidest./DEPC 10mg/ml Iésen.

Préahybridisierungspuffer (PHB-Mix)

450ml 20x SSC

675ml 100%iges Formamid, deionisiert

150ml 50x Denhardts

210ml Aqua bidest./DEPC

= 30 Aliquots zu je 49,5ml bei —20°C gelagert

im Versuch pro Aliquot zugeben:

0,5ml ssDNA (5min auf 95°C erhitzen, auf Eis abschrecken)
1,25mlI RNA

Hybridisierungspuffer (HB-Mix)

16ml 100%iges Formamid, deionisiert
8ml 20x Hybridisierungssalze

3,2ml 50x Denhardts

320ul Heparin

320pul 10%iges Triton X-100

= 40 Aliquots zu je 696, bei —20°C gelagert
im Versuch pro Aliquot zugeben:

18ul RNA

20ul ssDNA

80ul geldstes Dextransulfat (s.0.)
Sonde geman jeweiligem Protokoll
auf 95°C erhitzen, 5min kochen

auf Eis abschrecken

Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT)

Stammlésung, 75mg/ml Endkonzentration:

1g NBT

13,3ml 70%iges Dimethylformamid (DMF; 30ml Aqua bidest. + 70m| DMF)
nicht autoklavieren

5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat (X-Phosphat, BCIP)
500mg X-Phosphat

10ml 100%iges DMF

nicht autoklavieren
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Farbreaktionslésung

wird im Versuch unter Lichtschutz frisch angesetzt
225ul NBT

175ul X-Phosphat

12mg Levamisol

ad 50ml Puffer 3

Wéhrend des Versuches immer frisch angesetzt werden:
Proteinase K - Gebrauchslésung

1ml 1M Tris, pH 8,0

1ml 0,1M CaCl,

ad 60ml Aqua bidest./DEPC

zusammen vorinkubieren bei 37 °C

4,3ul Proteinase K kurz vor Gebrauch dazugeben

0,25 Acetanhydrid (Aca) in 0,1M Triethanolamin (TEA), pH 7.5

745mg TEA

ad 50ml Aqua bidest./DEPC

pH 7,5 mit 1-2N HCI einstellen

125ul Aca kurz vor Gebrauch zugeben
gut rGhren

6x SSC + 45%iges Formamid

36ml 20x SSC

54ml 100%iges Formamid nicht-deionisiert
30ml Aqua bidest.

2x SSC
24ml 20x SSC
ad 240ml Aqua bidest

RNAse-Lbsung

10ml 3M NaCl

600 pl 1M Tris, pH 8,0

120 pl 0,5M EDTA, pH 8,0

49 ml Aqua bidest.

zusammen bei 37 °C vorinkubieren

15ul RNAse A kurz vor Gebrauch zugeben
10ul RNAse T kurz vor Gebrauch zugeben

0,2x SSC
1,2ml 20x SSC
ad 120 ml Aqua bidest.

DIG-Antikérper-Lésung

31ul NSS

94ul 10%iges Triton X-100

3ml Puffer 1

bei 37 °C vorinkubieren

15ul Anti-DIG-Antikdérper (1:200)
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10.2 BEZUGSQUELLEN

Altromin GmbH & Co. KG, Lage
Ratten/Maus Zuchtfutter Nr. 1314

ABgene® House, Epsom, UK (Vertrieb: Advanced Biotechnologies Ltd., Hamburg)
“Superladder low” (100 pg/ul in Tris-EDTA-Puffer) (SLL-100)
“6x Type Il DNA electrophoresis loading buffer” (6x Gel Loading Dye) (AB-0594)
Zusammensetzung:
15 % Ficoll 400
0,06 % Bromphenolblau
0,06 % Xylol-Cyanol FF
30 mM EDTA

Applied Biosystems/ Perkin Elmer Deutschland GmbH, Weiterstadt
AmpliTag® DNA Polymerase (N8080167)

Zusammensetzung:

5U/ul AmpliTag® DNA Polymerase

20mM Tris-HCI (pH 8,0)

100 mM KCl

0,1 mM EDTA

1 mM DTT (2,3-Dihydroxy-1,4-dithiobutan-1,4-dithiothreitol)

50 % Glycerol

0,5 % Tween 20®

0,5 % Nonidet P40®
GeneAmp® MgCl, Solution 25mM (in N8080167 enthalten)
GeneAmp® 10x PCR Buffer Il (in N8080167 enthalten)

Zusammensetzung:

100 mM Tris-HCI (pH 8,3)

500 mM KCI

Lagerung bei —20°C

BioRad, Mdnchen
Deionisierungsharz ,mixed bed resin“AG 501-X8 (143-6424)

Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf
0,5ml-MikrozentifugengefaBe, RNAse-frei, DNAse-frei (710120)
1,5ml-MikrozentrifugengefaBe, RNase-frei, DNase-frei (710318)
2,0ml-MikrozentrifugengefaBe, RNase-frei, DNase-frei (710328)
Gelbond (863734)

Multicycler PTC 200

DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg

Anti-Saures Gliafaserprotein-Antiserum, monoklonal, Maus-a-Human, Klon 6F2
(M0761))

Anti-Saures Gliafaserprotein-Antiserum, polyklonal, Kaninchen-a-Rind (Z0334)
DAKO-PEN (S2002)

Glycergel (C056330)

DIFCO-Laboratories, Detroit, USA
Bacto-Agar (0140-01)
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Fluka Feinchemikalien, jetzt: Sigma-Aldrich-Laborchemie, Seelze:
Acetanhydrid (45830)

Ampicillin (10047)

Dextransulfat (31395)

Diethylpyrokarbonat (DEPC) (32490)

Imidazol (36750)

Isopentan purum, (59075)

Paraformaldehyd (76240)

Tris (hydroxymethyl)-aminomethan (93352)

Gesellschaft fir Labortechnik GmbH (GfL), Burgwedel
Warmeschrank (7601)
Wasserbad, Typ 1013

Hoffmann La Roche AG, Grenzach-Wyklen
Liqguemin® N 25000, Heparin-Natrium

Invitrogen BV, Groningen, Niederlande

Library Efficiency® DH5a™ Competent Cells (Life Technologies) (18263-012)

PCR®2.1-TOPO® Vektor-Kit
TOPO TA Cloning® Kit

Knittel-Glaser, Glasbearbeitungs-GmbH, Braunschweig
StarFrost® Objekttrager

Macherey-Nagel GmbH & Co KG, Diren
NucleoSpin® Extract 2 in 1-Kit
Nucleobond® Kit AX 20 (740571.100)

Marabuwerke GmbH & Co, Tamm
Fix-0-gum® (290117000)

Menno Chemie Vertriebsges. mbH, Norderstedt
Venno-Vet 1 super

Menzel Glaser, Glasbearbeitungswerk GmbH & Co. KG, Braunschweig

SuperFrost®/Plus-Objekttrager (041300)

Merck Eurolab GmbH, Darmstadt

Aceton p.a. ACS, ISO (100014)

CaCl, (102382)

CaClnggO (2382)

Dimethylformamid (1.03053.1000)

Formamid, 100%, nicht deionisiert (109684.1000)
H»0 30% pro analysi (p.a.; Perhydrol®) (7210)
HCI (Titrisol®) 36,461 g fir 1000 ml, 1N = 1mol/l (109970)
KCI (4938)

MgClox6H20 (105833)

Natriumacetat, wasserfrei, p.a. (6268)

NaCl reinst (6400)
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Na-Nitrit (6549)

Papanicolaou's Lésung 1b (9254)
Propandiol-(1,2) (7478)

Saures Hamatoxylin nach Ehrlich (K22638002)
Triethanolamin (1083790250)

PAA-Laboratories, Colbe
Fetales Kalberserum (FKS) (A15-042)

PAA-Laboratories, GmbH, Linz, Osterreich
Pferdeserum, "Horse Serum Donor Herd" (B 15-023)
Schweineserum, "Porcine Serum Donor Herd" (B 15-030)

Pierce Biotechnology, Perbio Science Deutschland GmbH, Bonn
NHS-LS-Biotin (Pierce 21335)

Qbiogene, Heidelberg

EDTA EasySol; 0,5 M EDTA-Na, (pH 8,0) (EDTA05M1)
Formamid, 100%, deionisiert (FORMDO003)

Triton X-100 (TRX10001)

Riedel de Haen, Seelze
Borsaure p.a. (31145)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
anti-digoxigenin-AP FAb fragments, 150 U (1093274)
DIG RNA Labeling Mix, 10x konz. (1277073)
Proteinase K, 5ml (85061829)

RNase A (1119915)

RNase T1 (109207)

T3 Polymerase, 1000U (11031163001)

T7 Polymerase, 1000U (10881767001)

Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe

Agarose Rotigarose® (Agarose NEEO; Ultraqualitat) (2267.4)
N,N-Dimethylformamid-Lésung > 99,9% p.a. (6251.1)
Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat (NazHPO4x2 H20) > 99,5% p.a. (4984.2)
Eosin (7089.1)

Essigsaure > 99,8% p.a. (3738.1)

Ethanol Rotipuran® (RNAse-/DNAse-frei) > 99,8% p.a. (9065.3)
Ethanol 100 % vergallt (K928.1)

Ethidiumbromid-Lésung 1% (10 mg/ml) (2218.1)

Formaldehyd > 35% (4980.3)

Glycerol Rotipuran® (wasserfrei) > 99,5% p.a. (3783.1)
Isopropanol (2-Propanol/ Isopropylalkohol) > 99% (9866.4)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) > 99,5% p.a. (3904.2)
Methylalkohol (Methanol) > 99% (8388.1)

Na-Citrat (Tri-Natrium-Di-Hydrat) (3580)

Natriumchlorid (NaCl) krist. > 99,5% p.a. (3957.1)
Natriumhydroxid (Platzchen) > 99% p.a. (6771.1)

Xylol-Ersatz Roti-Histol® (6640.1)
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Sakura Finetek Europe B.V., Zoeterwoude, NL
Tissue Tek® O.C.T™ Compound (4583)

Schleicher & Schuell, Dassel
Papierfaltenfilter, 110mm Durchmesser (311643)

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Casein-Pepton (Peptone from Casein) (48600)
EDTA-Na, (11280.01)

Glycin p.a. (23390)

Hefe-Extrakt (Yeast extract Servabacter) (24540)
Natrium-EDTA-L6sung (0,5 M; pH 8,0) (11280)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Bovines Serum Albumin BSA (Cohn Fraktion V) (A2153)
5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat (X-Phosphat) (B6777)
3,3-Diaminobenzidintetrahydrochlorid DAB > 99 % p.a. (D-5637)
DNA Sodium Salt Type XIV from Hering Testes (D6898)
Levamisol (L9756)

Lithiumchlorid (LiCl) [8 M] (L7026)
Naphtol-AS-Bi-Phosphat (N-2250)
Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT) (N6639)

Piperazin-N,N bis[2-ethansulfat-Saure] (PIPES) (P3768)
Polyvinylpyrolidone (P5288)

RNA (R7250)

Steriles Neutrales Schafserum (S2263)

Tris-EDTA Buffer 100 x (100 x TE) (T2985)

Tyramin-HCI (T2879)

Sigma Chemical Co., St.Louis, USA
Ziegenserum, "Goat Serum Donor Herd" (G 6767)

Terumo Europe N.V., Leuven, Belgien
Neolus sterile, pyrogenfreie Einmalkandlen, 26G, 0,45mm x 23 mm, Nr.18 LUER
(NN-2623R35)

Vektor Laboratories, Burlingame, CA, USA
ABC-AP-Kit Alkaline Phosphatase Standard (AK-5000)
ABC-Kit Peroxidase Standard (PK-4000)

IgG, biotiniliert, Pferd-a-Maus (BA-2000)

IgG, biotiniliert, Ziege- a -Kaninchen (BA-1000)

Vogel GmbH & Co., GieBen
Paraffin (in Granulatform; Schmelzpunkt: 56 — 58 °C)

WALDECK GmbH + Co Division Chroma, Minster
Neufuchsin (1B 467)
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10.3 SEQUENZEN DER INSERTS DER ZUR SONDENHERSTELLUNG
VERWENDETEN PLASMIDE

ap4/I-1 = 486 b, C-terminal
TCCTCCAGTCTCTGCTCCTAGGAGTGTTTGGTACTGGGATCGCAAGTGCT
TCTCAATTTTTGAGGGGCTGGCTCAACCACCCTGACATCGTCGGGTATAT
AGTTAATGGAATTGGGGTTGTCTGGCAATGCCATCGTGTTAATGTCACAT
TCATGGCGTGGAATGAGTCCACATATTACCCTCCAGTAGATTACAATGGG
CGGAAGTACTTTCTGAATGATGAGGGGAGGCTACAAACAAACACCCCCG
AGGCGAGGCCAGGGCTAAAGCGGGTCATGTGGTTCGGTAGGTACTTCCT
AGGGACAGTAGGGTCTGGGGTGAAACCGAGGAGGATTCGGTACAATAAG
ACTTCACGTGACTACCACCTAGAGGAGTTTGAGGCAAGTCTCAACATGAC
CCCCCAGACCAGTATCGCTTCAGGTCATGAGACAGACCCCATAAATCATG
CCTACGGAACGCAGGCTGACCTCCTTCCATACACCAN

ap9/l-1 = 316 b, N-terminal
ACTGGTTCTACTGCTGCTCGGCGATTACAACAGAAATCTGCCGATGCTCT
ATTACAAATGTCACAGTGGCTGTACAAACATTCCCACCGTTTATGTACTGC
AGCTTTGCGGACTGTAGCACCGTGAGTCAGCAGGAGCTAGAGAGTGGAA
AGGCAATGCTGAGCGATGGCAGCACATTAACTTATACCCCTTATATCTTA
CAGTCAGAAGTCGTGAACAGAACCCTTAATGGGACCATACTCTGCAACTC
ATCCTCCAAGATAGTTTCCTTTGATGAATTTAGGCGTTCATACTCCCTAGC
GAATGGTAGTTACCA

Angegeben ist jeweils die Sequenz des Inserts ohne T3/T7 priming sites oder
Vektorsequenzen.
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10.4 TABELLEN
Tab. 10.1 Daten der im Versuch verwendeten Lewis-Ratten

Tpi geboren infiziert getotet BDV-Inf. »Mock*-Inf.
1 01.04.01;m |01.05.2001 |02.05.2001 V30/01
1 28.05.01;m [27.06.2001 |28.06.2001 |V84/01

1 28.05.01;m [27.06.2001 |28.06.2001 |V85/01

1 28.05.01;m |27.06.2001 |28.06.2001 |V86/01

3 01.04.01;w |01.05.2001 | 04.05.2001 V38/01
3 24.05.01;w  [23.06.2001 |26.06.2001 |V79/01

3 24.05.01;w  [23.06.2001 |26.06.2001 |V80/01

3 24.05.01;w  [23.06.2001 |26.06.2001 |V81/01

7 28.05.01;w  [27.06.2001 |04.07.2001 V97/01
7 01.04.01;m |01.05.2001 |08.05.2001 V49/01
7 01.04.01;w |01.05.2001 |08.05.2001 | V50/01

7 01.04.01;w |01.05.2001 |08.05.2001 |V51/01

7 01.04.01;w |01.05.2001 |08.05.2001 |V52/01

12 24.05.01;m [23.06.2001 |05.07.2001 V98/01
12 21.03.01;m [20.04.2001 |02.05.2001 |V31/01

12 21.03.01;w  [20.04.2001 |02.05.2001 |V32/01

12 21.03.01;w  [20.04.2001 |02.05.2001 |V33/01

14 06.06.01;? | 06.07.2001 |20.07.2001 V99/01
14 21.03.01;w  [20.04.2001 |04.05.2001 |V39/01

14 21.03.01;m [20.04.2001 |04.05.2001 |V40/01

14 21.03.01;w  [20.04.2001 |04.05.2001 |V41/01

18 14.03.01;m |12.04.2001 |30.04.2001 V22/01
18 14.03.01;m | 12.04.2001 |30.04.2001 |V23/01

18 14.03.01;m |12.04.2001 |30.04.2001 |V24/01

18 14.03.01;m |12.04.2001 |30.04.2001 |V25/01

21 14.03.01;w | 12.04.2001 |03.05.2001 V34/01
22 14.03.01;w | 12.04.2001 |04.05.2001 |V42/01

22 14.03.01;m |12.04.2001 |04.05.2001 |V43/01

22 14.03.01;w | 12.04.2001 |04.05.2001 |V44/01

24 04.03.01;w | 03.04.2001 |27.04.2001 V18/01
24 04.03.01;m |03.04.2001 |27.04.2001 |V19/01

24 04.03.01;m |03.04.2001 |27.04.2001 |V20/01

24 04.03.01;m |03.04.2001 |27.04.2001 |V21/01

28 04.03.01;w | 03.04.2001 | 01.05.2001 V26/01
28 04.03.01;m |03.04.2001 |01.05.2001 |V27/01

28 04.03.01;m |03.04.2001 |01.05.2001 |V28/01

28 04.03.01;m |03.04.2001 |01.05.2001 |V29/01

31 06.06.01;? 06.07.2001 06.08.2001 V100/01*
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Tab. 10.1 (Fortsetzung)

Tpi geboren infiziert getotet BDV-Inf. »Mock*“-Inf.
31 02.03.01;w [ 02.04.2001 |03.05.2001 | V35/01

31 02.03.01;w [ 02.04.2001 |03.05.2001 | V36/01

31 02.03.01;m |02.04.2001 |03.05.2001 | V37/01

42 02.03.01;m |02.04.2001 | 14.05.2001 V53/01
42 02.03.01;m |02.04.2001 | 14.05.2001 | V54/01

42 02.03.01;m |02.04.2001 |14.05.2001 | V55/01

42 02.03.01;m |02.04.2001 |14.05.2001 | V56/01

50 14.02.01;m |16.03.2001 |05.05.2001 V45/03
50 14.02.01;w | 16.03.2001 |05.05.2001 |V46/03

50 14.02.01;w | 16.03.2001 |05.05.2001 | V47/03

50 14.02.01;w | 16.03.2001 |05.05.2001 |V48/03

60 14.02.01;m |16.03.2001 |15.05.2001 V57/01
60 14.02.01;w | 16.03.2001 |15.05.2001 |V58/01

60 14.02.01;w | 16.03.2001 |15.05.2001 | V59/01

60 14.02.01;w | 16.03.2001 |15.05.2001 |V60/01

75 27.02.01;m |29.03.2001 |12.06.2001 V71/01
75 27.02.01;w  29.03.2001 |12.06.2001 | V72/01

75 27.02.01;w  |29.03.2001 |12.06.2001 | V73/01

75 27.02.01;w  |29.03.2001 |12.06.2001 | V74/01

90 14.02.01;m |16.03.2001 |14.06.2001 V75/01
90 14.02.01;w | 16.03.2001 |14.06.2001 |V76/01

90 14.02.01;w | 16.03.2001 |14.06.2001 |V77/01

90 14.02.01;w | 16.03.2001 |14.06.2001 |V78/01

76 14.03.01;w | 12.04.2001 |27.06.2001 |V83/01

103 14.02.01;w | 16.03.2001 |27.06.2001 |V82/01

Kontrolltiere V-Nr.

- 20.06.01;w |- 12.09.2001 V111/01
- 20.06.01;w |- 12.09.2001 V112/01
- 20.06.01;w |- 12.09.2001 V113/01

Tpi: Tage post infectionem, Tage nach Infektion; BDV-Inf.: Infektion mit dem BDV; ,Mock"-Inf.: Schein-

Infektion mit identischer Tragersubstanz, ohne Virus; Kontrolltiere: nicht infizierte Lewis-Ratten; V-Nr.:

Tagebuchnummer eines Tieres
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Tab. 10.2 Semiquantitative Auswertung des Grades der Entziindungsreaktionen
im Gehirn (Histopathologie)

HE
Tpi Infektion n Minimum | Maximum | Mittelwert
BDV 3 0 0 0
1 Mock 1 0 0 0
BDV 3 0 0 0
3 Mock 1 0 0 0
BDV 3 0,5 0,5 0,5
7 Mock 1 0 0 0
BDV 3 0,5 0,5 0,5
12 Mock 1 0 0 0
BDV 3 0,5 1 0,83
14 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1,5 2 1,67
18 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1 1,5 1,33
22 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2 2,5 2,17
24 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2 2,5 2,17
28 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2,5 3 2,83
31 Mock 1 0 0 0
BDV 3 3 3 3
42 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1,5 2 1,83
50 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1 1,5 1,33
60 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1 1,5 1,17
75 Mock 1 0 0 0
BDV 3 0,5 1 0,83
90 Mock 1 0 0 0
p-Wert globaler Test liber die Zeit (Kruskal-Wallis-Test, BDV-
Tiere), signifikant p=0,0001

HE: Hamatoxylin-Eosin-Farbung des Gewebes; Tpi: Tage post infectionem, Tage nach Infektion; BDV:
Infektion mit dem BDV; ,Mock": Schein-Infektion mit identischer Tragersubstanz, ohne Virus; n: Anzahl
der Tiere; Minimum: kleinster Wert dieses Zeitpunktes; Maximum: gr6pter Wert dieses Zeitpunktes;
Mittelwert: Mittelwert aller ausgewerteten Tiere eines Zeitpunktes;



ANHANG 217

Tab. 10.3 Semiquantitative = Auswertung der  Expression von BDV-N

(Immunhistologie)

BDV-N
| Tag p.i. Infektion | n Minimum | Maximum | Mittelwert
BDV 3 0 0 0
1 Mock 1 0 0 0
BDV 3 0 0 0
3 Mock 1 0 0 0
BDV 3 0,5 0,5 0,5
7 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1 2 1,5
12 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1 2 1,67
14 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2,5 25 25
18 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2 25 2,33
22 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2 25 2,33
24 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2,5 3 2,67
28 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2,5 3 2,83
31 Mock 1 0 0 0
BDV 3 3 3 3
42 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2,5 3 2,83
50 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2,5 3 2,83
60 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2 3 2,67
75 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2,5 3 2,67
90 Mock 1 0 0 0
p-Wert globaler Test liber die Zeit (Kruskal-Wallis-Test, BDV-
Tiere), signifikant p=0,0007

BDV-N: BDV-Nukleoprotein; Tpi: Tage post infectionem, Tage nach Infektion; BDV: Infektion mit dem
BDV; ,Mock®: Schein-Infektion mit identischer Tragersubstanz, ohne Virus; n: Anzahl der Tiere;
Minimum: kleinster Wert dieses Zeitpunktes; Maximum: gropter Wert dieses Zeitpunktes; Mittelwert:
Mittelwert aller ausgewerteten Tiere eines Zeitpunktes
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Tab. 10.4 Semiquantitative =~ Auswertung der  Expression von BDV-M
(Immunhistologie)

BDV-M
| Tag p.i. Infektion | n Minimum | Maximum | Mittelwert
BDV 3 0 0 0
1 Mock 1 0 0 0
BDV 3 0 0 0
3 Mock 1 0 0 0
BDV 3 0,5 0,5 0,5
7 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1 1,5 1,33
12 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1 2 1,67
14 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1,5 2 1,83
18 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1,5 2 1,67
22 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1,5 2 1,83
24 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1,5 2,5 2,17
28 Mock 1 0 0 0
BDV 3 25 3 2,67
31 Mock 1 0 0 0
BDV 3 3 3 3
42 Mock 1 0 0 0
BDV 3 25 3 2,83
50 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2 2,5 2,17
60 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1 25 1,83
75 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1,5 1,5 1,5
90 Mock 1 0 0 0
p-Wert globaler Test liber die Zeit (Kruskal-Wallis-Test, BDV-
Tiere), signifikant p=0,0006

BDV-M: BDV-Matrixprotein; Tpi: Tage post infectionem, Tage nach Infektion; BDV: Infektion mit dem
BDV; ,Mock®: Schein-Infektion mit identischer Tragersubstanz, ohne Virus; n: Anzahl der Tiere;
Minimum: kleinster Wert dieses Zeitpunktes; Maximum: gropter Wert dieses Zeitpunktes; Mittelwert:
Mittelwert aller ausgewerteten Tiere eines Zeitpunktes
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Tab. 10.5 Semiquantitative  Auswertung der Expression von BDV-GP
(Immunhistologie)

BDV-GP
| Tag p.i. Infektion | n Minimum | Maximum | Mittelwert
BDV 3 0 0 0
1 Mock 1 0 0 0
BDV 3 0 0 0
3 Mock 1 0 0 0
BDV 3 0 0,5 0,33
7 Mock 1 0 0 0
BDV 3 0,5 1 0,67
12 Mock 1 0 0 0
BDV 3 0,5 1 0,83
14 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1,5 2 1,67
18 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1,5 2 1,83
22 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1,5 2 1,83
24 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1 1,5 1,33
28 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1 1,5 1,33
31 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1 1 1
42 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1 1,5 1,17
50 Mock 1 0 0 0
BDV 3 0,5 1 0,83
60 Mock 1 0 0 0
BDV 3 0,5 1 0,67
75 Mock 1 0 0 0
BDV 3 0,5 0,5 0,5
90 Mock 1 0 0 0
p-Wert globaler Test liber die Zeit (Kruskal-Wallis-Test, BDV-
Tiere), signifikant p=0,0003

BDV-GP: BDV-Glykoprotein; Tpi: Tage post infectionem, Tage nach Infektion; BDV: Infektion mit dem
BDV; ,Mock®: Schein-Infektion mit identischer Tragersubstanz, ohne Virus; n: Anzahl der Tiere;
Minimum: kleinster Wert dieses Zeitpunktes; Maximum: gropter Wert dieses Zeitpunktes; Mittelwert:
Mittelwert alle ausgewerteten Tiere eines Zeitpunktes
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Tab. 10.6: Semiquantitative ~ Auswertung der  Expression von  SPC4

(Immunhistologie)

SPC4
Mittelwert
(BDV)
Wert
| Tag p.i. Infektion | n Minimum | Maximum | (Mock)
BDV 3 2 25 2,16
1 Mock 1 - - 2,5
BDV 3 1,5 2 1,66
3 Mock 1 - - 2
BDV 3 1,5 2 1,66
7 Mock 1 - - 1,5
BDV 3 2 25 2,16
12 Mock 1 - - 2
BDV 3 2 2,5 2,33
14 Mock 1 - - 1,5
BDV 3 2 25 2,33
24 Mock 1 - - 2
BDV 3 1,5 2 1,66
31 Mock 1 - - 25
BDV 3 2,5 25 2,5
42 Mock 1 - - 2,5
BDV 3 2 2,5 2,33
60 Mock 1 - - 2,5
BDV 3 2 2 2
90 Mock 1 - - 25
p-Wert globaler Test liber die Zeit (Kruskal-Wallis-Test, BDV-
infizierte Tiere), signifikant p=0,0242
p-Wert Wilcoxon-Test BDV-infizierte im Vergleich zu ,,Mock*-
infizierten Tieren, nicht signifikant p=0,6055

SPC4: immunbhistologischer Nachweis der SPC4; Tpi: Tage post infectionem, Tage nach Infektion;
BDV: Infektion mit dem BDV; ,Mock": Schein-Infektion mit identischer Tragersubstanz, ohne Virus; n:
Anzahl der Tiere; Minimum: kleinster Wert dieses Zeitpunktes; Maximum: gréBter Wert dieses
Zeitpunktes; Mittelwert: Mittelwert aller ausgewerteten Tiere eines Zeitpunktes
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Tab. 10.7: Semiquantitative  Auswertung der Expression von SPC6A
(Immunhistologie)
SPC6A
Mittelwert
(BDV)
Wert
Tag p.i. Infektion n Minimum | Maximum |(Mock)
BDV 3 1 2 1,5
1 Mock 1 - - 1,5
BDV 3 1 2 1,5
3 Mock 1 - - 1,5
BDV 3 1 1,5 1,16
7 Mock 1 - - 1
BDV 3 1 1 1
12 Mock 1 - - 1
BDV 3 1 1,5 1,16
14 Mock 1 - - 1
BDV 3 1 2,5 1,83
24 Mock 1 - - 2
BDV 3 1,5 2 1,83
31 Mock 1 - - 2
BDV 3 1,5 25 1,83
42 Mock 1 - - 1,5
BDV 3 1 1,5 1,16
60 Mock 1 - - 1,5
BDV 3 1 1,5 1,16
90 Mock 1 - - 2
p-Wert globaler Test liber die Zeit (Kruskal-Wallis-Test, BDV-
infizierte Tiere), nicht signifikant p=0,1707
p-Wert Wilcoxon-Test BDV-infizierte im Vergleich zu ,,Mock*“-
infizierten Tieren, nicht signifikant p=0,4889

SPC6A: immunhistologischer Nachweis der SPC6A; Tpi: Tage post infectionem, Tage nach Infektion;

BDV: Infektion mit dem BDV; ,Mock": Schein-Infektion mit identischer Tragersubstanz, ohne Virus; n:

Anzahl der Tiere; Minimum: kleinster Wert dieses Zeitpunktes; Maximum: grépter Wert dieses

Zeitpunktes; Mittelwert: Mittelwert aller ausgewerteten Tiere eines Zeitpunktes
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Tab. 10.8: Nachweis von BDV-RNA verschiedener Proteine mit Hilfe der in situ-
Hybridisierung, semiquantitative Auswertung
Tpi BDV-N BDV-N BDV-GP-N |BDV-GP-N |BDV-GP-C |BDV-GP-C
mRNA gen.RNA mRNA gen.RNA mRNA gen.RNA
0 0 0 0 0 0
0,66 0,5 0,66 0,5 0,66 0,5
14 2 1,66 1,66 1,66 1,66 1,66
24 2,83 2,33 2,16 2 2 2
42 2,83 2,33 2,16 2 2,16 2,16
60 2,83 2,33 2 2,16 2,16 2,33
90 2,33 2 1,83 2 2 2,16
p-Wert* 0,0064 0,0083 0,0097 0,0129 0,0145 0,0092
p-Wert** 0,1275 0,9788 0,7934

*globaler Test Uber die Zeit (Kruskal-Wallis-Test, BDV-infizierte Tiere), alle signifikant;

**Wilcoxon-Test der jeweiligen mRNA gegen genomische RNA, alle nicht signifikant;

Tpi: Tage post infectionem, Tage nach Infektion, untersuchte Tiere pro Zeitpunkt n=3, dargestellt ist
der Mitterlwert; N: BDV-Nukleoprotein; GP-N: BDV-Glykoprotein N-terminaler Anteil; GP-C: BDV-
Glykoprotein C-terminaler Anteil; mRNA: messenger RNA; gen.RNA: genomische RNA; 0: keine

positive Reaktion; 1: wenige positive Zellen; 2: deutliche positive Reaktion; 3: zahlreiche positive

Zellen (s. 3.9.5)

Tab. 10.9 Semiquantitative Auswertung der Expression von BDV-N mRNA (in situ
- Hybridisierung)
BDV-N mRNA
Tpi Infektion n Minimum | Maximum | Mittelwert
BDV 3 0 0 0
3 Mock 1 0 0 0
BDV 3 0,5 1 0,67
7 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2 2 2
14 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2,5 3 2,83
24 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2,5 3 2,83
42 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2,5 3 2,83
60 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2 2 2,83
90 Mock 1 0 0 0

BDV-N mRNA: ,messenger* RNA des BDV-N; Tpi: Tage post infectionem, Tage nach Infektion; BDV:
Infektion mit dem BDV; ,Mock": Schein-Infektion mit identischer Tragersubstanz, ohne Virus; n: Anzahl

der Tiere; Minimum: kleinster Wert dieses Zeitpunktes; Maximum: gropter Wert dieses Zeitpunktes;

Mittelwert: Mittelwert aller ausgewerteten Tiere eines Zeitpunktes;
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Tab. 10.10 Semiquantitative Auswertung der Expression von genomischer RNA
des BDV-N (in situ - Hybridisierung)

BDV-N genomische RNA

Tpi Infektion n Minimum | Maximum | Mittelwert
BDV 3 0 0 0

3 Mock 1 0 0 0
BDV 3 0,5 0,5 0,5

7 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1,5 2 1,67

14 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2 25 2,33

24 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2 2,5 2,33

42 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2 25 2,33

60 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2 2 2

90 Mock 1 0 0 0

BDV-N genomische RNA: genomische RNA des BDV-N; Tpi: Tage post infectionem, Tage nach
Infektion; BDV: Infektion mit dem BDV; ,Mock": Schein-Infektion mit identischer Tragersubstanz, ochne
Virus; n: Anzahl der Tiere; Minimum: kleinster Wert dieses Zeitpunktes; Maximum: gréBter Wert
dieses Zeitpunktes; Mittelwert: Mittelwert aller ausgewerteten Tiere eines Zeitpunktes

Tab. 10.11 Semiquantitative Auswertung der Expression von BDV-GP-N mRNA (in
situ-Hybridisierung)

BDV-GP-N mRNA

Tpi Infektion n Minimum | Maximum | Mittelwert
BDV 3 0 0 0

3 Mock 1 0 0 0
BDV 3 0,5 1 0,67

7 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1,5 2 1,67

14 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2 25 2,17

24 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2 25 2,17

42 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2 2 2

60 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1,5 2 1,83

90 Mock 1 0 0 0

BDV-GP-N mRNA: ,messenger‘ RNA des BDV-GP, N-terminaler Anteil; Tpi: Tage post infectionem,
Tage nach Infektion; BDV: Infektion mit dem BDV; ,Mock": Schein-Infektion mit identischer
Tragersubstanz, ohne Virus; n: Anzahl der Tiere; Minimum: kleinster Wert dieses Zeitpunktes;
Maximum: grépter Wert dieses Zeitpunktes; Mittelwert: Mittelwert aller ausgewerteten Tiere eines

Zeitpunktes
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Tab. 10.12 Semiquantitative Auswertung der Expression von genomischer RNA
des BDV-GP-N (in situ-Hybridisierung)

BDV-GP-N genomische RNA
| Tag p.i. Infektion | n Minimum | Maximum | Mittelwert
BDV 3 0 0 0
3 Mock 1 0 0 0
BDV 3 0,5 0,5 0,5
7 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1,5 2 1,67
14 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2 2 2
24 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2 2 2
42 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2 2,5 2,17
60 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1,5 2,5 2
90 Mock 1 0 0 0

BDV-GP-N genomische RNA: genomische RNA des BDV-GP, N-terminaler Anteil; Tpi: Tage post
infectionem, Tage nach Infektion; BDV: Infektion mit dem BDV; ,Mock": Schein-Infektion mit
identischer Tragersubstanz, ohne Virus; n: Anzahl der Tiere; Minimum: kleinster Wert dieses
Zeitpunktes; Maximum: gropter Wert dieses Zeitpunktes; Mittelwert: Mittelwert aller ausgewerteten

Tiere eines Zeitpunktes

Tab. 10.13 Semiquantitative Auswertung der Expression von BDV-GP-C mRNA (in
situ-Hybridisierung)

BDV-GP-C mRNA

Tpi Infektion n Minimum | Maximum | Mittelwert
BDV 3 0 0 0

3 Mock 1 0 0 0
BDV 3 0,5 1 0,67

7 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1,5 2 1,67

14 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2 2 2

24 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2 25 2,17

42 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2 25 2,17

60 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1,5 25 2

90 Mock 1 0 0 0

BDV-GP-C mRNA: ,messenger‘ RNA des BDV-GP, C-terminaler Anteil; Tpi: Tage post infectionem,
Tage nach Infektion; BDV: Infektion mit dem BDV; ,Mock“: Schein-Infektion mit identischer
Tragersubstanz, ohne Virus; n: Anzahl der Tiere; Minimum: kleinster Wert dieses Zeitpunktes;
Maximum: grépter Wert dieses Zeitpunktes; Mittelwert: Mittelwert aller ausgewerteten Tiere eines

Zeitpunktes
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Tab. 10.14 Semiquantitative Auswertung der Expression von genomischer RNA
des BDV-GP-C (in situ-Hybridisierung)

BDV-GP-C genomische RNA

Tpi Infektion n Minimum | Maximum | Mittelwert
BDV 3 0 0 0

3 Mock 1 0 0 0
BDV 3 0,5 0,5 0,5

7 Mock 1 0 0 0
BDV 3 1,5 2 1,67

14 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2 2 2

24 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2 25 2,17

42 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2 25 2,33

60 Mock 1 0 0 0
BDV 3 2 25 2,17

90 Mock 1 0 0 0

BDV-GP-C genomische RNA: genomische RNA des BDV-GP, C-terminaler Anteil; Tpi: Tage post
infectionem, Tage nach Infektion; BDV: Infektion mit dem BDV; ,Mock": Schein-Infektion mit
identischer Tragersubstanz, ohne Virus; n: Anzahl der Tiere; Minimum: kleinster Wert dieses
Zeitpunktes; Maximum: gropter Wert dieses Zeitpunktes; Mittelwert: Mittelwert aller ausgewerteten
Tiere eines Zeitpunktes

Tab. 10.15 Vergleich des Nachweises von BDV-Proteinen mit der entsprechenden

mRNA
Signifikanz
(p-Wert)
Wilcoxon-
Vergleiche Test
BDV-N : BDV-N mRNA 0.9286
BDV-GP : BDV-GP-C mRNA 0.0060

Verglichen wurden die Nachweise des jeweiligen BDV-Proteins mit der entsprechenden mRNA mit
Hilfe des Wilcoxon-Tests unter Berlcksichtigung der Untersuchungszeitpunkte, an denen sowohl eine
Immunhistiologie als auch eine in situ-Hybridisierung durchgefihrt wurde.

BDV-N: BDV-Nukleoprotein; mRNA: ,messenger‘RNA; BDV-GP: BDV-Glykoprotein; BDV-GP-C: BDV-
GP, C-terminaler Anteil;



226

ANHANG

Tab. 10.16 Einfaktorielle Varianzanalyse und Kruskal-Wallis-Test der quantitativ

bestimmten positiven Zellen im Ammonshorn

p-Wert

BDV-spezifisches Kruskal-
Protein bzw RNA und Wallis-
Zellkompartiment Tpi Minimum Maximum | Mittelwert | SA Test
BDV-N Z2 14 0.000 1.637 0.546 0.945

24 0.000 0.000 0.000 0.000

42 0.000 0.000 0.000 0.000

90 0.000 0.916 0.366 0.485 0.2689
BDV-N K 14 7.317 52.069 24.039 24.425

24 1.739 4.763 3.075 1.543

42 0.190 0.964 0.515 0.401

90 0.000 0.000 0.000 0.000 0.0145
BDV-N ZK 14 47.663 311.325 174.045 | 132.169

24 24.846 222.102 113.526 | 100.122

42 124.488 253.194 190.600 64.425

90 154.543 366.380 258.582 | 105.969 0.4077
BDV-N ges 14 99.731 318.642 198.630 | 110.972

24 29.610 224.824 116.600 99.324

42 124.678 253.585 191.115 64.545

90 154.726 366.380 258.949 | 105.863 0.3466
BDV-GP Z 14 3.540 14.285 7.882 5.661

24 9.655 49.988 30.582 20.209

42 5.784 76.650 31.955 38.896

90 21.265 35.259 30.098 7.686 0.2936
BDV-GP K 14 0.000 0.000 0.000 0.000

24 0.000 0.000 0.000 0.000

42 0.000 0.000 0.000 0.000

90 0.000 0.000 0.000 0.000
BDV-GP ZK 14 0.000 0.236 0.079 0.136

24 0.000 1.361 0.721 0.684

42 0.000 0.261 0.087 0.151

90 0.000 0.390 0.130 0.225 0.4835
BDV-GP ges 14 3.777 14.285 7.961 5.572

24 9.655 51.349 31.303 20.893

42 5.784 76.911 32.042 39.046

90 21.655 35.259 30.229 7.462 0.2936
BDV-N mRNA Z 14 20.427 95.357 46.355 42.461

24 3.991 40.090 25.349 18.938

42 9.663 43.981 30.041 18.042

90 8.974 43.959 22172 19.008 0.8137
BDV-N mRNA K 14 0.000 0.236 0.079 0.136

24 0.000 0.644 0.380 0.337

42 0.000 0.000 0.000 0.000

90 0.000 5.690 1.897 3.285 0.4273
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Tab. 10.16 (Fortsetzung)
p-Wert

BDV-spezifisches Kruskal-
Protein bzw RNA und Wallis-
Zellkompartiment Tpi Minimum Maximum | Mittelwert | SA Test
BDV-N mRNA ZK 14 8.545 76.208 40.918 33.926

24 23.688 154.296 93.792 65.831

42 107.241 223.552 146.141 67.040

90 113.429 260.320 165.812 82.007 0.0943
BDV-N mRNA ges 14 28.971 133.594 87.351 53.357

24 28.322 194.880 119.521 84.401

42 144.109 233.215 176.182 49.520

90 132.661 304.279 189.880 99.072 0.2815
BDV-N gen. RNA K 14 0.000 0.236 0.079 0.136

24 0.000 0.401 0.216 0.202

42 0.000 0.914 0.345 0.497

90 0.000 0.195 0.065 0.113 0.5843
BDV-N gen. RNA Z 14 4.406 73.843 41.032 34.876

24 44.415 190.179 108.738 74.374

42 196.914 292.443 231.602 52.863

90 178.118 297.181 230.932 60.658 0.0487
BDV-N gen. RNA ZK 14 0.000 3.471 1.157 2.004

24 0.000 0.386 0.211 0.196

42 0.000 0.762 0.374 0.381

90 0.000 0.229 0.141 0.124 0.8496
BDV-N gen. RNA ges 14 7.877 73.843 42.267 33.073

24 44.801 190.674 109.166 74.432

42 197.828 292.925 232.321 52.652

90 178.508 297.410 231.138 60.613 0.0487
BDV-GP-N gen. RNA Z 14 0.000 0.000 0.000 0.000

24 0.000 0.000 0.000 0.000

42 0.000 0.000 0.000 0.000

90 0.000 0.000 0.000 0.000
BDV-GP-N gen. RNA K 14 3.204 84.263 55.771 45.578

24 22.658 173.969 117.216 82.436

42 240.975 347.472 282.665 56.887

90 129.345 342.514 218.834 | 110.621 0.0499
BDV-GP-N gen. RNA
ZK 14 0.000 0.000 0.000 0.000

24 0.000 0.535 0.178 0.309

42 0.120 0.381 0.211 0.148

90 0.195 0.687 0.478 0.254 0.0659
BDV-GP-N gen. RNA
ges 14 3.204 84.263 55.771 45.578

24 22.658 173.969 117.395 82.559

42 241.356 347.602 282.876 56.798

90 129.540 343.201 219.312 | 110.841 0.0499
BDV-GP-N mRNA Z 14 0.000 0.000 0.000 0.000

24 0.000 0.000 0.000 0.000

42 0.000 0.000 0.000 0.000

90 0.000 0.000 0.000 0.000
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Tab. 10.16 (Fortsetzung)

p-Wert

BDV-spezifisches Kruskal-
Protein bzw RNA und Wallis-
Zellkompartiment Tpi Minimum Maximum | Mittelwert | SA Test
BDV-GP-N mRNA K 14 6.008 51.219 22.834 24.722

24 16.993 51.844 36.366 17.749

42 64.292 95.715 80.327 15.721

90 18.534 61.670 41.082 21.635 0.0627
BDV-GP-N mRNA ZK 14 10.948 66.932 41.853 28.443

24 4.763 112.350 64.852 54.888

42 44.576 133.974 94.621 45.648

90 34.506 172.631 89.725 73.106 0.7152
BDV-GP-N mRNA ges 14 16.956 98.897 64.687 42.611

24 21.757 164.195 101.218 72.636

42 108.867 229.689 174.948 61.204

90 80.572 215.674 130.807 73.909 0.2001
BDV-GP-C gen. RNA Z 14 0.000 0.000 0.000 0.000

24 0.000 0.000 0.000 0.000

42 0.000 0.000 0.000 0.000

90 0.000 0.000 0.000 0.000
BDV-GP-C gen. RNA K 14 7.877 123.680 77.682 61.463

24 83.680 259.469 151.745 94.367

42 195.352 398.398 290.497 | 102.122

90 279.351 447.832 391.379 97.019 0.0378
BDV-GP-C gen. RNA
ZK 14 0.000 0.182 0.061 0.105

24 0.000 0.000 0.000 0.000

42 0.000 0.000 0.000 0.000

90 0.000 0.458 0.283 0.247 0.1724
BDV-GP-C gen. RNA

| ges 14 7.877 123.680 77.743 61.498

24 83.680 259.469 151.745 94.367

42 195.352 398.398 290.497 | 102.122

90 279.351 448.290 391.661 97.264 0.0378
BDV-GP-C mRNA Z 14 0.000 0.000 0.000 0.000

24 0.000 0.000 0.000 0.000

42 0.000 0.000 0.000 0.000

90 0.000 0.000 0.000 0.000
BDV-GP-C mRNA K 14 12.416 86.388 54.154 37.890

24 87.671 238.682 156.044 76.510

42 164.477 222.769 192.104 29.264

90 162.435 316.437 242.200 77.150 0.0572
BDV-GP-C mRNA ZK 14 8.003 29.268 15.094 12.275

24 3.090 18.931 11.620 7.991

42 4.572 16.453 8.936 6.538

90 12.848 86.230 40.963 39.584 0.2936
BDV-GP-C mRNA ges 14 20.427 115.655 69.248 47.660

24 90.760 257.613 167.665 84.188

42 170.261 239.222 201.040 35.071

90 175.283 402.667 283.163 | 114.137 0.0656
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Tab. 10.16 (Fortsetzung)

BDV-N: BDV-Nukleoprotein; BDV-GP: BDV-Glykoprotein; mRNA: ,messenger* RNA; gen. RNA:
genomische RNA; BDV-GP-N mRNA: ,messenger‘ RNA des BDV-GP, N-terminaler Anteil; BDV-GP-N
genomische RNA: genomische RNA des BDV-GP, N-terminaler Anteil; BDV-GP-C mRNA:
.messenger‘ RNA des BDV-GP, C-terminaler Anteil; BDV-GP-C genomische RNA: genomische RNA
des BDV-GP, C-terminaler Anteil; Z: positive Reaktion im Zytoplasma; K: positive Reaktion im
Zellkern; ZK: positive Reaktion in Zytoplasma und Kern; ges: Gesamtzahl positiver Zellen; Tpi: Tage
post infectionem, Tage nach Infektion, Anzahl der Tiere pro Tpi = 3; Minimum: geringste Zahl positiver
Zellen pro mm? zu diesem Zeitpunkt; Maximum: hochste Zahl positiver Zellen pro mm?® zu diesem

Zeitpunkt; Mittelwert: Mittelwert aus allen ausgewerteten Tieren eines Zeitpunktes; SA:
Standardabweichung
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Tab. 10.17a) Zweifaktorielle Varianzanalyse der

Ergebnisse der

quantitativen

Bestimmung von Zellen mit Nachweis verschiedener BDV RNA

BDV-N ges
geometrischer
Tpi Mittelwert | SA Mittelwert SF
14 2.25046 0.25224 178.01639 1.78748
24 1.93423 0.44194 85.94686 2.76656
42 2.26338 0.15591 183.39184 1.43189
90 2.38710 0.18804 243.83722 1.54184
BDV-GP ges
geometrischer
Tpi Mittelwert | SD Mittelwert SF
14 0.83231 0.29473 6.79689 1.97120
24 1.40418 0.37586 25.36180 2.37607
42 1.25876 0.57317 18.14513 3.74257
90 1.47046 0.11720 29.54337 1.30978
BDV-N mRNA ges
geometrischer
Tpi Mittelwert | SD Mittelwert SF
14 1.86184 0.35217 72.75117 2.24994
24 1.95780 0.44501 90.74026 2.78619
42 2.23535 0.11514 171.92934 1.30359
90 2.24296 0.20811 174.96855 1.61477
BDV-N gen. RNA ges
geometrischer
Tpi Mittelwert | SD Mittelwert SF
14 1.47289 0.51066 29.70913 3.24086
24 1.96516 0.31450 92.29114 2.06300
42 2.35912 0.09365 228.62304 1.24065
90 2.35416 0.11179 226.02683 1.29357
BDV-GP-N gen. RNA ges
geometrischer
Tpi Mittelwert | SD Mittelwert SF
14 1.44454 0.81312 27.83172 6.50309
24 1.92919 0.49767 84.95521 3.14536
42 2.44605 0.08382 279.28654 1.21289
90 2.30519 0.21406 201.92496 1.63704
BDV-GP-N mRNA ges
geometrischer
Tpi Mittelwert | SD Mittelwert SF
14 1.79502 0.41588 50.80658 2.60543
24 1.87458 0.47063 74.91693 2.95549
42 2.22274 0.16725 167.00905 1.46977
90 2.07435 0.22795 118.67248 1.69025
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Tab. 10.17a) (Fortsetzung)
BDV-GP-C mRNA ges

geometrischer

Tpi Mittelwert | SD Mittelwert SF
14 1.74288 0.38886 55.31972 2.44827
24 2.18604 0.22655 153.47583 1.68481
42 2.29897 0.07457 199.05358 1.18733
90 2.42751 0.18069 267.61472 1.51597

BDV-GP-C und BDV-GP-N mRNA ges

geometrischer

Tpi Mittelwert | SD Mittelwert SF
14 1.72561 0.40079 53.16306 2.51646
24 2.06944 0.29235 117.33836 1.96042
42 2.26695 0.09617 184.90557 1.24787
90 2.30083 0.14564 199.90792 1.39843

Tab. 10.17b) AnschluBtest - Paarweise Vergleiche zwischen verschiedenen BDV

RNAs

Signifikanz
Vergleiche (p-Wert))
BDV-GP-N mRNA ges : BDV-GP ges 0.0005
BDV-GP-N mRNA ges : BDV-N mRNA ges 0.0007
BDV-GP-N gen. RNA ges : BDV-N gen. RNA ges 0.9239
BDV-N ges : BDV-GP ges 0.0001
BDV-N gen. RNA ges : BDV-N mRNA ges 0.5048
BDV-N mRNA ges : BDV-GP-C mRNA ges 0.1347
BDV-N mRNA ges : Mittelwert von BDV-GP-C
und —GP-N mRNA ges 0.6676

BDV-N: BDV-Nukleoprotein; BDV-GP: BDV-Glykoprotein; mRNA: ,messenger RNA; gen. RNA:
genomische RNA; BDV-GP-N mRNA: ,messenger” RNA des BDV-GP, N-terminaler Anteil; BDV-GP-N
genomische RNA: genomische RNA des BDV-GP, N-terminaler Anteil; BDV-GP-C mRNA:
.messenger‘ RNA des BDV-GP, C-terminaler Anteil; BDV-GP-C genomische RNA: genomische RNA
des BDV-GP, C-terminaler Anteil; ges: Gesamtzahl positiver Zellen; Tpi: Tage post infectionem, Tage
nach Infektion, Anzahl der Tiere pro Tpi = 3; Mittelwert: Mittelwert positiver Zellen pro mm? aus allen
ausgewerteten Tieren eines Zeitpunktes; SA: Standardabweichung; geometrischer Mittelwert:

entlogarithmierter Mittelwert; SF: Streufaktor, entlogarithmierte Standardabweichung
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10.5

Aa

ABC
Aca

AP
Aqgua bidest.
Aqua dest.
BCIP
BD

BDV
BDV-GP
BDV-M
BDV-N
bp

C,c
cDNA
cRNA
DAB
DEPC
DIG
DMEM
DMF
DNA

Tpi

DTT
EDTA
FKS

G.,g

GD
GFAP
GMEM
GP-Protein
H&E

ABKURZUNGEN

Adenin
Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex
Acetanhydrid

Alkalische Phosphatase

Aqua bidestillata

Aqua destillata
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat
“Borna Disease”, Borna'sche Krankheit

“Borna Disease Virus”, Virus der Borna schen Krankheit

BDV-Glykoprotein

BDV-Matrixprotein

BDV-Nukleoprotein

Basenpaare

Cytosin

komplementare DNA

komplementare RNA
3.3’-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid-Lésung
Diethylpyrokarbonat

Digoxigenin

Dulbecco-Modifizierung von Eagle’s Medium
Dimethylformamid

Desoxyribonukleinsaure

Tage infectionem, Tage nach Infektion
2,3-Dihydroxy-1,4-dithiobutan-1,4-dithiothreitol
Ethylendiamintetraessigséure

Fetales Kalberserum

Guanin

Gyrus dentatus

"glial fibrillary acidic protein®, saures Gliafaserprotein
Glasgow-Modifikation von Eagle’s Medium
Glykoprotein

Hamatoxylin-Eosin
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HB-Mix

M-Protein
mRNA
N-Protein
NBF
NBT

obB

oD

ORF
PACE
PC

PBS

PCR
PFA
PHB-Mix
p.i.
PIPES
PLP
RNA
SPC
SSC
ssDNA
Tt
TAT
TBE
TBS

Hybridisierungs-Mix

Immunglobulin

Immunhistologie

Indirekter Immunfluoreszenztest

in situ-Hybridisierung

Kilobasen

Kilo-Dalton

Leptomeninx

Matrixprotein

messenger RNA

Nukleoprotein

“neutral buffered formalin”, neutral gepuffertes Formalin
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

ohne besonderen Befund

optische Dichte

“open reading frame”, offenes Leseraster

“paired amino-acid converting enzyme”

“proprotein convertase”, Pro-Protein-Konvertase
“phosphate buffered saline”, Phosphat-gepuffertes
Natriumchlorid

spolymerase chain reaction®, Polymerase-Kettenreaktion
Paraformaldehyd

Prahybridisierungs-Mix

post infectionem, nach Infektion
Piperazin-N,N’bis[2-ethansulfatsaure]
Perjodat-Lysin-Paraformaldehyd

Ribonukleinsaure

“subtilisin-like proprotein convertase”

“standard saline citrate”, Standard-Natriumacetat
“single strang DNA”, Einzelstrang-DNA

Thymin

"Tyramin amplified technique", Tyramin-verstarkte Technik
Tris Borsaure EDTA

“Tris buffered saline”, Tris-gepufferte Kochsalzlésung
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TEA Triethanolamin

TGN “trans-Golgi network”, trans-Golgi Netzwerk

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

X-Phosphat s. BCIP

ZNS Zentrales Nervensystem
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